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Abreviations et acronymes

ACh Acétylcholine

AChE Acétylcholinestérase

AcOEt Acétate d’éthyle

AICl3 Chlorure d’aluminium

BuOH Butanol

CCM Chromatographie sur couche mince

CcC Chromatpghraphie sur colonne

CHCls Chloroforme

CDCls Chloroforme deutéré

CDs0D Meéthanol deutéré

CDsCOCDs3 Acétone deutérée

CO2 Dioxyde de carbone

COSsYy Correlated Spectroscopy

Cq Carbone quaternaire

13C Carbone 13

d Doublet

dd Doublet de doublets

ddd Doublet de doublets de doublets

dt Doublet de triplets

DEPT Distorsionless Enhancement by Polarization
Transfer

DMSO Diméthyl Sulfoxyde

DPPH Diphenylpicrylhydrazyle

ESI Electro-spray ionisation

EtOH Ethanol

F Fraction

Glu Glucose

GC Chromatographie phase gazeuse

GC-MS Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie
de masse

GC-FID Chromatographie en phase gazeuse couplée a un
détecteur a ionisation de flamme

H3BO3 Acide borique

HPLC Chromatographie liquide a haute performance
/pression

HMBC Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity

HSQC Hteronuclear Single Quantum Coherence

EC50 Concentration effet a 50%

) Déplacement chimique

J: Constante de couplage

KCI Chlorure de potassium

LC Chromatographie en phase liquide

LC-MS Une HPLC couplée avec la spectrométrie de masse

m Multiplet

M Masse

Me Méthyle

m/z Masse / charge électrique

m Multiplet

NaOAc Acétate de sodium



NaOH
NOESY
OH
OMe

Rf
RMN H
RMN C
ROESYY

RP-HPLC :

S.
SiO2
SM
SMIE
t

td

tr

uv
uv-B
oH
oc

Les unités couramment utilisées sont citées

ci-dessous :

Hz
MHz
mM

ppm
neg

pg EQ/mg d’extrait

pg EAG/mg d’extrait

MM

Abreviations et acronymes

Hydroxyle de sodium

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Hydroxyle

Méthoxyle

Facteur de retardement

Résonance magnétique nucléaire du proton
Résonance magnétique nucléaire du carbone treize
Rotational Frame Overhauser Effect Spectroscopy
HPLC avec une colonne phase inverse

Singulet

Silice

Spectroscopie de masse

Spectrométrie de masse sous impact électronique
Triplet

Triplet de doublets

Temps de rétention

Ultraviolet

Ultraviolet (315-280 nm)

Déplacement chimique du proton

Déplacement chimique du carbone

Hertz

Méga Hertz

Millimolaire

Partie par million

Microgramme

Microgramme d’équivalent de quercétine par
milligramme d’extrait

Microgramme d’équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait

Micromolaire
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Introduction genérale

Depuis des dizaines d'années, les scientifiques et I'industrie pharmaceutique ont utilisé des
produits naturels (NP) comme source de recherche de nouveaux médicaments ou de leurs
précurseurs, visant a traiter des maladies ou des symptomes qui n'‘ont pas encore été traités

efficacement (1).

Entre 2005 et 2010, la Food and Drug Administration (FDA) et I'Agence européenne des
médicaments (EMA) ont approuvé 19 médicaments dérivés de produits naturels, tels que
Trabectedin (Yondelis ™) et Cannabidol (Sativex®), pour le cancer et le traitement des

douleurs, respectivement (2).

La phytothérapie est l'une des plus anciennes formes de soins de santé connues de
I'homme. Environ la moitieé des médicaments approuvés de 1998 a 2007 sont basées sur des
produits naturels et treize médicaments lies aux produits naturels ont été approuves de 2005 a
2007 (3).

Bien que la médecine moderne soit bien développée presque partout dans le monde, une
proportion non négligeable de la population dans les pays en développement compte encore sur
les tradipraticiens, les plantes médicinales et les meédicaments a base de plantes pour leurs soins

de base.

En outre, au cours des décennies passées, l'intérét public pour les thérapies naturelles a
considérablement augmenté dans les pays industrialisés, en méme temps que l'utilisation des

plantes médicinales et des médicaments a base de plantes (4).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la

synthese de médicaments ou comme modeéles pour les composés pharmacologiquement actifs.

En vue dassurer la conservation et la disponibilité de ces plantes pour l'avenir, la
réglementation de leur exploitation et de leur exportation est essentielle, tout comme la

coopération et la coordination au niveau international (5).

Les métabolites secondaires des plantes n‘ont aucun rdle fondamental dans le maintien des

processus de vie de la plante elle-méme, mais ils sont importants pour que la plante interagisse
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avec son environnement pour l'adaptation et la défense. Cependant, nous commencons a
comprendre le réle crucial joué par eux dans la croissance et le développement des plantes.
Dans les plantes supérieures, une grande variété de métabolites secondaires est synthétisée a
partir de métabolites primaires (par exemple des glucides, des lipides et des acides aminés). Ils
sont nécessaires a la défense des plantes contre les herbivores et les agents pathogénes. Souvent,

ils peuvent conférer une protection contre les stress environnementaux (6).

Pour beaucoup de plantes médicinales d’intérét courant, I’un des principaux axes de
recherche a ce jour est le domaine de la phytochimie, la pharmacognosie et I’horticulture. Dans
le domaine de la phytochimie, les plantes ont été étudiées pour leurs métabolites bioactifs qui
ont été séparées et soumis a des analyses structurales détaillées. La recherche dans la
pharmacognosie des plantes médicinales a impliqué également des essais de bioactivite,

identification de mode d’action potentiel et le ciblage des sites des composés bioactifs (7).

L’ Algérie chevauche entre deux empires floraux : 'Holarctis (Situé en Europe, une grande
partie en Asie, I’Amérique du Nord et également au nord de I’ Afrique) et le Paleotropis (couvre
une grande partie de I’Afrique a I’exception de ses extrémités nord et au sud du continent,
I’Inde, I’ Asie du sud et I’Indonésie. Cette position lui confeére une flore trés diversifiée par des

especes appartenant a differents eléments géographiques.

Sur les 3139 espéces (5402 taxons en comptant les sous espéces, les variétés et les formes)
décrites par Quezel et Santa (1962) (8) dans la nouvelle flore de I'Algérie et des régions
désertiques méridionales, Zeraia (1983) (9) dénombre 289 espéces assez rares, 647 rares, 640

treés rares, 35 rarissimes et 168 endémiques (8).

La médecine traditionnelle basée sur I’utilisation des plantes médicinales pour le traitement
de nombreuses maladies, continue a étre utilisée, et au cours de ces derniéres années sa
popularité n’a fait qu’augmenter. Les pratiques de la médecine traditionnelle varient

grandement d’un pays a I’autre et d’une région a I’autre.

A T’heure actuelle, la recherche de nouveaux médicaments d’origine naturelle passe par
I’inventaire des plantes et ’examen systématique de leur activité biologique. Un des guides du
chimiste dans la problématique d’une recherche phytochimique est la recherche de I’empirisme

et plus particulierement aux usages traditionnels liés aux activités humaines
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En outre, les sols sahariens composés d’un substrat minéral développent une activité
microbienne. Ainsi congues, les plantes medicinales sahariennes pourraient posséder des

molécules antibactériennes et antifongiques a spectre d’action intéressant.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore locale d’intérét
thérapeutique, utilisée en médecine traditionnelle. C’est dans cette optique que se place ce
présent travail. En se basant sur les résultats d’une enquéte éthnopharmacologique effectuée
aupres de la population autochtone de la région de Béchar nous avons choisi deux plantes pour
notre étude.

La méthode globale de travail que nous avons adoptée, est basée sur une action
pluridisciplinaire, visant une valorisation des plantes sahariennes et permettant de relier
conformément les éléments d’information apportés par les ethnobotanistes, au travail des
chimistes et des biologistes. Les deux plantes que nous avons retenues sont Helianthemum

lippii et Cymbopogon schoenanthus.

Le choix de ces deux plantes a été guidé d’une part par les indications d’usage traditionnel,
et d’autre part par le fait qu’Helianthemum Lippii n’a pas fait I’objet d’investigations chimiques
et biologiques, quant a Cymbopogon schoenanthus seulement 1’étude de la composition de ses

huiles essentielles a été reportée dans la litterature.
Notre manuscrit rapporte les travaux réalisés répartis en cing chapitres :

Le premier chapitre est consacré a un rappel bibliographique concernant les deux familles

Cistaceae et Poaceae, ainsi que leur utilisation en médecine traditionnelle.

Le chapitre décrira les différentes familles des métabolites secondaires isolés des deux
familles Cistaceae et Poaceae. Notamment les flavonoides, les sesquiterpenes et les composés

phénoliques.

Le second chapitre comprend 1’é¢tude phytochimique de Helianthemum lippii (Cistaceae)
et Cymbopogon schoenanthus (Poaceae). Nous aborderons les étapes de cette investigation

commengant par la macération, le fractionnement, jusqu’a la purification des produits isolés.

Ensuite on reportera dans le troisiéme chapitre les résultats obtenus suivis de discussions,
concernant les produits isolés ; Ces études combinent les résultats d'analyse par RMN *H et 1°C,
RMN 2D, (COSY, HSQC, HMBC).
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Au quatriéme chapitre nous aborderons 1’étude de la composition des huiles essentielles de
Cymbopogon schoenanthus, on reportera ensuite les résultats d’une analyse HPLC-TOF / MS
des extraits ACOEt et n-BuOH des deux especes.

On termine avec un dernier chapitre concernant 1’étude pharmacologique. Tout d’abord,
nous décrirons 1’évaluation et la recherche d’activité des extraits ACOEt et n-BuOH : ’activité
antioxydante (éfficacité d’inhibition des 1ésions de ' ADN), ainsi que I'activité anticancéreuse a
l'aide du systéme xCELLigence. Ensuite on déterminera I’effet des différents extraits ; effectuée
sur les tissus du cOlon distale chez les rats femelles Wistar. Dans lequel on évalue 1’effet des
extraits sur le ton basal du muscle, sur le muscle précontracté avec KCI50mM et Ach (1-3 uM),
et on termine par une étude de comparaison entre les extraits AcOEt et n-BuOH de C.
schoenanthus et H. lippii en essayant de déterminer les principaux composants responsables de

cet effet.

L’ensemble des résultats de nos travaux est terminé par une conclusion générale.



CHAPITRE 1

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



1. Introduction

Bremness et al ; disaient dans leur livre les plantes aromatiques et médicinales que “ Les plantes
nous relient au passé, au présent et a I’avenir. Nous les associons a des appétissantes nourritures,
a des savoirs utiles, a des histoires mystérieuses et a des pratiques sacrées. Chaque élément a
cette tapisserie colorée avive les autres mais, sous les fils, la trame est verte. Car la plante est a
I’origine de tout ce charme *.(10)

La botanique expose la fonction de chaque partie de la plante, et la chimie analyse ses
composants pour isoler ses principes actifs (11). Une étude approfondie sur ces plantes nous
aidera a identifier leurs composants actifs et comprendre leurs mécanismes d’action
responsables des activités biologiques et la raison qui justifie leur utilisation en médecine

traditionnelle.
2. Etude bibliographique de la premiere espéce
2.1. Description de la famille des Cistaceae
2.1.1. Repartition geographique

La famille des Cistacées est une famille de plantes dicotylédones originaire du bassin
méditerranéen d’Asie occidentale, d’Afrique du nord, et secondairement des Amériques. Elle
est classée dans 1’ordre des Violales puis dans celui des Malvales (12) qui regroupe 8 genres

renfermant environ 200 espéces : Helianthemum, Cistus, Crocanthemum, Fumana, Halimium,
Hudsonia, Lechea et Tuberaria (13-15).

Tableau 1.1 : les genres Helianthemum, nombre d’espéces et leurs distributions

Genre Nombre  Distribution References
d’espeéces
Helianthemum ~110 Europe centrale et méridionale, Russie, (14, 16, 17)

Asie centrale, Afrigue du Nord
(Algérie, Maroc, Tunisie, Lybie...) et
peu en Amérique

Cistus ~21 Europe méridionale principalement (14, 15, 18-
especes dans les régions méditerranéennes, en 20)
Afrique du Nord
Fumana = 9 Toute I’Europe méridionale et les (15, 21, 22)

especes régions méditerranéennes




Halimium = 8 Europe méridionale, Afrique du Nord (15, 23, 24)
espéeces occidentale et principalement dans la
région méditerranéenne occidentale

Hudsonia 2 especes Amerique du Nord (15, 25, 26)
Tuberaria = 12 Répartie en Europe occidentale et (15, 27-29)
(=Xolantha) especes méridionale du Nord, et principalement

dans les régions méditerranéennes

Crocanthemum ~ 20 La cote atlantique des deux Amériques, (15, 26)

especes Californie, Mexique

On peut trouver a I’état spontané et en horticulture des hybrides de Cistus,
d’Helianthemum, d’Halimium a fleur et couleur diverse de méme entre les deux taxons Cistus

et Halimium qui sont placés dans le genre hybride Halimiocistus (30-32).

2.1.2. Description botanique
La famille des Cistacées est I'une des plus difficiles a étudier du point de vue
phytochimique. Son nom provient de celui des Cistes donne a ces plantes par Joseph Pitton de

Tournefort du mot grec : « Kisthos » signifiant capsule (33, 34).

Les études les plus importantes sur cette famille sont celles de Willkomm (35), Grosser
(36) et Janchen (37). Englcr & Prantl (38) a cité les Cistaceae a l'ordre Parietales, étroitement
lié aux Tamaricaceae et aux Bixaceae. Hutchinson (39) a assigné Cistaceae a l'ordre Bixales,
ce qui suggere une relation plus étroite avec Urticales et Thymelaeales. Takhtajan (40, 41) et
Tutin et al. (42) a renvoyé les Cistaceae a Violales, en rapportant celles-ci a Theales et
Passiflorales. Pour l'instant, il n'y a pas d'accord général sur la fagon de subdiviser la famille.
Willkomm (35) I'a divisé en deux sous-familles, les Cistoideae et les Lechidioideae sur la base
de la structure des organes reproducteurs. A son tour, la sous-famille de Cistoideae a été
subdivisée en plusieurs tribus et sous-tribus, avec des genres propres. Janchen (37) a divise la

famille en trois tribus (Cistaceae, Hudsonieae et Lichidieace).

Dans la «Flore de I'URSS», la famille Cistaceae a été traitée par Yuzepchuk (43) qui a
accepté le systeme par Janchen(37) comme la tentative la plus réussie et a donc adhéré a elle

en subdivisant les genres en sous-genres et en sections.



Les tribus Hudsonieae et Lichidieae sont monotypes; La tribu Cistaceae se compose de
deux sous-tribus, a savoir Cistinae, contenant les genres Cistus, Halimium, Crocanthemum,

Tuberaria et Helianthemum, et Fumanina, contenant un genre, Fumana (39).

Dans le nouveau systeme de Takhtajan (44). Cistaceae, Bixaceae et Cochlosperniaceae, qui
sont liées non seulement par la structure de leurs fleurs, leurs grains de pollen et leur xyleme
secondaire, mais aussi par I'anatomie de leurs graines, sont considérés comme un ordre séparé
Bixales (ou Cistales s.str.) Dans le superordre Malvanae. Takhtajan a reconnu trois tribus :
Cisteae (Cistus, Halimium, Crocanthemum, Tuberaria, Helianthemum, Fumana), Hudsonieae

(Hudsonia) et Lechidieae (Lechea) dans les Cistaceae familiales.

Elles sont arbustives ou herbacées pérennes ou annuelles poilues ou velues, avec un
réceptacle en forme de cone surbaissé, portant de bas en haut périanthe, 1’androcée et le
gynécée. Portant des feuilles (28, 33) souvent opposeées, entiéres, ou ordinairement stipulées ;
des fleurs axillaires ou terminales, solitaires, en épis ou arrangées en cymes (inflorescence
simple partant du méme point) racémiformes ou paniculiformes. Leur calice (enveloppe
extérieure de la fleur) est a trois ou cing divisions trés profondes, tantot égales, tantot inégales,
a préfloraison contournée ; leur Corolle (enveloppe intérieur de la Fleur) a cing pétales libres
tres caduques est tres delicates, etalées en rose et sessiles, également contournées, mais

généralement sens inverse du calice (13, 21, 30, 45).

2.1.3. Classification botanique : Selon GUIGNARD,(46)

Tableau.l.2 : Classification botanique de la famille des Cistaceae

"Embranchement ~ Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots ou Eudicotylédones
Sous classe Rosidées (Eurosidees)
Ordre Malvales
Famille Cistaceae
Genres Helianthemum
Especes sp.




2.1.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Toutes les Cistacées (surtout Cistus) sont fréquemment employées en médecine
traditionnelle pour leurs propriétés analgésiques, antimicrobiennes, antitumorales, antivirales,
anti-inflammatoires, antifongiques, anti-ulcéreuses, antioxydantes, neurotoniques et
régulatrices du systeme nerveux parasympathique et gastroprotectrices (47-49). Elles sont aussi

utilisées pour traiter les Iésions cutanées.

Certaines espéces secrétent a la surface des feuilles et des rameaux des huiles essentielles
(33) comme le ladanun ou labdanum ; jadis utilisées en médecine traditionnelle et considérées
comme un remede puissant, stimulant, resolutif, cicatrisant, antiulcéreux, anticatarrhal

emmenagogue (33, 50).

Aujourd’hui, le labdanum est utilisé en cosmétique pour son action anti-age. L’huile
essentielle de ciste contribue a ralentir I’apparition des rides. Elle a aussi des propriétés
excellentes pour une régénération rapide des cellules de la peau. Les espéces les plus utilisées

sont : C. ladanifer, C. monspeliensis et C. creticus (33, 50, 51)

Les fleurs et les feuilles d’Halimium halimifolium sont utilisées en médecine traditionnelle
comme tisane pour calmer les contractions chez la femme enceinte et traiter les douleurs gastro-

intestinales (24).

En Algérie et au Maroc, les feuilles de C. albidus L. sont utilisees comme agent digestif et

consommeées sous forme de tisanes (52).

En Allemagne, des préparations d’extraits de feuilles de C. creticus administrées a des

patients atteints de borréliose semblent avoir un effet antibactérien (53).

En Espagne, les infusions de feuilles et de fleurs de C. ladanifer sont un remeéde pour les
maux d’estomac, la diarrhée, I'inflammation, et pour nettoyer les blessures. Les extraits

foliaires de C. clusii sont utilisés pour renforcer les cheveux (54).

En Turquie, les feuilles de C. salviifolius sont digérées sous forme d’infusion pour

combattre le cancer (47).
Autres utilisations :

En artisanat, les branches dures de C. ladanifer sont utilisées dans la fabrication d’outils ou de

pieces de menuiserie (Tabourets, ...etc) et également comme bois de chauffage.



Les graines pilées de la plupart des cistes sont consommées dans les compagnes
marocaines, comme amuse-gueule et utilisées comme chapelure dans la préparation des gateaux
(52).

2.1.5. Activité biologique

Toutes les especes de la famille Cistaceae sont fréquemment employées dans la médecine
traditionnelle  pour leurs propriétés antimicrobiennes, antitumorales, antivirales,
anti-inflammatoires, antifongiques, antiulcers, antioxydantes, et activités spasmolytiques et

hypotensives (55, 56).

Les extraits de C. villosus présentent une activité antimicrobienne plus intéressante que

ceux de C. monspeliensis sur Staphylococcus aureus et Candida glabrata (55).

2.2. Description du genre Helianthemum
2.2.1. Repartition géographique

Tableau.l.3 : Répartition géographique des espéces du genre Helianthemum en Algérie

Espéces Localisation Réferences
H.aegyptiacum, H. racemosum  Tell Algérien (16)
H. apertum Atlas saharien oranais (sud de (16, 57, 58)

Tlemcen, Naama...), hauts
plateaux Algériens.

H. cinereum Grande kabylie, Sahel, Hauts (16, 59)
plateaux, et 1’Atlas saharien
oranais, hauts plateaux algérois

H. guttatum Regions semi-arides d’Algérie, (16, 60-62)
Sahel oranais; la grande et
petite kabylie.

H. ellipticum Sahara septentrional et central (16, 63)
H. hirtum Steppes pierreuses des hauts
plateaux et du Sahara (Naama, (16)
El Bayadh...)
H. kahiricum Sahara septentrional (Paturages
rocailleux désertiques)
H. ledifolium Clairiéres des foréts, champs (64-66)

incultes,paturages
(Mostaganem, Oran...)
H. lippii Sahara septentrional et central (16)

H. pilosum, H. origanifolium Sahel d’Oran




H. polyanthum Atlas tellien algérois et oranais (16, 59)

H. pomeridianum Sahel d’Oran (16, 62)

H. salicifolium Secteurs algérois, oranais et du (16)
Sahara septentrional (Biskra)

H. sanguineum Tell constantinois, Atlas tellien (16, 59)
algérois, Sahel oranais

H. squamatum Tell constantinois, Oran (16)

H. virgatum Secteur oranais (16, 57, 59)

H. viscarium Terrains arides du littoral (16, 59)

2.2.2. Description botanique

Le genre Helianthemum a un aspect qui le rapproche des cistes, les feuilles non dentées
pouvant étre stipulées ou non, un calice a 5 sépales. Les fleurs a 5 pétales jaunes, blanches ou
rouges a aspect assez chiffonné comme de la soie fripée moins fugaces et plus fragiles que
celles des cistes, elles ne durent au maximum que huit a dix heures. Les sépales, sont persistants
et restent quelgquefois pendant toute la mauvaise saison. La floraison est souvent estivale mais
peut étre parfois plus précoce et démarre en avril. Ses etamines sont nombreuses, et toutes
fertiles (16, 32, 67, 68).

Les hélianthemes (nommés aussi fleurs du soleil, Herbe d’or ou Hyssope de garrigue) sont
des petits arbustes, sous-arbrisseaux ou herbacées pérennes ou annuelles. Leur nom vient du
grec « helios » qui veut dire soleil et «anthos » signifiant fleur. Les hélianthémes sont
¢galement des plantes du soleil par leur milieu de vie et ce n’est qu’en pleine lumicre que leurs

fleurs s’ouvrent (69-71).

Selon Quezel et Santa (1963) (72), les espéces d’hélianthemes sont appelées aussi
« Ergiga », « Fegga », « Serd », « Zefzel » et les espéces annuelles « Qecis el terfas », « Oum
el terfas ». Environ 40 espéces sont présentes en Algérie, les plus communes sont indiquées

dans le Tableau.l.3.

Le genre Helianthemum comprend environ 110 espéces ligneuses, chaméphytiques (17) ;
réparties surtout dans le bassin méditerranéen (13, 73) souvent de facon grégaire dans des
prairies basiques, chaudes et méme seches ou sur des sols sablonneux, rocailleux dans les
montagnes. Toutefois, certaines espéces ont une distribution plus excentrique, les unes vers

I’Asie centrale : H. songoricum), les autres vers le nord de I’Europe : H. nummularium, H.
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oelandicum, au nord de I’ Afrique et a I’Ouest de 1’Asie H. lippii, au canada H. canadeuse (74,
75).

2.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques

2.3.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Comparativement a d’autres espéces, H. glomeratum a montré des effets antibactériens,
antiprotozoaires et antigiardiales, pour traiter les troubles gastro-intestinaux comme les
diarrhées et les dysenteries (76, 77). Concernant ’activité antioxydante, cette propriété a été

prouvée par la littérature chez H. ledifolium (78).

Les taxons d'Helianthemum (Cistaceae) ont traditionnellement servi de remeéde naturel a la
médecine traditionnelle par les habitants de I'Espagne et des Amériques. Les taxons sont des
sous-arborescences a feuilles persistantes ou semi-persistantes qui sont largement distribués
dans les régions tempérées et subtropicales de I'némisphére nord, avec le centre de la diversité
dans la région méditerranéenne. Les feuilles et les fleurs de différents taxons d'Helianthemum
sont traditionnellement utilisés comme anti-inflammatoires, antiulcérénes, antiparasitaires,

antimicrobiens, analgésiques, cytotoxiques et vasodilatateurs et pour soigner les plaies.(79-83)

Ces plantes sont ingérées comme des décoctions et des thes pour des problemes gastro-
intestinaux. Elles sont également transformées en pommades et appliquées directement sur les

plaies ou les brilures infectees (84).

Cependant, le nombre d'études phytochimiques et biologiques rapportées sur les taxons
d'Helianthemum dans le bassin méditerranéen est encore limité. Les feuilles de H. cinereum
subsp. Rotundifolium, H. Hirtum, H. apenninum, H. marifolium subsp. marifolium, H.
marifolium subsp. origanifolium et H syriacum, sont utilisées dans des préparations médicinales
traditionnelles en Espagne, contre diverses affections y compris les traitements contre les
bralures, la cicatrisation et les affections liées a I'estomac (79, 85), qui comprennent la diarrhée
et la gastro-entérite. Parmi ces taxons, H. cinereum subsp. rotundifolium et H. syriacum sont
largement utilisés comme infusions digestives connues sous le nom de « té de monte » (thé de

montagne) et « té moro o té de campo » (thé moulu ou thé de champ), respectivement (86).

Une autre espece, H. glomeratum, une herbe médicinale endémique qui a gagné en
popularité avec le nom « cenicilla », a été utilisée pour traiter les douleurs abdominales, les

maladies diarrhéiques infectieuses, les douleurs d’estomac, les parasites et la dysenterie (87-
89).
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Au Mexique, diverses espéces d’hélianthémes sont employées pour traiter la diarrhée des
ulceres peptiques, la dysenterie et la giardiose. Des extraits foliaires méthanoliques d’H.
glomeratum testés sur des souris femelles allaitantes infectées expérimentalement par Giardia
lamblia ont une activité antigiardiale (76). Selon ces auteurs, ces résultats ouvrent les
perspectives de développement de nouvelle phytothérapie antigiardiale.

Les hélianthemes notamment H. vulgare ont comme propriété d’assainir la peau, de
resserrer les pores, ils assechent les imperfections et méme unifient le teint (33). Au Canada,
H. canadeuse est utilisée pour ses vertus médicinales comme astringent et tonique.
Historiquement, elle a été utilisée pour traiter la tuberculose, la diarrhée, la dysenterie et la
syphilis (74).

2.3.2. Activités biologiques

Les extraits méthanoliques des parties aériennes de H. glomeratum ont montré des

propriétés antibactériennes, antifongiques et antiprotozoaires (87-89).

Les extraits foliaires de C. villosus présentent une activité antimicrobienne plus intéressante

que ceux de C. monspeliensis sur Staphylococcus aureus et Candida glabrata (90).

11 été reporté que les extraits methanol et chloroforme de H. lippii (L.) (syn. Helianthemum

sessiliflorum), présentent des activités analgésiques et anti-inflammatoires significatives (91).

L’extrait methanol de H. lippii, qui contient des quantités élevées de flavonoides et de
composeés phénoliques, a montré une activité anti-oxydante cohérente et significative. L’effet
Scavenger élevé de I'extrait Methanol peut étre di a des groupes hydroxyles existants dans la
structure chimique des composés phénoliques qui constituent les éléments nécessaires au
piégeage des radicaux. Cet effet scavenger de radicaux libres peut donc servir d'action
préventive possible pour les maladies. L’extrait a également montré des activités

antibactériennes (S. aureus) et antifongiques (C. albicans) (92, 93).

D’aprés Alsabri et al, (2013) ; I'extrait méthanol de H. lippii a considérablement réduit
l'ulcere induit par I'éthanol. L'extrait montre une protection contre les lésions distinctes

produites par I'administration de I'éthanol. (92).

A notre connaissance, il n'y a pas de travail reporté antérieurement sur I'activité antitumorale
de H. lippii. Cette étude indique les probables potentiels antitumoraux antimicrobiens des

extraits alcooliques des feuilles de H. lippii. Les auteurs indiquent qu’il est nécessaire de
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poursuivre I'étude de cette plante afin d'identifier et d'isoler son (ses) principe (s) actif ()
anticancéreux. Les résultats de I'étude devront également étre confirmés en utilisant des

modeles in vivo (94).

L’extrait méthanol de I’espéce H. lippii exerce une faible activité antibactérienne vis-a-vis
des souches Escherichia. Coli, Pseudomonas. Aeruginosa, Klebsiella. Pneumoniae et
Enterococcus. Faecalis. La souche K.pneumoniae présente une résistance pour ces
extraits.C’est également le cas pour E. coli et E.faecalis (95).

2.4. Investigations phytochimiques

Les travaux antérieurs ont montré que la famille des Cistaceae possede un potentiel
phytomedicinale important (96), notament pour des espéces telles que H. lippii (91) et H.
glomeratum (87-89) Le screening phytochimique préliminaire de H. lippii a révéle la présence
de flavonoides, de tanins, de glycosides, de phénoliques simples, de sucres réducteurs libres et
de saponines (91).

Bien que dans cette famille, de nombreuses espéces aient étudiées, peu de travaux ont

concerné 1’espéce H. lippii (L.).

Des polyphénols tels que des tanins et des flavonoides ont été détectés dans I'extrait
méthanol de I’espece H. lippii (97, 98). Ces derniers sont responsables de 1’effet scavenger des

radicaux libres et des propriétés anti-inflammatoires (93).

L'augmentation significative de l'activité anti-ulcéreuse de I’extrait méthanol de H. lippii
peut étre attribuée a la présence de flavonoides (quercétine), de tanins, de saponines glycosides
et de composés phénoliques. Les flavonoides figurent parmi les composés cytoprotecteurs dont

I'efficacité anti-ulcérogene a été repportée (99-101).

Des travaux appuient et valident I'utilisation locale de différents taxons d'Helianthemum
pour le traitement des maladies de la peau, de la fievre et des infections gastro-intestinales qui
peuvent étre causées par les microorganismes testés. Ces propriétés sont principalement
attribuées a la présence de composés bio-actifs tels que les tanins et les flavonoides extraits de
ces taxons d'Helianthemum qui peuvent servir d'ingrédients dans des formulations cosmétiques

ou pharmaceutiques ou les produits d’hygiéne (102).
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Tableau 1.4: Métabolites secondaires isolés du genre Helianthemum

Composés Espéces Références

Flavan-3-ol 1 H. glomeratum (80)
(+)-cycloolivil 2 H. sissiliflorum (103)
Acide Vanillique 3 H. sissiliflorum (103)
Nicotiflorine 4 H. sissiliflorum (104)
Acide Gallique 5 H. sissiliflorum (103)
Trans Tiliroside 6 H. kahiricum (105)

H. glomeratum (76, 103, 104,

106-108)

H. sissiliflorum (103, 104)
B-sitostérol 7 H. sissiliflorum (103)
Kaempférol-3-O-vicianoside 8 H. sissiliflorum (104)
Acide benzoique 9 H. sissiliflorum (103)
3-0-[(3",6"-di-O-para coumaroyl)-p-D H. kahiricum (105)
glucopyranosyl ]-Kaempférol 10
(-)-épigallocatechine 11 H. sissiliflorum (103, 108)

H. glomeratum
B-D-fructofuranosyl-(2°°,1°)-p-D- H. sissiliflorum (104)
fructofuranosyl-(2’-1)-a-D-
glucopyranoside 12
Isolaricireinol 9’-O-B-D-glucopyranoside H. sissiliflorum (104)
13
Acide (-)-pinéllique 14 H. sissiliflorum (103)
Acide Protocatéchuique 15 H. sissiliflorum (103)

H. Ruficomum (109)
Rutine 16 H. sissiliflorum (104)
Quercétine 17 H. violaceum

H. syriacum

H. squamatum

H. polygonoides

H. oelandicum

H. alypoides (102)

H. apenninum

H. asperum

H. cinereum

H. hirtum

[y
S



Prinsepiol 18

(-)-catechine 19

Néoisorutine 20

Acide p-hydroxybenzoique 21
B-coumaryole-trans tiliroside 22

Kaempferol3-0O-(3,6-di-O-trans-f-
coumaryole)glucopyranoside 23

Cis-tiliroside 24

Myricitrine 25
(-)-épigallocatéchine gallate 26

1-O-aceétyl prinsepiol 27

Isorhamnétine 28

(-)-gallocatéchine 29
(-)-épicatechine 30

B-D-fructofuranosyl-(2-1)-a-D-
glucopyranoside 31

Quercitrine 32

Daucostérol 33
Lutéoline 34
B-D-fructofuranose 35
Vicénine-2 36
Kaempférol 37

H. marifolium

IrI r T T I I

I

I T r* rrTTT I ITT I T I

ITTrTTrTrrITr r I I I I T

. glomeratum

. sissiliflorum
. sissiliflorum
. sissiliflorum
. sissiliflorum

. kahiricum

: kahiricum

. glomeratum
. ruficomum
. sissiliflorum

. glomeratum
. sissiliflorum

. sissiliflorum

. oelandicum
. squamatum
. syriacum

. lavandulaefolium

. sissiliflorum

. glomeratum
. sissiliflorum

. sissiliflorum

. sissiliflorum
. glomeratum

. sissiliflorum
. oelandicum

. sissiliflorum
. sissiliflorum

. violaceum

. syriacum

. squamatum

. polygonoides
. oelandicum

. alypoides

. glomeratum

(82, 108)

(103)
(103)
(104)
(103)
(110)

(110)

(82)
(109)
(103)

(103, 108)

(103)

(102, 111)

(103)

(76)
(103)

(104)

(103)
(107)

(103)
(102)
(104)
(104)

(102)

(76, 106, 108)
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Figure 1.1. Structures des composés isolés du Genre Helianthemum
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H. asperum
H. cinereum
H. hirtum
H. apenninum
1-O-éthyl-p-D-glucopyranoside 38 H. sissiliflorum (104)
Hovétrichoside 39 H. sissiliflorum (104)
Isoquercitrine 40 H. sissiliflorum (103)
H. glomeratum (107)
Astragaline 41 H. sissiliflorum (103)
H. glomeratum
H. ruficomum (109)
Picéine 42 H. ruficomum (109)
Acide parahydroxybenzoique 43 b CEIETIE (112)
Methyle galate 44 71, GOl (112)
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Figure 1.1. Structures des composés isolés du Genre Helianthemum
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Figure 1.1. Structures des composés isolés du Genre Helianthemum (suite)
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Figure 1.1. Structures des composés isolés du Genre Helianthemum (suite)

3. Etude bibliographique de la deuxieme espece

3.1. Description de la famille des Poaceae
3.1.1. Répartition geographique

Les Poaceae sont la principale source de nourriture au monde. 1ls se classent parmi les cing
premiéres familles de plantes a fleurs en termes de nombre d'especes, mais elles sont clairement
la famille la plus abondante et la plus importante de la flore de la Terre. Les especes poussent
sur tous les continents, dans le desert, dans les habitats d'eau douce et marins et a toutes
les altitudes sauf les plus élevées. Les communautés végétales dominées par les graminées

représentent environ 24% de la végétation de la Terre.

I1'y a environ 10 000 espéces de graminées, la plupart d'entre elles étant confinées a un seul
continent. Une exception, I'espéce cosmopolite Phragmites australis, herbe de roseau géante, a
la plus large gamme géographique de toute les plantes a fleurs. Cette espéce remarquablement
polyvalente s'étend du nord au sud dans une large bande autour de la Terre entre les latitudes

70° N et 40° S et est la plus abondante dans les régions tempérées du Vieux Monde; cependant,
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https://www.aquaportail.com/definition-13992-plantes-a-fleurs.html

elle n'est pas originaire de I'extréme sud de I'Amérique du Sud, du bassin amazonien, de la

Nouvelle-Zélande, de la Polynésie et de certaines parties de I’ Australie.(113)

Les humains ont joué un rdle important dans I'expansion de nombreuses herbes, y compris
les mauvaises herbes telles que Digitaria sanguinalis (digitaire sanguine), Echinochloa crus-
galli (Panic des marais, Pied-de-coq), et Poa annua (paturin annuel). L'endémisme, ou
répartition géographique restreinte, est assez commun parmi les graminées, en particulier a
I'extrémité sud des continents et sur les chaines de montagnes.
Prés de 800 genres d'herbacées tombent dans trois modeles de répartition. Pres des trois quarts
sont confinés a I'un des sept centres de distribution de base: Afrique, Australie, Eurasie au nord
de I'Himalaya, Asie du Sud et du Sud-Est, Amérique du Nord, Amérique du Sud tempérée et
Amérique tropicale. Environ un cinquiéme des genres englobent des schémas de distribution
encore plus larges dans les régions tempérees ou tropicales du monde. Brachyeletrum erectum
illustre ce dernier schéma de répartition. Cette plante attrayante habite les régions boisées de
I'est de 'Amérique du Nord et de I'Asie de I'Est, une tendance commune a de nombreux groupes
vegétaux qui représenteraient les vestiges d'une répartition encore plus continue autour de la

zone tempérée nord.

De lavis général, les poacées se regroupent en sept groupes principaux. Ces sous-
familles sont plus ou moins distinctes dans les caractéristiques structurelles (en particulier dans
I'anatomie des feuilles) et la répartition géographique. La sous-famille Bambusoideae se
différencie des autres graminées par son anatomie et sa structure spécialisée, des rhizomes bien
développes (tiges souterraines), des tiges souvent ligneuses et des fleurs inhabituelles. Bien que
I'aire de répartition géographique de la sous-famille se situe entre les latitudes 48° N et 47° S,
jusqu'a 4 000 metres d'altitude, y compris les régions a hiver neigeux, elle est la plus répandue
dans les foréts tropicales. Le noyau des herbes de cette sous-famille comprend deux groupes
principaux plus ou moins distincts: les bambous, ou graminées, qui sont membres de
la canopée des foréts tropicales et d'autres types de végétation, et les herbes herbacées des
Bambusoideae, qui sont limités au sous- bois de la forét tropicale. Sur les 1 000 especes de
bambous, un peu moins de la moitié sont originaires du Nouveau Monde. Toutefois, prés de
80% de ladiversité totale de la sous-famille herbacée Bambusoideae se retrouve dans
les néotropiques. Les foréts cotiéres et humides de Bahia, un état du Brésil, abritent la plus

grande diversité de bambous et 1’endémisme du nouveau monde (113).
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3.1.2. Description botanique :

Quatrieme pour le nombre d’especes, cette famille est la plus importante a travers le monde

d’un point de vue écologique et économique. Avec 7 sous-familles, 715 genres et 1200 espéces.

Plantes herbacées ou rarement ligneuses, a port caractéristique (graminiforme). Fleurs treés
réduites, hypogynes, insérées de fagon distique sur ’axe de I’inflorescence partielle (épillet),
généralement entourées chacune de deux bractées souvent tres développées ; périgone nul ou 2
a 3 ecailles tres réduites (glumellules ou lodicules) interprétées comme un périgone
rudimentaire ; étamines : rarement moins ou plus gynécées, théoriquement a 3 carpelles, mais

en fait 1 -carpellé, & ovaire uniloculaire ; un seul ovule, basal.

Tige (chaume) simple ou rameuse, cylindrique, creuse ou plus rarement pleine, a nceuds
pleins. Une seule feuille a chaque nceud, constituée par un limbe et une gaine, cette derniére
entourant la tige, a bords libres (gaine fendue) ou plus ou moins soudés entre eux. A nervures
paralleles, plus prononcées que les autres. Souvent, présence d’une ligule, membrane soudée a
la face du sommet de la gaine, qu’elle dépasse plus ou moins longuement ; plus rarement, ligule
nulle ou représentée par des poils. Fleurs hermaphrodites, ou parfois unisexuées, ou encore a
organes sexuels plus ou moins avortés (fleurs rudimentaires ou neutres), groupées en epillets.
Ceux-ci réunis en épis, en grappes ou en panicules. Chacun des épillets munis a la base de deux
bractees, les glumes, une inferieure et une supérieure, parfois réduites a une seule ou rarement
presque nulles. Epillet composé d’une ou de plusieurs fleurs fertiles, alternes et insérées sur un
rachis en deux rangées, souvent accompagnées de fleurs stériles ou de fleurs rudimentaires.
Chague fleur est munie de deux bractées, les glumelles, rarement réduites a une seule. Glumelle
inférieure (lemme) ayant un nombre impair de nervures, mutique ou munie d’une aréte, celle-
ci implantée sur le dos ou au sommet du lemme. Glumelle supérieure. (paléa ou paléole) plus
étroite, souvent membraneuse. A la base des organes sexuels, 2 (parfois 3 ou 0) petites écailles,
libres ou soudées entre elles (glumellules ou lodicules), assimilables a un périgone trées réduit.
Etamines : parfois 2 ou 1, rarement 6 ; anthéres fixées au filet par leur dos, bilobées, & lobes
libres a chaque extrémité et plus ou moins divergents. Carpelles 2 a 3 ; ovaire supére ; 1 loge et
1 ovule, Styles ; 1a 2, rarement 3, libres ou plus ou moins soudés entre eux a la base, rarement
soudés jusqu’au sommet. Fruit : un caryopse, c’est-a-dire un akéne a graine soudée a la paroi
interne, rarement un akéne ordinaire. Famille cosmopolite, comprenant env. 10 000 espéces,

parmi lesquelles de nombreuses céréales et herbes fourragéres (114).
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3.1.3. Classification botanique :

Tableau.l.5 : Classification botanique de la famille des Poaceae

Clssification
Embranchement Spermaphytes
Classe Liliopsida
Ordre Cyperales
Famille Poaceae

3.2. Description du genre Cymbopogon
3.2.1. Répartition géographique

C. schoenanthus est originaire d'Asie tropicale en particulier I'lnde. Cependant, elle a été
distribuée en Asie (Irak, Oman, Arabie Saoudite et Yémen) et en Afrique (Algérie, Egypte,
Libye, Maroc, Dijibouti, Ethiopie, Somalie, Soudan, Kenya, Bénin, Burkina Faso, Ghana,

Guinee, Mali, Mauritanie, Niger, Nigéria, Senegal et Togo) (115).
3.2.2. Description botanique

Position systématique (Quezel et Santa 1962)(16)

Tableau.l.6 : Description botanique du genre Cymbopogon

Clssification
Embranchement Spermaphytes
Classe Liliopsida
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Espéce Cymbopogon schoenanthus (L)
Noms vernaculaires (Lemmad)
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Synonymes

Andropogon eriophorus Willd. Andropogon circinnatus Hochst. ex Steud., Andropogon
iwarancusa subsp. laniger , Andropogon lanigerum Desf., Andropogon mascatensis G et.,
Andropogon nardoides Nees, Andropogon schoenanthus var. versicolor, Andropogon
versicolor, Cymbopogon circinnatus, Cymbopogon schoenanthus subsp. velutinus Cope,
Cymbopogon versicolor, Sorghum schoenanthus (L.) Kuntze, Trachypogon schoenanthus (L.)
Nees (116).

Origine du nom

Le mot Cymbopogon est derive du Grec kumbe (bateau) est pogon (pain), se référant aux

inflorescences a plusieurs arétes et aux spathes en forme de bateau (96)
Noms communs: (115)

Tableau.l.7 : Classification des noms communs selon la langue

langue Noms communs

Arabe Ethkher, Tibn Makkah, Hashishat EI Gamal, Halfa Bar, Sinbel Al-Arab,
Askhabar, Abo Rekba.

Anglais Camel grass, Camel hay, Geranium grass, Camel hay grass, Lemon-

scented grass, Sweet cane, Sweet rush, Spikenard oil.
Francais Herbe des chameaux, Herbe a Chameau Citronnelle de Madagascar.
Hindi Aghin ghas, Agiya ghas, Atigandha, Bujina, Buraro, Gandhel, Gandh-

bel Mirchiagand, Palakhari, Rohisha, Rousaghas, Rusaghas, Saundhiya,
Sugani.

Portuguais Capim-cheiroso (Brésil), Capim-cidreira (Brésil), Capim-cidrilho,
Capim-ciri, Capim-de-cheiro, Capim-liméo.

Espagnol Pasto de camellos.

Suédois Kamelgrés

Description botanique

Les especes du genre Cymbopogon sont trouvées dans la région de Ghardaia. Cette
graminée pousse en touffes denses de 30 a 40 cm de haut, comprenant plusieurs rejets, a souche

aromatique. Tiges nombreuses et courtes. Feuilles étroites, longues, souples d'abord, puis
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coriaces et s'enroulent sur elles-mémes. Tiges florales nombreuses, dressées et trés longues.
Epis plus ou moins teinté de violet. Toute la plante, mais surtout sa partie inferieure dégage une
odeur puissante et trés agréable en se desséchant. Période de végétation épiaison en avril-mai
(16).

Habitat: en pieds isolés sur sols caillouteux, et dans les ravins (117).

3.3. Propriétés biologiques et pharmacologiques

3.3.1 Utilisation en médecine traditionnelle

Les feuilles fraiches sont utilisées dans la salade et les recettes traditionnelles. Le thé est
considéré comme une boisson saine et rafraichissante qui est consommée dans le monde entier
comme substitut a d'autres varietés de thé en raison de son ardme agréable et son go(t (118).
Le thé & base de feuilles de citronnelle est utilisé comme antispasmodique, analgésique, anti-
inflammatoire, antipyrétique, diurétique et sedatif. La citronnelle est cultivee pour le bon
parfum de ses feuilles, et est utilisée pour aromatiser la creme pour gateaux (119) ; Les effets
de l'inclusion alimentaire de la citronnelle sur les performances de croissance des poulets a
griller et en tant qu'alternative viable pour les promoteurs de croissance d'antibiotiques ont été
évalués (120).

De plus, la citronnelle (C. pendulus) est genéralement reconnue comme un additif
alimentaire sQr et a été approuvé par la Food and Drug Administration pour étre utilisée dans
les aliments (FDA, GRAS, 21 CFR 182.60). le citral a été enregistré par la Commission
européenne comme aromatisant dans les denrées alimentaires car son utilisation ne représente

aucun risque pour la santé du consommateur (121).

Le tableau 1.8 résume I’utilisation de quelques espéces de Cymbopogon en medecine

traditionnelle classées selon le pays, le nom commun ainsi que les parties utilisées.
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Tableau 1.8 : classement des différentes espéces Cymbopogon, leurs nom commun, régions,

partie utilisée et effets

Especes Région Nom Parties Utilisation References
commun
C. nardus (L.) Inde Huile de Feuilles Insectifuge et (122)
Rendle citronelle comme parfums
<, parkeri Pakistan Citronelle Aériennes  Antiseptique et (123)
Stapf traitement
d’estomac
C. excavatus Afriquedu Pain-levé Gaines Insecticide (124)
Hoscht sud Herbe de
térébenthine
C. olivieri Pakistan Pupitar Aériennes  Pyrénétique, (125, 126)
(Boss) vomi, diurétique,
rhumatismal et
comme
condiment
antipaludéen.
C. validus Afrique de Bluegrass Huiles Toner pour la (127)
(Stapf) I’est et du africain essentielles peau,  anti-age
sud chez les hommes,
fumigeant et pour
le contréle des
rongeurs
C. winterianus Brésil Herbe de Feuilles Traitement (128)
(Jowitt) Java charnues d’épilepsie et
d’anxiété
C. marginatus Afrique du Herbe Racines IIs sont utilisés (129)
(Steud.) sud parfumée au comme anti-
citron mites
Inde Citronelle Aériennes  Fievre, troubles (130)
digestifs
C. citratus Nigeria Citronelle Feuilles Diabéte, (131)
Stapf inflammation et
troubles nerveux
Argentine  Limonaria Feuilles Contre le rhume (132)
Cuba Cana santa Feuilles et la grippe, les (133)
troubles digestifs,
les troubles
gastriques et la
décoction  avec
d'autres plantes
contre le
paludisme
CostaRica Thé a I’herbe Feuilles Pour soulager la (134)

toux,

carminative,
expectorante et
dépurative

28



C. giganteus
(Hochst)
Chiov.

C. ambiguous
(Hack.) A
Camus.

C.  procerus
(R.Br.) Domin

C. flexuosus
(Nees ex
Steud.) Wats.

C. pendulus
(Nees ex
Steud.) Wats.
C.
schoenanthus
(L.) Sreng

C. obtectus
(S.T. Blake)

Colombia

Brésil

Trinidad
et Tobago

Cameroon

Australie

Australie

Inde

Inde

Arabie
Saoudite

Australie
Centrale

Limonaria

Capimsanto

Herbe de la

fievre

Tsauri

Citronelle
native

Herbe
odorante

Citronnelle

Citronnelle

Ethkher

Tetes
soyeuses

Rhizome

Feuilles

Herbe et
rhizomes

Decoctions
de feuilles
et fleurs
Feuilles et
tiges

Feuilles et
tiges

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Mixture

Il est maché et (135) (136)

utilisé comme
brosse a dents et
pour la lutte

antiparasitaire.

Anxiolytique et
anti-hypertensive
Les thés sont
utilisés pour
traiter le rhume,
la grippe, Ila
fievre et e
diabete

Toux et
hypertension
artérielle
Remeéde contre
les maux de téte,
infections
pulmonaires,
crampes
musculaires et la
gale

Les feuilles et la
tige sont pilées et
utilisées comme
lavage corporel
médicinal ;
utilisé pour le mal
de téte

Produit de
beauté,
antiseptique et
taitement de
fievre
Antiseptique et
pour la
parfumerie
Antidiarrhéique,
pour traiter la
fievre, le
traitement de la
jaunisse et
tonique

Rhume et grippe,
maux de téte,

fievre et mal de
gorge

(137)

(137)

(138)

(139, 140)

(141)

(142)

(143)

(144)

(140)
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C. proximus Egypte Halfabar Feuilles Expulsion de (145)

(Stapf.) calculs rénaux et

urétéraux
C. refractus Australie  Herbe de fil Feuilles Alimentation (146)
(R.Brown) A. de fer barbelé pour animaux
Camus.
C. densiflorus Congo Citronnelle Feuilles et Employe contre (147, 148)
(Steud.) Stapf rhizome I'asthme,

I'épilepsie, les

crampes

abdominales et
les douleurs et

aussi pour
interpréter  les
réves des
sorciers.
C. jwarancusa Egypte Le limon La plante Condiment et a (149)
(Jones) entiere usage medicinal

Schult.

3.3.2. Activites biologiques

a) Activité antioxydante

L'activité antioxydante des huiles essentielles a partir des feuilles fraiches, des feuilles
fraiches et séchées et des racines de C. schoenanthus a été testée en utilisant la méthode de
blanchiment au mélange : B-caroténe-acide linoléique. Les meilleurs résultats (IC50 = 0,47 +
0,04 mg/ml) ont été obtenus avec les feuilles fraiches de plantes collectées dans la région

désertique du sud de la Tunisie (150).

L'extrait aqueux, riche en proanthocyanidines et les extraits organiques de C. schoenanthus
provenant de trois sites différents dans le sud de la Tunisie ont été testés pour leur activité
antioxydante. L'activité antioxydante mesurée par dosage DPPH a montré que l'extrait de
proanthocyanidine présentait une activité antioxydante supeérieure a celle de l'extrait aqueux.
La concentration de l'extrait fournissant une inhibition de 50% (IC50) variait de 16,4 + 6,8 pg
/ mla 26,4 £6,8 pg/ ml. L'activité antioxydante a également été déterminée en utilisant le test
de blanchiment au mélange (3-caroténe / acide linoléique. Les meilleurs résultats (IC50 = 0,11
+ 0,10 mg / ml) ont été obtenus avec I'extrait de proanthocyanidine des plantes collectées dans

la région désertique (Dhibat) en Tunisie (119).
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L'activité antioxydante des huiles essentielles de C. schoenanthus a été mesurée par dosage
DPPH. Les résultats de l'effet antioxydant variaient de 36,0% a 73,8% (2 ul d'huile essentielle
par ml de solution test) (150).

b) Activité antimicrobienne

L'huile de C. schoenanthus testée a montré une forte activité antimicrobienne contre toutes
les espéces de micro-organismes, ce qui peut expliquer l'efficacité du traitement traditionnel
pour guérir les maladies des voies urinaires, les maladies digestives et les soins post-partum.
Les propriétés antimicrobiennes in vitro de I’huile essentielle de C. schoenanthus de la region
d’illizi (extréme sud-est de I'Algérie), ont été montrées contre divers microorganismes. Ceci
peut s’expliquer par la proportion élevée de pipéritone. Ce composant a été trouvé dans de
nombreuses plantes comme Cymbopogon schoenanthus et Eucalyptus spp. La pipéritone isolée
de C. schoenanthus au Togo était essentiellement un énantiomere (+) comme on l'observe

généralement chez Cymbopogon spp. (151, 152).

L’activité antimicrobienne a été principalement expliquée par la présence de sesquiterpenes
oxygeneés et de monoterpenes. L'effet synergique des composants des huiles essentiels est un

domaine prometteur qui pourrait conduire a l'optimisation d'une bioactivité donnée (153).

Un extrait aqueux, un extrait riche en proanthocyanidines et des extraits organiques de
pousses de C. schoenanthus provenant de trois sites différents dans le sud de la Tunisie ont été
testés pour leur activité antimicrobienne. Les extraits de proanthocyanidines ont montré une
bonne activité antimicrobienne contre Streptococcus sobrinus a faible concentration (MIC = 4
mg/ml) (119).

L'extrait éthanol et I'extrait chloroforme de la plante étaient actifs contre Escherichia coli
et Staphylococcus aureus. Cependant, I'extrait ethanol était plus actif contre Escherichia coli,

tandis que I'extrait chloroforme était plus actif contre Staphylococcus aureus (154).

Cependant, I'extrait de parties aériennes de C. schoenanthus a montré une activité contre

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (155).

L'activité antimicrobienne de C. schoenanthus a été évaluée contre trois bactéries
pathogenes (Staphylococcus aureus MARSA, Escherichia coli et Salmonella typhi) et cing
especes fongiques communes (Aspergillus. flavus, Aspergillus. niger, Cochliobolus. spicifer,
Fusarium. dimerum, Mucor. circinelloides) (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

krusei, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
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Trichophyton verrucosum et Trichophyton spp.), ainsi que des champignons dermatophytiques
(Alternaria alternata, Cochliobolous spicifer, Stachybotrys atra var microspora et Ulocladium
botrytis) Microsporium canis). L'extrait aqueux de C. schoenanthus a montré une activité
antimicrobienne contre les champignons et bactéries testés, tandis que F. dimerum, Ulocladium.
botrytis, C. albicans, C. tropicalis, Epidermophyton. floccosum et Microsporum. canis ont
tolére les extraits aqueux. Les extraits organiques (méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol) sont
plus efficaces que l'extrait aqueux, ils présentent une activité antifongique plus élevée contre
les champignons testés, mais A. flavus, F. dimerum, S. atra var. microspora, C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, E. floccosum, M. canis, T. rubrum et T. verrucosum ont toléré ces extraits.
L'extraction organique de C. schoenanthus a montré une activité antibactérienne élevée contre
toutes les bactéries pathogénes testées (Staphylococcus aureus MARSA, Salmonella typhi et
Escherichia coli) (156).

c) Activité anti-acetylcholinesterase
L'activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase des huiles essentielles a partir de feuilles
fraiches, de feuilles séchées et de racines de C. schoenanthus a été étudiée. L’activité inhibitrice
de l'acétylcholinestérase (Clso = 0,26 + 0,03 mg / ml) la plus importante a été testé sur I'huile

essentielle des feuilles fraiches de la région montagneuse du sud de la Tunisie (150).

d) Effet protecteur

Le potentiel préventif de I'extrait éthanol de C. schoenanthus (CSEE) a été étudié in vitro
et in vivo contre les troubles du stress. Il a été évalué dans la cytotoxicité induite par H.O> chez
la souris et le stress dans les cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y. L'effet de la CSEE
sur le comportement des animaux était concordant avec une régulation significative des niveaux
de corticostérone et de cortex cerébral de la catécholamine (dopamine, adrénaline et
noradrénaline) dans le sang. Les résultats ont également démontré que le prétraitement des
cellules de neuroblastome SH-SY5Y avec CSEE a 1/2000, 1/1000 et 1/500 v / v dilutions, ont
significativement inversé la neurotoxicité induite par H20.. De plus, les traitements CSEE ont
significativement inversé l'expression de la protéine de choc thermique dans les cellules
transformées par HSP47 soumises a une contrainte thermique (42 ° C pendant 90 min) et
I'expression d'ARNm de HSP27 et HSP90 dans du SH-SY5Y traité avec H20, (157).

Un traitement oral quotidien avec C. schoenanthus (1 ml d'extrait) a significativement
corrigé l'incidence de la néphrotoxicité (BUN, créatinine et différences de niveau de calcium

De plus, une étude a montré une activité diurétique tres puissante pour C. schoenanthus. Elle a
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montré qu’aprés trois jours d'experiences, cing rats traités avec l'acide glycolique seulement
étaient morts. Le reste des animaux ont survécu et semblaient en bonne santé. Les auteurs ont
conclu que I'extrait de C. schoenanthus a un effet prophylactique dans la formation de calculs
d’oxalate (158).

e) Effets anthelminthiques et insecticides

Le potentiel anthelmintique de I'huile essentielle de C. schoenanthus a été évalué chez des
agneaux infectés expérimentalement par Haemonchus contortus. Aucune réduction
statistiquement significative de la numération des oeufs fécaux, du volume des cellules tassées
ou du nombre total de vers n'a été observée apres les traitements. De plus, aucune différence
statistique entre les moyennes de groupe pour les taux sanguins d'urée, de créatinine,
d'albumine, de phosphatase alcaline, d'aspartate aminotransférase et de gamma glutamyl
transférase n'a éte trouvee (159).

L'activité insecticide de l'huile essentielle brute extraite de C. schoenanthus et de son
constituant principal (pipéritone) a été évaluee a différents stades de développement de
Callosobruchus maculatus. La pipéritone était plus toxique pour les adultes avec une valeur
CL50 de 1,6 pmol / L contre 2,7 umol / L obtenue avec I'extrait brut. La pipéritone a inhibé le
développement des ceufs nouvellement pondus et des larves de nouveau-nés, mais elle était

moins toxique que I'extrait brut chez les individus se développant a I'intérieur des graines (160).

Les résultats ont montré que C. schoenanthus était une source prometteuse, pour le controle
vecteur du paludisme anophele au Bénin. L'efficacité de I'huile essentielle a probablement été
attribuée a sa composition chimique dans laquelle des composés majeurs et / ou mineurs ont
montré des activités insecticides sur divers parasites et vecteurs de maladies tels que les
anopheles (161).

f) Dose

Il n'y avait pas de dose prouvée slre ou efficace de citronnelle pour les adultes.
Traditionnellement, 1-2 cuilleres a café de citronnelle dans environ 180 ml d'eau bouillante sont
utilisés sous forme de tisane. Deux grammes d'herbe de citronnelle, coupée et en poudre dans
une tasse d'eau bouillante, a également été prise oralement. 140 milligrammes d'huile de
citronnelle dans une capsule une fois par jour pendant 90 jours ont été utilisés par voie orale
chez des patients hyperlipidémiques. Pour le muguet, un demi-paquet (12,5 millilitres) de
citronnelle séchée a été utilisé pour faire une infusion avec 500 millilitres d'eau bouillante. La

perfusion a été bouillie pendant 10 minutes et refroidie. Pour le premier traitement, les patients
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ont bu 125 millilitres d'infusion de citronnelle et ensuite 250 millilitres deux fois par jour
pendant un total de 10 jours (une infusion fraiche a été effectuée toutes les 24 heures) (162).

3.4. Propriétés pharmacologiques

Tableau 1.9 : Effet pharmacologique des especes Cymbopogon

Espéces Pharmacologie Activiteé Références
Cymbopogon
C. citratus Cytotoxique Présente une toxicité élevée vis- (163)

a-vis des cellules CHO (ovaire
d’hamster chinois) (ICso = 10,63
pg / ml) et modérément toxique
contre les cellules 138 (W138)
de la lignée cellulaire
fibroblastique humaine (ICsp =
39,77 pg / ml).

Insecticide Clso de 48,6 ul / L contre les (164)
larves de mouches domestiques

Effets Capacité d'étre actif comme (165)
neurocomportementaux  agent sédatif, anxiolytique et
anticonvulsivant

Antitrypanosomial Activité modeste contre (163)
Trypanosoma brucei ICso =
1,837 + 0,13 pg / ml

Présente une activité contre le (164)
Anti-diabétique diabete de type 2 induit par le

poloxamere 407 (DT2) chez des

rats Wistar

Comme un controle tres efficace (166)
HIV/AIDS pour le muguet buccal chez les

victimes du VIH / SIDA en

Afrique du Sud

Il montre une inhibition et un
Activité larvicide taux de mortalité élevés contre la (167)
larve de A. aegypti
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C.

schoenanthus

C. winterianus

C. giganteus

Activité
chimiopréventive

Anti-inflammatoires

Antioxydant (DPPH)

Inhibiteur de
I’acétylcholineestérase

Antifongique

Molluscicide

Larvicidal

Anti-fongique

Antimicrobien

Citotoxique

Antitrypanosomique

Antiplasmodial

Inhibe la phase précoce de
I'hépatocancérogenese chez le
rat

L'extrait  d'hexane inhibe
I'expression d'INOS (oxyde
nitrique synthase inductible), la
production de NO (oxyde
nitriqgue) et diverses voies
induites par le LPS
(lipopolysaccharide)

36% -73,8% d'activité par 2 ul
d'huile

ICso = 0.26 + 0.03 mg ml ™

2,7 ul / L obtenu pour CLso
contre Callosobruchus
maculatus

LC90 = 97,0 mg / L et CLso =
540mg /L

ClLso=181,0mg/L

Inhibition de la croissance de 15
souches de Candida albicans a
des concentrations de 625 pg /
ml et de 1250 pg / ml

Forte activit¢ contre les
bactéries gram * et gram ~

Faible cytotoxicité contre les
cellules CHO et la lignée
cellulaire  de  fibroblastes
humains non cancéreux (W138)

1C50=0,25+0,11 pug/ ml contre
Trypanosoma brucei

Haute activité avec 1Cso <20 ug
/L

(168)

(167)

(150)

(150)

(160)

(169)

(169)

(170)

(138)

(163)

(163)

(163)
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C. pendulus Antifongique Forte activité contre (171)
Microsporum audouinii,
Trichophyton rubrum et
Epidermophyton floccosum a
100% pour toutes les especes

C. flexuosus Chimiopréventive Activité in vivo puissante contre (172)
les tumeurs d'Ehrlich et de
Sarcoma-180.

C. densiflorus Antibactérien Bactéries a Gram négatif. Les (173)
Stapf MIC se situaient entre 250 et
500 ppm pour la Gram-positif et
entre 500 et 1000 ppm pour les
bactéries Gram-négatif.

C. ambiguus Inflammatoire Inhibition de la libération de (139)
sérotonine plaquettaire humaine
induite par I'ADP dans la cellule.

C. nardus Antibacterien Les valeurs de CMI variaient de (174)
0,244 ng/mla 0,977 ng / ml lors
d'essais contre les isolats
bactériens

C. nervatus Activitée molluscicide Inhibition de Biomphalaria (175)
pfeifferi @ une DLso de 213.099
ppm dependente de la dose

C. oliveri Antimicrobien Présente une excellente activité (125)
antimicrobienne  contre  les
organismes gram + ve

3.5. Investigations phytochimiques

Cymbopogon schoenanthus contient des flavonoides comme la tricine, des flavones C-

glycosylées, luteferol et apigiferol (176).

La littérature met en évidence la présence de terpénes (177), de tanins, de saponines, de
saponines glycosides, de flavonoides, d'alcaloides, de triterpénes, de baumes, de glycosides

cardiotoniques, de glycosides, de stéroides et d'huiles volatiles (154, 178).

Les tanins aident a la guérison de blessures d’apres Triaz et al.,(179) et possédent
également des propriétés astringentes et antimicrobiennes. Selon Okwu et al.,(180) les
flavonoides sont connus pour protéger contre les allergies, le diabéte, les inflammations, le

paludisme, les agrégations plaquettaires et les infections microbiennes.
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En conséquence, il peut y avoir une base scientifique pour l'utilisation de C. schoenanthus

(I'nerbe a chameau ou Camel grass en anglais) comme aliment médicinal au Ghana, au Niger

et dans le Nord du Nigeria. Un glycoside a été retrouvé a I'état de trace, il serait utilisé pour le

traitement des maladies cardiaques (179).

Tableau.1.10: Métabolites secondaires isolés du genre Cymbopogon

Composés Especes

Références

Flavonoides
Isorientine 45 C. parkeri
Tricine 46
Lutéoline 47
Lutéoline 7-O-glucoside (cynaroside) 48
Isoscoparine 49
2°’-O-rhamnosyl isoorientine 50
Quercétine
Kaempférol
Apigénine 51 C. citratus
Elimicine 52
Catéchol 53
Acide chlorogenique 54
Acide caféique 55
Hydroquinone 56
Eugenol (4-allyl-2-methoxyphanol) 57
Eugenol methylether C. ambiguus
(4-allyl-1,2-dimethoxy benzene) 58
Trans-iso-elemicine (1,2,3-trimethoxy-5-(1-

propenyl) benzene) 59

Terpenoides non volatils
Cymbodiacétal 60 C. martini
Cymbopogone 61 C. citratus
Cymbopogonol 62

(181)

(182)

(182)

(183)
(184)
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Terpenoides volatils
Néral 63
Géranial 64
Pipéritone 65

Cis-p-mentha-1(7), 8-dien-2-ol 66
trans-p-mentha-1(7), 8-dien-2-ol 67
vy-2-carene 68

Linalol 69

Limonene 70

Géraniol 71
Citronellal 72

O o

O o0 o o0

. citratus

. parkeri
. olivieri

. giganteus

. proximus
. hardus
. schoenanthus

. giganteus

. winterianus

(185, 186)
(187)
(140)
(140)
(138)

(188)
(174)
(188)

(189, 190)

(128, 169)

Figure 1.2 : Structures des métabolites secondaires isolés du genre Cymbopogon
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Figure 1.2 : Structures des métabolites secondaires isolés du genre Cymbopogon (suite)
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Figure 1.2 : Structures des métabolites secondaires isolés du genre Cymbopogon (suite)
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Figure 1.2 : Structures des métabolites secondaires isolés du genre Cymbopogon (suite)
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3.6. Etudes de la composition des huiles essentielles

Différents chémotypes d'espéces de Cymbopogon contiennent divers composés majeurs
tels que le citral, le géraniol, le citronellol, la pipéritone et I'élémine. Dans la littérature, la
majorité des C. citratus analysés a montré un pourcentage remarquablement élevé de neral et
de géranial. L’analyse des espéces de C. citratus du Brésil (185), de I'Inde (186), d'Afrique de
I'Ouest et de I'Est (186, 189, 191-195) et d'Asie (187) a montré des valeur élevées de
chémotypes néral et géranial. Un trait distinctif spécial entre C. citratus originaires d’Afrique
(Burkina Faso, Nigéria et le Togo) est la quantité élevée de myrcene observée chez eux (189,
191-195).

Une forte occurrence de pipéritone a été trouvée dans les huiles de C. parkeri et C. olivieri
d'Iran. Jiroveltz et al. (138) ont rapporté une présence importante de cis-p-mentha-1, 8-dien-2-
ol et son isomére le trans-p-mentha-1, 8-dien-2-ol dans les huiles de C. giganteus du Cameroun.
Ces composants sont egalement prédominants dans d'autres especes de Cymbopogon. Les
composés prédominants d’autres especes sont le 6-2-caréne pour C. proximus du Cameroun
(196), le linalol du C. nardus de Malaisie (174), le limonene chez C. schoenanthus (Tunisie) et
C. giganteus (Burkina Faso) (189) et I'élémicine a partir des huiles de C. pendulus d'Inde (197).
L'observation de I'huile de C. winterianus de différentes parties du Brésil a montré deux

chémotypes majeurs basé sur la quantité de géraniol et de citronellal (128, 169, 190, 198).

Tableau.l.11 : Composition des huiles essentielles du genre Cymbopogon

Espéces Région/ Pays Majeur  Réference
Composés %
Neral C. flexuosus Inde 30.0 (199)
Burkina Faso 34.6 (189)
Inde (Bilhar) 29.8 (186)
Brésil (Nord) 30.1 (185)
Egypte 34.98 (200)
Zambie 29.4 (193)
Kenya 33.31 (194)
C. giganteus Bénin 19.93 (185)
Nigeria 26.5 (191)
C. citratus Angola 28.26 (201)
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Geranyl acétate

Linalol

Garaniol

Citronellal

Citronellol

Myrcene

Selina-6-en-4-ol

a-Cadinol

Piperitone

4-Carene

C. flexuosus
C. flexuosus
C. winterianus
. martini

. hardus

. winterianus
. martini

. winterianus
. winterianus
. hardus

. winterianus
. winterianus

. winterianus

O O 0O o0 0000000

. citratus

. Citratus
. Citratus
. olivieri
. parkeri

. proximus

O O o0 o000

. olivieri

Malaisie
Congo

Brésil

Cote d’ivoire
Mali

Iran

Inde

Inde

Inde

Inde
Malaisie
Inde

Inde

Brésil

Inde
Malaisie
Brésil

Inde

Brésil
Burkina Faso
Egypte
Zambie
Bénin
Nigeria
Angola

Cote d’ivoire
Mali

Brésil

Brésil

Iran

Iran

Burkina Faso

Iran

50.81
36.24
4.53
325
26.3
30.95
12.0
2.6
1.5
2.0
11.0
23.9
84.16
32.82
32.7
29.6
36.19
15.9
11.34
11.0
15.69
18.0
27.83
25.3
10.57
18.1
9.1
27.8
8.2
72.8
80.8
59.1
11.8

(202)
(195)
(128)
(192)
(192)
(187)
(199)
(199)
(164)
(203)
(174)
(164)
(203)
(128)
(164)
(174)
(128)
(164)
(128)
(189)
(200)
(193)
(204)
(191)
(201)
(192)
(192)
(185)
(185)
(125)
(123)
(196)
(123)
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Germacrene-D C. parkeri Iran 5.1 (122)
6-2-Carene C. proximus Burkina Faso 22.3 (196)
B-Phellandrene C. schoenanthus  Tunisia 13.4 (150)

Mc Laughlin et al., ont suggéré que toute étude sur les extraits de plantes et / ou les huiles
essentielles devrait inclure des tests de toxicité, car les composés bioactifs sont presque toujours
toxiques a fortes doses. Leurs résultats ont indiqué que huit composants identifiés de I'huile
représentaient 79,9% de la composition d'huile essentielle. Ces composés appartenaient a deux
classes principales : les monoterpenes et les sesquiterpenes. Cependant, la proportion de

sesquiterpenes (46,6%) était supérieure a celle des monoterpénes (14,6%) (205).

Tableau 1.12: Composition des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

(Travaux anterieurs)

Composés Références

2-Undécanone (206)
3,7-Diméthyl-2,6-octadiéne-1-al (citral)

cis-Paramenth-2-én-1-ol
trans-Para-menth-2-én- ol
Elemol

cis-Pipéritol

trans-Pipéritol

Caréne (160)
cis-Pinéne hydraté

trans-Pinene hydraté

Terpinéol

Eudesmol

B-Eudésmol

v-Elémol

Oxyde de caryophylléne

a-Eudesmol

caryophylléne
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pipéritone
J-2-Caréene

J-2-Caréne limonéne
B-Phellandéne
6-Terpinene
a-Terpinéol

Geraniol
Geranial

Neral
p-Caryophyllene

4-Hydroxy-4-méthyl-pentan-2-one
déhydro-1,8-cineole
6-2-Carene

p-Cymene

(Z) B-Ocimene

%, p-Mentha-1,5-dién-8-ol
a-Terpineol
trans-Pipéritol

Nérol

p-Caryophyllene,
Germacréne

Germenol,

Pipéritone

a-Eudésmol

6-Cadinéne

Oxyde de caryophylléne
y-Eudésmol

épi-a-Cadinol
Sélényléene-p

4 - isopropyl - 1 - methyl - 2 - cyclohexen
-1-ol (cis)

4 - isopropyl - 1 - methyl - 2 - cyclohexen
- 1- ol (trans)

Cyclohexane methanol, 4-ethylene-a,a,4-
trimethyl-3-(1-methylethenyl)-

[1R(1a, 3a,4P)]

(207)

(150)

(208)

(209)

(210)
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4. Conclusion

La synthése des données bibliographiques des deux genres Helianthemum et Cymbopogon
nous a confirmé leur richesse en métabolites secondaires, ainsi que leur role important en

médecine traditionnelle.

D’apres la recherche bibliographique aucune étude phytochimique ou biologique n’a été
effectuée sur les extraits de I’espéce Helianthemum lippii. Ceci nous a encouragés a

entreprendre cette étude.

Par contre, pour 1’espéce Cymbopogon schoenanthus, seule la composition chimique des
huiles essentielles a été reportée, et aucune étude phytochimique n’a été réalisée sur les extraits
hydroalcooliques. D’autre part, d’apres la littérature ; ’étude biologique a concerné des especes
de différents pays dans le monde mais aucune n’a été faite sur 1’espece poussant en Algérie.

Ceci nous a poussés a I’étudier dans le cadre de ce travail.
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CHAPITRE 11

ETUDE
PHYTOCHIMIQUE



1. Introduction

De nos jours le développement de la technologie concernant principalement les méthodes
d’analyse de substances naturelles isolées des plantes rend la tache plus aisée, mais ceci
n’assure en aucun cas la nouveauté de ces derniers. C’est ce qui nous a incités a bien choisir
I’espéce a étudier et suivre une méthode pour la présélection en se reposant sur les
connaissances ethnobotaniques locales, la connaissance de la thérapie traditionnelle nord-
africaine et le manque de données scientifiques publiées. Ceci nous donne une bonne chance

d'avoir l'opportunité d'élucider de nouvelles structures moléculaires.

2. Investigation phytochimique de I’espéce Helianthemum lippii

2.1. Criteres de choix de la matiere végétale

> Cette espéce appartient au genre Helianthemum (Cistaceae) traditionnellement utilisé
comme anti-inflammatoire, anti ulcérogéne, cicatrisant, antiparasitaire, antimicrobien,
analgésique, cytotoxique et vasodilatateur (79-81, 83, 88, 107)

» Les plantes sahariennes sont soumises a des conditions de stress hydrique et
photochimique (rayonnement UVA et UVB). Elles s'integrent dans I'environnement en
produisant des meétabolites secondaires spécifiques qui les protegent contre ce stress
oxydatif prolonge.

» L’absence d’études phytochimique et biologique sur cette espéce.

2.2. Place dans la systematique botanique

Selon (Quezel et Santa,(16) ; Dupont et Guignard, (211)) APG Il

Tableau I1.1 : Classification botanique de I’espéce Helianthemum lippii

Reigne Plantae

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Classe Endicots

Ordre Malvales

Famille Cistacées

Genre Helianthemum

Espéce Helianthemum lippii (L) Pers
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Noms vernaculaires Rguig, Hashma, Khudhr, Rugrug,
(212)

2.3. Description botanique de I’espece

C’est une plante polymorphe en buisson imbriqué ne dépassant guere 50 cm. Un
arbrisseau vivace tres rameux a feuilles sessiles couvertes de tres courts poils ce qui donne une
couleur blanchatre a la plante. L'écorce des rameaux est également blanchatre. Les feuilles
comportent deux stipules. Les fleurs sont petites, jaunes et sessiles. C’est une espéce qui se
répartit dans tout le Sahara, les paturages désertiques, les rocailles et les sables (16). C'est au
pied de cette plante que pousse le Terfas (Terfezai ovalispora), délicieuse truffe blanche.

Helianthemum lippii L, (H. lippii) est une petite brosse vivace, présente un intérét
écologique, économique et pastoral important et joue un réle essentiel dans la lutte contre la
désertification et la stabilisation des sites vulnérables (96). En outre, elle présente un intérét
médicinal car la poudre ou la compresse de la partie aérienne est utilisée pour traiter les lésions
cutanées. Cette plante est généralement associée a des truffes désertiques. Elle est la plante héte
de plusieurs espéces de truffes désertiques, qui ont un intérét a des fins alimentaires, médicales
et économiques, le développement des populations rurales et locales (212-214), et en particulier
Terfezia boudieri Chatin et Tirmania nivea (Desf) (214). La présence de H. lippii est en
régression continue. Cette plante est fortement altérée au fait du surpaturage et du défrichage
(215).

De plus, les truffes désertiques sont une source inexploitée de composés thérapeutiques qui
ont des effets anti-inflammatoires, immunosuppresseurs, anti-mutagenes et anti-cancérogenes
(216, 217). En outre, il a été montré que celles-ci contiennent des composés avec des activités

antioxydantes et antiradicalaires (218).
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Chapitre 11 Etude phytochimique

Figure 11.1: Helianthemum lippii

2.4. Distribution géographique

H. lippii est une espece en voie d'extinction, rare et endémique du bassin occidental de la

mer Méditerranée (219).

Les truffes désertiques poussent dans des terres arides et semi-arides, en particulier dans
les pays de la Méditerranée, en particulier les pays d'Europe du Sud, y compris I'Espagne, le
Portugal, I'ltalie, la France, la Hongrie et la Turquie (220-224), 1’Afrique du Nord qui s'étend
de la Mauritanie a I'Egypte (214, 225-228), et le Moyen-Orient (212, 229, 230). Cependant,
certaines especes de truffes désertiques ont également été trouvées au Botswana, en Afrique du
Sud (217, 231, 232) et en Amérique du Nord (217, 232).
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2.5. Usage en médecine traditionnelle

H. lippii, est une plante qui est utilisée traditionnellement en Libye comme traitement
antimicrobien. Elle appartient a la famille des plantes des Cistaceae qui sont utilisées pour

traiter les Iésions cutanées et est connue pour présenter des propriétés gastro-protectrices (233).

D’aprées notre enquéte ethnobotanique auprés de la population de la région d’étude, cette

plante est employée pour calmer les douleurs des régles menstruelles (76).

2.6. Protocole expérimental

2.6.1. Récolte du matériel végeétale

Le materiel végétal a été récolté dans le sud-ouest de I'Algérie dans la région de Bechar en
avril 2012 et authentifié par M. Mohamed Benabdelhakem, directeur de l'agence de
préservation des ressources naturelles de Bechar. Un specimen (HL / 13/04/12) a été déposé au
niveau de I'herbier de l'unité de recherche VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri
Constantine 1. Aprés sechage de la plante dans un endroit sec et a I'abri des rayons solaires, elle
a éte coupee en petits morceaux et pesees (1500 g). Les produits chimiques qui ont été utilisés

pour les essais, étaient de qualité analytique.
2.6.2. Extraction

La plante entiere était mise a macérer dans un mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau)
(80:20, v/v) pendant 48 heures. L'opération a été répétée trois fois avec renouvellement du

solvant, et a duré a chaque fois 48 heures.

Apreés filtration, les trois solutions hydroalcooliques ont été réunies puis concentrées sous
vide a une température n'excédant pas 38°C. L'extrait obtenu a été dilué avec l'eau distillée a
raison de 400 ml pour | kg de matiere séche sous agitation magnétique. La solution obtenue, a

été laissee au repos pendant une nuit au frais puis filtrée.

Le filtrat a subi une extraction de type liquide-liquide dans une ampoule a décanter, en
utilisant des solvants de polarité croissante, en commencant par le chloroforme, ensuite I'acétate
d'éthyle, et en dernier le n-butanol. Les phases organiques récupérées ont été séchées avec

Na>SO4 anhydre puis filtrées, concentrées sous pression réduite a sec et pesées. Le processus
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d'extraction est résumé par l'organigramme reporté dans la Figure 11.2. Les rendements des

phases organiques sont donnés dans le Tableau 11.2.
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Chapitre 11 Etude phytochimique

e Macération (MeOH / H20 80/20),
4 fois (72 heures).
e Filtration

Extrait méthanoliqueJ

e Concentration non a sec (t = 37 °C).
e Dilution avec 700 ml d’eau distillée.

e Repos
e Filtration.
v
Filtrat
e Extraction par I’éther de pétrole
(1fois) (2 heures).
e Décantation.
l l e Extraction par CHCI3

Phase aqueusej (3 fois) (2 heures).
e  Décantation

[ Phase éther =0 989 Y Phase aquéuseJ
I ' e Extraction par AcOEt

(3 fois) (2 heures).
e  Décantation

l

Phase aqueuse J

e  Extraction par n-BuOH
¢ (3 fois) (5 heures).
e  Décantation

Phase aqueusej

v
Remarque : i i
Les phases sont sechées par le Na;SOs,

puis filtrées et concentrées a sec a 37 °C

(extrait n-butanol & 60 °C). _

Figure 11.2. Récapitulatif de ’extraction hydro alcoolique de ’espéce H. lippii
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Tableau 11.2: Rendement des phases

Matiere végétale Phase Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole 0,98 0,06
15009 Chloroforme 6,3 0,42
Acétate d’éthyle 5,33 0,35
n-Butanol 17,92 1,19

2.6.3. Matériels et méthodes chromatographiques utilisés pour

I’étude phytochimique

» Solvants utilisés
L’éther de pétrole, le chloroforme, ’acétate d’éthyle, le n-butanol, le méthanol,
I’éthanol, I’acétone.

> Révélateur
La révélation a été réalisée a I’anisaldéhyde préparée comme suit : on mélange 0.5 ml
d’anisaldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde) avec 10 ml d’acide acétique glacial. On
ajoute 85 ml de méthanol et on termine par 5 ml d’acide sulfurique concentré. La
solution ainsi obtenue est homogeneisée et gardée a 04 °C pendant toute la durée
d’utilisation. On pulvérise la plaque puis on chauffe a 100 °C pendant 10 minutes. Ce
dernier peut étre examiné a la lumiere UV (365 nm).
Dans d’autres cas on utilise I’acide sulfurique pour la révélation.

» Chromatographie analytique sur couche mince (CCM)
Les analyses des extraits, des fractions et des produits séparés, ont été faites sur plaques
CCM avec la silice comme phase stationnaire, le type de plaques est 60 GF254 Merck,
0.1 mm sur support d’aluminium ou en verre (20 x 20 cm) et Merck RP-18 F254 (phase
inverse).

» Chromatographie d’adsorption sur colonne (CC)
Une colonne ouverte, le gel de silice est de granulométrie moyenne : 0.063— 0.200 mm

(70-230 mesh), Merck H60. Une colonne ouverte, avec le sephadex comme support.
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» HPLC

Quelques fractions des extraits de Cymbopogon schoenanthus ont été étudiées par
HPLC Waters avec une colonne knauer C-18 (Eurospher 80, Saulentechnik 300 mm x 8
mm de diamétre, 5 um), I’éluant est le mélange Méthanol-Eau (MeOH/H.0O), DAD 200-
350, avec un débit de 2 mi/min. L'identification initiale de la fraction de composés
phénoliques a éte réalisée sur la base des spectres UV enregistrés sur le détecteur DAD au

cours d'une analyse chromatographique.

> RMN
Les spectres RMN H et 13C ont été enregistrés dans CDsOD sur un spectrométre
Bruker DRX 400 travaillant & 400 MHz pour *H et 8 100 MHz pour la RMN 3C.

L’investigation phytochimique de Helianthemum lippii a été faite par le fractionnement
des extraits obtenus puis la purification en utilisant les différentes techniques de
chromatographie, puis procéder a I’élucidation structurale des métabolites isolés a I’aide
des techniques d’analyses variées soit la spectrophotométric (UV-visible), spectroscopie
(RMN 1D et 2D) et la spectrométrie de masse. Notre étude s’est portée sur 1’extrait

Chloroforme vu sa richesse en composés phénoliques
2.6.4. Etude phytochimique de I’extrait Chloroforme

L’extrait chloroforme a subi des séparations successives afin d’isoler des molécules pures.
En commencant par la recherche sur plaques CCM analytiques du systeme d’¢élution donnant

une meilleure séparation aboutissant au melange n-hexane/Acétone (4/2).
2.6.4.1. Fractionnement de la phase chloroforme

Environ 6 g de I’extrait chloroforme ont été dissous dans le méthanol est mélangé avec une
petite quantité¢ de gel de silice pour colonne, ’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé
jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniére est déposée sur la colonne de gel
de silice, préparée dans le n-hexane. La masse de gel de silice utilisée est de 210 g. L’élution a
éte effectuée par le n-hexane enrichi progressivement avec I’acétone. Les fractions obtenues
sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur des plaques CCM,
qui aprés développement dans des cuves en verre avec des Ssystémes appropriés, ont été

visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées et chauffées pendant 1 min a 100 °C.
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Les lots présentant la méme composition ont été réunis conduisant & 45 fractions. Les

résultats de I’opération sont regroupés dans le tableau Tableau 11.3.

Tableau 11.3 : Résultats de la séparation par CC de la phase CHCls de H. lippii

Lots Fractions  Systeme d’élution (%) Poids de Volume
fraction des lots
(mg) (ml)

n-hexane  Acétone

1-8 FO-1 100 0 10.60 800
9-16 F0-2 100 0 12.84 800
17-23 F1-1 99 1 22.45 700
24-29 F1-2 99 1 37.54 600
30-35 F1-3 99 1 39.65 600
36-41 F2-0 98 2 33.86 600
42-49 F2-1 98 2 42.32 800
50-56 F2-2 98 2 40.87 700
57-63 F4-1 96 4 34.87 600
64-69 F4-2 96 4 45.54 600
70-75 F4-3 96 4 67.79 600
76-81 F5-1 95 5 89.43 600
82-94 F5-2 95 5 108.54 1300
95-101 F6-1 94 6 132.54 700
102-107 F6-2 94 6 178.67 600
108-114 F6-3 94 6 156.98 700
115-121 F7-1 93 7 54.76 700
122-134 F7-2 93 7 123.98 1300
135-141 F8-1 92 8 54.34 700
142-147 F8-2 92 8 76.87 600
148-154 F8-3 92 8 65.43 700
155-180 F9 91 9 34.87 600
181-193 F10 90 10 179.65 1300
194-200 F11-1 89 11 74.98 700
201-207 F12-2 89 11 57.09 700
208-214 F12-3 89 11 46.98 700
215-234 F13-1 85 15 200.65 2100
235-253 F13-2 85 15 198.76 1900
254-273 F14 83 17 259.65 3100
274-290 F15 82 18 132.98 1700
291-309 F16 81 19 168.97 1900
310-349 F17 80 20 175.78 1900
350-368 F18 78 22 268.43 2200
369-387 F19 76 24 248.07 2800
388-407 F20 74 26 179.54 2000
408-427 F21 72 28 173.98 2000
428-447 F22 70 30 386.65 2100
448-467 F23 65 35 352.98 2100
468-486 F24 60 40 298.55 2100
487-505 F25 55 45 376.87 2000

56



506-524 F26 50 50 354.98 2000

525-543 F27 45 55 352.98 2000
544-561 F28 40 60 387.54 2000
562-578 F29 30 70 387.68 1900
579-596 F30 0 100 276.65 1700

11.6.4.2. Purification des fractions de la phase chloroforme

La richesse de I’extrait et la difficulté de séparation des bandes indétectables sous lampe
UV-visible et donc la nécessité de révélation des plaques pour la visibilité des composés. On a

eu recours a la chromatographie préparative sur plaques et a la recristallisation.

a) Etude de la fraction F5-2

Elle renferme des cristaux sous forme d’aiguilles, son test sur CCM avec le systéme
(Hexane/Acétone ; 7 :3) a révélé la présence de plusieurs produits, une tache violette apparait
apres révélation (invisible sous ’'UV 254 et 365 nm), apreés plusieurs lavages avec du méthanol,

puis I’acétone on a obtenu le composé F5-3 (3mg ; produits 1 et 2) (solubles dans le CHCIs).

3. Investigation phytochimique de IP’espéce Cymbopogon
schoenanthus

3.1. Critéres de choix de la matiére végeétale

» Cymbopogon schoenanthus est connue pour ses propriétés analgésiques et
antipyrétiques (234, 235), utilisée pour traiter la toux (236). En outre, elle a été utilisé
comme tonique (235), pour ses effets anti-inflammatoire, diaphorétique, emmeénagogue,
astringent, et sédatif (237, 238). De plus, elle a éte utilisée comme diurétique et chez les
personnes souffrant de plusieurs rhumatismes (181, 236) ou la jaunisse (236).
Concernant le tractus gastro-intestinal, elle a été utilisée comme antispasmodique (119,
145, 235, 239-241) et digestif (206, 242, 243).

> Les especes de ce genre sont connues pour leur accumulation des métabolites
secondaires de type polyphénols, saponines, glycosides de saponine, alcaloides,
triterpenes, des baumes, glycosides cardiaques, stéroides et des huiles volatiles (154,
178).

» L’adaptation de cette plante saharienne aux conditions de vie au désert.

» Aucune étude n’a été reportée auparavant sur Cymbopogon schoenanthus concernant sa

composition chimique. Seule la composition et les activités de ses huiles essentielles a
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fait 1’objet de plusieurs publications (150, 152, 153, 159, 160, 176, 177, 206-208, 210,
244).

» 3.2. Place dans la systématique botanique (Quezel et Santa
1962) (8)

Tableau 11.4 : Classification botanique de I’espéce Cymbopogon schoenanthus

Embranchement Spermaphytes

Classe Liliopsidées

Ordre Cyperales

Famille Poaceae

Espece Cymbopogon schoenanthus (L.)
Noms vernaculaires (Lemmad)

3.3. Description botanique de I’espéce

Les especes Cymbopogon sont trouvées dans la région de Ghardaia. Cette graminee pousse
en touffes denses de 30 a 40 cm de haut, comprenant plusieurs rejets, a souche aromatique.
Tiges nombreuses et courtes. Feuilles étroites, longues, souples d'abord, puis coriaces et
s'enroulant sur elles-mémes. Tiges florales nombreuses, dressées et trés longues. Epis plus ou
moins teinté de violet. Toute la plante, mais surtout sa partie inferieure dégage une odeur

puissante et tres agréable en se desséchant. Période de vegétation épiaison en avril-mai (8).

Habitat: en pieds isolés sur sols caillouteux, dans les lits d'oued et les ravins (117).
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Figure 11.3: Cymbopogon schoenanthus

3.4. Distribution géographique

C. schoenanthus est originaire d'Asie tropicale en particulier I'Inde. Cependant, elle est
distribuée en Asie (Irak, Oman, Arabie Saoudite et Yémen) et en Afrique (Algérie, Egypte,
Libye, Maroc, Djibouti, Ethiopie, Somalie, Soudan, Kenya, Bénin, Burkina Faso, Ghana,

Guinée, Mali, Mauritanie, Niger, Nigéria, Sénégal et Togo) (245).
3.5. Usage en médecine traditionnelle

C. schoenanthus est trés réputée pour ses vertus médicinales. En Pharmacopée : ses gaines
foliaires et ses souches sont utilisées séches ; en infusion comme diurétique et pour donner de
I'appétit et en décoction pour soigner les troubles intestinaux et les intoxications alimentaires.

Intérét pastoral: plante broutée par les chévres et les dromadaires (117).

Cette plante est une herbe aromatique consommée dans les salades et utilisée pour préparer

des recettes de viande traditionnelles (150).

La plante a été utilisée en médecine traditionnelle comme antihelminthique,
antidiarrhéique, antirhumatismale, carminative, diaphorétique, stomachique, diurétique,
eménagogue, antipyrétique, pour le traitement de la jaunisse et comme tonique. Elle a
également été utilisée pour I’anorexie ; comme astringent, sudorifique et pour soigner les
blessures des dromadaires. Au Maroc et en Egypte, une infusion des fleurs et de la plante entiére
a été utilisée comme fébrifuge, diurétique, antirhumatismale et antigastralgique (237, 246) ;

Elle est aussi administrée pour traiter des maladies digestives : aérophagie, flatulence et
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diminution urinaire, boisson analeptique pour les femmes enceintes aprés I'accouchement,

contre la mauvaise haleine et les furoncles (238).

C. schoenanthus a été utilisée au Soudan pour le traitement de la goutte, de lI'inflammation
de la prostate, des maladies rénales et des douleurs d'estomac (247). De plus, C. schoenanthus
est utilisée dans le traitement du rhume, de I'épilepsie, des crampes abdominales et des douleurs,
ainsi que dans les produits culinaires et les parfums (173).

3.6. Protocole expérimental

3.6.1. Récolte du matériel végetal

Le materiel végétal a été récolté dans le sud-ouest de I'Algérie dans la région de Bechar en
avril 2012 et authentifié par M. Mohamed Benabdelhakem, directeur de l'agence de
préservation des ressources naturelles de Bechar. Un specimen (CS/124/17/04/12) a été dépose
au niveau de I'nerbier de l'unité de recherche VARENBIOMOL, Université Freres Mentouri
Constantine 1. Aprés séchage de la plante dans un endroit sec et a l'abri des rayons solaires.
Elle a été coupée en petits morceaux, divisée en deux parties ; racines et tiges et pesées (1500
g) pour chaque partie. Les produits chimiques qui ont été utilisés pour les essais, étaient de

qualité analytique.
3.6.2. Extraction

La plante a été separée en deux parties ; racines et tiges. Chaque partie a été mise a macérer
dans un mélange hydroalcoolique Ethanol/Eau (70 :30, v/v) pendant 48 heures. L'opération a
été répétée trois fois avec renouvellement du solvant, et a duré 48, 72 et 96 heures

respectivement.

Apreés filtration, les trois solutions hydroalcooliques sont réunies puis concentrées sous vide
a une température n'excédant pas 38°C. L'extrait obtenu est dilué avec de I'eau distillée a raison
de 400 ml pour 1 kg de matiere séche sous agitation magnétique. La solution ainsi obtenue, est

laissée pendant une nuit au frais puis filtrée.

Le filtrat subit une extraction de type liquide-liquide dans une ampoule a décanter, en
utilisant des solvants de polarité croissante, en commencant par le chloroforme, ensuite I'acétate
d'éthyle, et en dernier le n-butanol. Les phases organiques récupérées ont été séchées avec

Na2S04 anhydre puis filtrées, concentrées sous pression réduite a sec et pesées. Le processus
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d'extraction est résumé par l'organigramme reporté dans la Figure 11.4 et Figure 11.5. Les
rendements des phases organiques des deux parties sont donnés dans le Tableau 11.5 et le tableau
I1.6.
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e Macération (EtOH / H20 70/30),
4 fois (72 heures).
o Filtration

Extrait méthanoliqueJ

e Concentration non a sec (t = 37 °C).
e Dilution avec 700 ml d’eau distillée
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e Filtration
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Figure 11.4. Extraction de I’espéce Cymbopogon schoenanthus (Racines)
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e Macération (EtOH / H20 70/30),
4 fois (72 heures).
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Extrait méthanoliqueJ

e Concentration non a sec (t = 37 °C).
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(extrait n-butanol & 60 °C).

Figure 11.5. Extraction de I’espéce Cymbopogon schoenanthus (Parties aériennes)
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Tableau I1.5: Rendement des phases des racines

Matiere végétale Phase Masse (g) Rendement (%)
1500g Ether de pétrole 0,20 0,01
Chloroforme 3,58 0,23
Acétate d’éthyle 2,32 0,15
n-Butanol 7,14 0,47
Précipité 21,25 1,41

Tableau 11.6: Rendement des phases des parties aériennes

Matiere végetale Phase Masse (g) Rendement (%)
15009 Ether de pétrole 0,18 0,01
Chloroforme 2,93 0,19
Acétate d’éthyle 2,25 0,15
n-Butanol 8,89 0,59
Précipité 20,87 1,39

Aprés analyse sur plague CCM, les extraits Ether, CHCI3, AcOEt et n-BuOH des racines

et des parties aériennes ont été regroupés ensemble ; vu la similitude de leur composition.
3.6.3. Etude phytochimique du Précipité des racines

Le précipité des racines a subi des séparations successives afin d’isoler les molécules pures.
En commencant par la recherche sur plaques CCM analytiques du systeme d’¢lution donnant

une meilleure séparation. Ce dernier est le n-hexane/Acétone (8/2).
3.6.3.1. Fractionnement du précipité

Environ 10 g du précipité des racines ont été dissous dans le méthanol est mélangés avec
une petite quantité de gel de silice pour colonne, I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé
jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniére est déposée sur la colonne de gel
de silice, préparée dans le n-hexane. La masse de gel de silice utilisée est de 300 g. L’élution a

été effectuée par le n-hexane enrichi progressivement avec I’acétone. Les fractions obtenues
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sont regroupées suivant la similitude de leurs profils chromatographique sur des plaques CCM,
qui aprés développement dans des cuves en verre avec des systéemes appropriés, ont été
visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées et chauffées pendant 1 min a 100 °C,
les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.7.

Tableau 11.7 : Résultats de la séparation par CC du précipité des racines de C.

schoenanthus
Lots Fractions Systéme d’élution Masse (mg) Volume (ml)
n-Hexane Acétone
1-6 FPO-1 100 0 11.40 700
7-12 FPO-2 98 2 28.90 600
13-16 FP1-1 98 2 30 400
17-30 FP1-2 97 3 42.34 1400
31-34 FP1-3 96 4 24.89 400
35-37 FP2-0 96 4 49.60 300
38-44 FP2-1 96 4 864 700
45-48 FP2-2 94 6 107.70 400
49-52 FP4-1 94 6 89.90 400
53-54 FP4-2 94 6 133.90 200
55-58 FP4-3 94 6 89.90 400
59-63 FP5-1 92 8 48.80 500
64-77 FP5-2 92 8 70.60 1400
78-89 FP6-1 90 10 334.9 1300
90-101 FP6-2 87 13 220.40 1100
102-115 FP6-3 85 15 272.40 1400
116-123 FP7-1 82 18 216 800
124-129 FP7-2 82 18 332.50 600
130-133 FP8-1 82 18 79.70 400
134-143 FP8-2 80 20 154.70 1000
144-155 FP8-3 75 28 170.40 1200
156-171 FP9 72 28 327.70 1600
172-175 FP10 68 37 64.65 400
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176-179 FP11-1 68 37 73.58 400

80-188 FP12-2 65 35 103.89 900
189-194 FP12-3 60 40 64.10 600
195-200 FP13-1 55 45 99.90 600
201-208 FP13-2 55 45 66.40 800
209-216 FP14 50 50 75.80 800
217-222 FP15 50 50 40 600
223-240 FP16 40 60 138.60 1800
241-248 FP17 35 65 89.69 900
249-262 FP18 30 70 44.24 1400
263-270 FP19 25 75 84.35 800
271-290 FP20 20 80 183.44 2000
291-301 FP21 10 90 137.20 1100
302-305 FP22 0 100 68.50 400

3.6.3.2. Séparation des composes du preécipite des racines

¢ Profil chromatographique des fractions du preécipité des racines
La plaque a été éluée dans le systeme CHCls/MeOH (9/1) et révélée avec I’anisaldéhyde et
chauffée pendant 3min a 100°C.

Figure 11.6: profil chromatographique des fractions issues du précipité des racines
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Chapitre 11 Etude phytochimique

Figure 11.6: profil chromatographique des fractions issues du précipité des racines (suite)

Les fractions issues de cette chromatographie sur colonne ont été analysé par HPLC semi-
préparative, en utilisant comme phase mobile le mélange Méthanol/Eau a diverses proportions.

a) Etude de la fraction FP-15
La meilleure détection a été obtenue a la proportion (70 :30). Cette opération mene a
I’obtention du chromatogramme présenté dans la figure 11.7. Nous avons injecté la fraction 2
fois avec un temps total d’une injection de 34 min. les résultats relatifs a cette séparation sont
rassemblés dans le tableau 11.8.

Figure 11.7 : chromatogramme de la fraction FP15
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Chapitre 11 Etude phytochimique

Tableau 11.8 : résultats de separation de la fraction FP15

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (Min)
FP15-1-4 4 Mélange
FP15-1-11 7,5 Mélange
FP15-1-20 12 Produit pur, le composé 3 (4mg)
FP15-1-23 14 Mélange

b) Etude de la fraction FP-17 (proportion 1)

La meilleure détection a été obtenue a la proportion (70 :30). Cette opération méne a
I’obtention du chromatogramme présenté dans la figure I1.8. Nous avons injecté la fraction 2
fois avec un temps totale d’une injection de 32 min. les résultats relatifs a cette séparation sont

rassemblés dans le tableau 11.9.

40

Figure 11.8: chromatogramme de la fraction FP17(1)

Tableau 11.9: résultats de séparation de la fraction FP17(1)

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (Min)
FP17-1-4 4 Mélange
FP17-1-17 20 Mélange
FP17-1-19 21 Produit pur, le composé 4 (6,7mg)
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Chapitre 11 Etude phytochimique

c) Etude de la fraction FP-17 (proportion 2)

La meilleure détection a été obtenue a la proportion (65 :35). Cette opération méne a
I’obtention du chromatogramme présenté dans la figure 11.9. Nous avons injecté la fraction 1
fois avec un temps totale d’une injection de 53 min. les résultats relatifs a cette séparation sont

rassemblés dans le tableau 11.10.

Figure I11.9 : chromatogramme de la fraction FP17(2)

Tableau 11.10: résultats de séparation de la fraction FP17(2)

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (mMin)
FP17-2-1 2 Produit pur, le composé 5 (1,4mg)
FP17-2-7 5 Mélange
FP17-2-9 6,5 Composé 5 (1,1mg)
FP17-2-11 7 Composé 5 (1,3mg)

d) Etude de la fraction FP-20
La meilleure détection a été obtenue a la proportion (65 :35). Cette opération méne a 1’obtention
du chromatogramme présenté dans la figure 11.10. Nous avons injecté la fraction 4 fois avec un

temps totale d’une injection de 24 min. les résultats relatifs a cette séparation sont rassemblés

dans le tableau 11.11.
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Chapitre 11 Etude phytochimique

Figure 11.10 : chromatogramme de la fraction FP20

Tableau 11.11: résultats de séparation de la fraction FP20

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (mMin)
FP20-1-9 2 Mélange
FP20-1-16 5 Mélange
FP20-1-19 6,5 Produit pur, le composé 6 (2,1mg)
4. Conclusion

L’investigation phytochimique de H. lippii et C. schoenanthus en utilisant les différentes
méthodes chromatographiques, nous a permis d’isoler 4 produits. Ces derniers ont été soumis
aux analyses physico-chimiques afin d’en établir les structures. Les résultats et discussion des

analyses de ces composés sont développés dans le chapitre 11I.
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CHAPITRE 111

INTERPRETATION DES
RESULTATS



1. Introduction

Les produits obtenus des espéces étudiées sont soumis a des analyses structurales pour

identifier et déterminer leurs structures chimiques.

2. Elucidation structurale des produits isolés de Dextrait
chloroforme de Helianthemum lippii

2.1. Elucidation structurale des composés 1 et 2

Ce produit a été isolé a partir de la phase chloroforme sous-forme de cristaux (aiguilles
blanches) de la fraction F5-1.

L’examen du spectre RMN 1H (figure III.1.1) enregistré dans le CDCls ainsi que son
spectre étale (figurelll.1.2) et (figurelll.1.3), montre la présence de signaux caractéristiques
d’un squelette de type stéroide que 1’on peut identifier par comparaison avec la littérature
(248) : Il s’agit d’un mélange de B-sitostérol et de stigmastérol.

v Deux singulets d’intégration 3H chacun a 3H=0,67 et 1,15 ppm, attribuables aux protons
des méthylesCH3-18 et CH3-19 respectivement.

v’ Trois doublets a $H=0,93 ppm (J = 6,5Hz), 8H=0,84 ppm (J = 6,4Hz) et SH=0,81 ppm
(J=6,4Hz), correspondent respectivement aux protons des méthyles CHz-21, CH3-27 et
CHs-26.

v" Un doublet large a 8H=5,35 ppm d’intégration 1H (J = 6,4Hz) correspond a un proton
oléfinique le H-6.

v" Un multiplet d’intégration 1H a 6H=3,45 ppm attribuable & un proton géminé d’un

groupement hydroxyle, il s’agit du proton H-3 d’un stérol.
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Chapitre Il Interpreétation des résultats

Figure 111.1.1 : Spectre RMN H?* du composél et 2 (400MHZ, CDCls, § ppm)

Figure 111.1.2 : Spectre RMN H! étalé des composés 1 et 2 (400 MHZ, CDCls, & ppm)
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Chapitre Il Interpreétation des résultats

Figure 111.1.3 : Spectre RMN H* étalé des composés 1 et 2 (400 MHZ, CDCls, §
ppm)

La présence de deux protons vinyliques sous-forme de doublet dédoublé a SH= 5,02 ppm
(J=15,1; 8.1 Hz) et 3H= 5,16 ppm (J=15,1 ; 8.4 Hz) attribuables aux protons oléfiniques de la
chaine latérale en C-17 du stigmastérol (protons éthyléniques des positions C-23 et C-22

respectivement).

La comparaison de I’ensemble de ces données spectrales avec ceux retrouves dans la
littérature, en tenant compte les intégrales des signaux relatifs a H-3, H-6, H-22 et H-23 dans le
spectre proton (Figure 111.1.1), montre que si H-3 et H-6 ont une intégrale d’environ 1 chacun,
H-22 et H-23 donnent une intégrale d’environ 0,50 chacun. Ceci oriente vers la présence d’un

mélange de 50% de B-sitostérol (composé 1) et de 50% le stigmastérol (compose 2) (249).

Le composé B-sitostérol a été trouvé précédemment dans I’espéce Helianthemum.

sissiliflorum (Cistaceae) (103).
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Figure 111.2 : La structure des composeés 1 et 2, le B-sitostérol et le stigmastérol

3. Elucidation structurale des produits isolés du précipité des
racines de Cymbopogon schoenanthus

3.1. Elucidation structurale du composé (3)

?H 14
2 10" g
3 3 7 12
H "OH
13
15

Le composé 3 a éte obtenu de la fraction FP15-1-20 sous forme de poudre blanche.
L’analyse des données de la RMN H, 13C et HSQC révéle la présence de :

v’ Trois singulets d’intégration 3H, (6u= 0,78, 1,22 et 1,21 ppm), attribuables a
trois méthyles tertiaires. Les deux derniers sont voisins d’un groupement
oxygéné ( oc= 26,3 ; 26,6 et 10,4 ppm)

v Six méthylénes a (6n= 1, 58 et 1,78) ; (1,72 et 1,23) ; (1,28 et 1,60) ; (1,16 et
2,00) ; (2,15 et 2,33) ppm ; (6c=22,9; 25,6 ; 32.6; 35,6 ;38,9 ppm) dont un
éthyléniques (6n= 4.78 et 4.55 ppm, 6c= 106.6 et 150.7 ppm).

v Trois methines (5c= 48.6 et 50.0 ppm) dont un hydroxylé (8n=3.33 ppm, 5¢c =
79 ppm).

74



Chapitre 111 Interprétation des résultats

v Trois carbones quaternaires (8c=35.4 ppm) dont un sp2 (6c= 150.7 ppm) et un
oxygene (6c= 73.3 ppm).

CH; [
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Figure.111.3.1 : Spectre RMN 1H (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3
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Figure.111.3.2 : Spectre RMN 1H étalé (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 3
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On aura ainsi une formule brute : CisH2602 qui est celle d’un sesquiterpene
bicyclique dihydroxylé ; les deux fonctions oxygénées ne peuvent étre que des
hydroxyles compte tenu du nombre de carbones présents ainsi que leurs déplacement
chimique..

- Par ailleurs les données *C du composé 3 sont identiques avec celle de I’hydroxy- [1-
eudesmol comme le montre le tableau I11.1.

1 (pa=t

Figure 111.3-3 : Spectre RMN 1H étalé (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composeé 3

» Un carbone tertiaire hydroxylé a (6c= 73.3 ppm).

Fpls_L_20.0 id

1
T Y N s
s A A U A

Figure 111.3.4: Spectre RMN 1H étalé (CD30D, 600 MHz, dppm) du compose 3

v Un triplet de doublet a (dn= 2.15 ppm (J=5.1, 13.5)), et un doublet de doublet
de doublet a (6= 2.33 ppm (J=2.0, 4.6, 12.9)) ; (6c=35.6 ppm).
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Figure 111.3.5 : Spectre RMN 1H étalé (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composeé 3

v Un doublet de triplet a (5+= 1.16ppm (J= 3.0, 12.3)), et un doublet de triplet a
(6v=2.00 ppm (J=12.3, 3.6)), (6c=38.1 ppm).
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Figure I11. 3.6 : Spectre RMN 1H étale (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 3

» Deux méthynes a (6c= 48.6 et 50.0 ppm).
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Chapitre 111 Interprétation des résultats

» Un signal sous forme de multiplet attribuable a un méthine hydroxylé a (6n=3.33 ppm
; (8¢ =79 ppm).
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|-3a000

l-3z2000
SELLLL
SELLLT
l-200n
|- 240

m [ 22000

Lz

[anon
[ 4snon
:L4nnn
:12UUU
[ v
|- aan
[ennn
[-snon

j= 2000

- 2000

l=-4nnn

|--sonn

™ ™ - - T T T T T T T T
3345 2340 2005 a.3a0 2.335 a.azn 2.3L5 a.a1n 3.305 3.300 3.285 -

P S

Figure 111.3-7 : Spectre RMN 1H étalé (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 3

» Un carbone quaternaire & (6c=35.4 ppm).
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Figure 111.4.1 : Spectre HMBC (CD30OD, 600 MHz, dppm) du compose 3
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Les corrélations dans les spectres HMBC montre

» Unméthyle a 0, 78 ppm qui est un méthyle angulaire d’aprés son déplacement chimique
il est donc a I’intersection des deux cycles du sesquiterpenoide . Il corréle dans le spectre
HMBC avec un CH oxygéné a 79 ppm et avec un CH2 a 38,1 ppm.

> Les deux méthyles déblindés a 1,21 et 1,22 ppm corrélent avec un carbone quaternaire
oxygene et avec un CH a 50 ppm.

Ces informations-la: un sesquiterpene bicyclique dihydroxylé, ajoutés a la présence de
la double liaison exocyclique orientent de maniéré non équivoque vers la structure de

I’hydroxy-beta —eudesmol
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Figure 111.4.2 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du compose 3
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Figure 111.6 : Spectre HSQC étalé (CD30OD, 600 MHz, dppm) du composé 3
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Figure 111.7 : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 3
Les données relatives aux spectres RMN RMN H!et C2 de ce composé sont reportées
dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1: les données de la spectroscopie RMN H!et C*3 (CD30D, 600 MHz, §
ppm) du composé 3

Position S (ppm) J (H2) dc (ppm)
1 3.33 dd (4.5, 12.0) 79.0
2 1.58 m 32.6
1.78 m

3 2.15 td (5.1, 13.5) 35.6
2.33 ddd (2.0, 4.6, 12.9)

4 - - 150.7

5 1.76 m 48.6

6 1.72 m 25.6
1.23 m

7 1.36 m 50.0

8 1.28 m 22.9
1.60 m

9 1.16 td (3.0, 12.3) 38.1
2.00 dt (12.3, 3.6)

10 - - 35.4

11 - - 73.3

12 1.21 S 26.3

13 1.22 S 26.6

14 0.78 S 10.4

15 4.78 d(1.1) 106.6
4.55 d(1.1)
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La stéréochimie du composé est déterminée par NOESY:

> Les pics croisés entre H-1 (61=3.33ppm) et H-9B (61=2.00ppm), ainsi qu” H-9B (dn=
2.00 ppm) et H-7B (dnw= 1.36ppm) (250) révelent que I’hydroxyle en C-1 et le
groupement propanol en C-7 sont orientés en position a (251).
> Les pics croisés entre Me-14 (34=0.78ppm) et H-6a (61=1.72 ppm), et entre H-14 et H-
8a (6n=1.28ppm) permettent d’attribuer le groupement méthyle au C-10 en a.
Selon les données de la littérature le composé sera le : (1S,4a a)-4-Methylene-6-b-(1-
hydroxy-1-methylethyl)-8a b-methyl-decahydronaphthalene-1b-ol 1S, 7S, 10S- eudesm-
4(14)-en-1o-11a-diol ( hydroxy-B-eudesmol)

Ce compose a été isolé auparavant de Litsea Verticillata Hance (Lauraceae) (250) . Il
est nouveau pour la famille des Poaceae.

H

IETTTTY | [l

<.

Figure 111.8 : La structure du composé 3,
(1S,4a a)-4-Methylene-6-b-(1-hydroxy-1-methylethyl)-8a b-methyl-decahydronaphthalene-
1b-o0l 1S, 7S, 10S- eudesm-4(14)-en-1a-11a-diol ( hydroxy-B-eudesmol)

3.2. Elucidation structurale du composé (4)

Le composé 4 a été obtenu de la fraction FP17-1-19 sous forme de poudre blanche
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L’analyse simultanée des spectres RMN HY, HSQC et HMBC ainsi que la comparaison du
spectre proton du compos¢ 4 avec celle du produit 3 montre I’apparition d’un méthyle
supplémentaire dans le composé 4 et la disparition des signaux des protons oléfiniques ainsi
que la disparition du signal du proton hydroxylé. Le méthyle supplémentaire apparaissant a
1,12 ppm

Le spectre RMN H! révéle la présence de quatre singulets d’intégration 3H chaqu’un,
attribuables a quatre groupement méthyles a (6n=0.92, 1.12, 1.21 et 1.22 ppm) qui sont les
protons des Me-14, Me-15, Me-12 et Me-13 respectivement.

pl17 1 19,1 fid
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Figure 111.9.1 : Spectre RMN 1H (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 4
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Figure 111.9.2 : Spectre RMN 1H étal¢ (CD30D, 600 MHz, dppm) du composeé 4

Le spectre a aussi indiqué I’absence de protons oléfiniques et leur remplacement par un CH3s
port¢ par un carbone oxygéné. Ceci oriente vers la structure de 1’isodonsesquitin A,

cryptomeridiol ou 4a, 11-dihydroxy-7-epi-eudesmandiol.

14

Un doublet de doublet a été observé a 6n=1.27ppm (J= 2.7, 12.7), et deux multiplets ont été
observes a on= 1.06 et 1.98 ppm attribuables a H6a et H6p respectivement.

La présence de quatre méthyles singulets dans un sesquiterpenoide suggere une structure

d’une squelette Eudesmane sesquiterpenoide (252).
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Le spectre HSQC a révelé que les protons responsables du déplacement chimique a (dn=

1.21 et 1.22 ppm) sont dus a des groupes diméthyle géminés.
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Figure 111.10.1: Spectre HSQC (CD30OD, 600 MHz, dppm) du composé 4
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Figure 111.10.2 : Spectre HSQC étalé (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 4
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D’apres le spectre HMBC on remarque la présence de deux carbones quaternaires trés
deblindés a (8c= 73.4 et 73.2 ppm) ce qui suggere leur attachement a un atome fortement

électronégatif comme un oxygeéne.
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Figure 111.11.1 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 4)

Le déplacement des méthyles a (6n= 1.11, 1.21 et 1.22) dans le spectre proton était aussi

indicatif de leur attachement a un carbone oxygéné.

Les résultats de RMN 2D, H! étaient en accord avec la structure proposée d’un

sesquiterpenoide de type eudesmane.

Les multiplicités de signaux de protons se chevauchant ont été déterminées a partir de J
résolue des spectres RMN 2D, tandis que le spectre COSY-45 établit les interactions de
couplage entre les protons vicinaux
Une paire de pics croises a éte observée a dn= 1.06 et 1,27 ppm et a on= 1.98 et 1.27 ppm

montrant les interactions de couplage des protons en H-6a et H-6p avec ceux de H-5.

86



Chapitre 111 Interprétation des résultats
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Figure 111.12.1 : Spectre COSY étalé (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 4

Un pic croisé entre H-60. et H-6P a également été observé dans le spectre COSY-45. 1l a

également montré une interaction de couplage vicinal de H-6a et H-6p avec H-7 a 6= 1,65 ppm.
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Figure 111.12.2 : Spectre COSY étalé (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 4
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Chapitre 111 Interprétation des résultats

Les protons portés par le C-1 a 6= 1,11 ppm sont voisins des protons portés par le C-2 a 6=

1,44 ppm, et ce dernier a montré un couplage vicinal avec les protons C-3 a 6 1,43 ppm.

( .

E00

pl7_1_194 3ef
osy

1A
s
1 {ppm)

3.0

3.5

4.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 38 36 34 3P 30 & 26 24 2P 20 LA LE L4 12 10 BE B N4 02 94 a2 02
12 (ppm]

Figure 111.12.3 : Spectre COSY étalé (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 4
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Figure 111.12.4 : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 4
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Les corrélations révélées par la HMBC, COSY et HSQC suggerent un systéme decaline

caractéristique d’un eudesmane (253, 254).

Les données relatives aux spectres RMN H! et C'®de ce composé sont reportées dans le
tableau I11.2

Tableau I11. 2: les données de la spectroscopie RMN H!et C** (CD30D, 600 MHz, §
ppm) du compose 4

Position oH (ppm) J (H2) dc (ppm)

1 1.11 m 41.8
1.40 m

2 1.57 m 20.5
1.44 m

3 1.43 m 43.6
1.76 d (11.6)

4 - 73.4

5 1.27 dd(2.7, 12.7) 55.2

6 1.06 m 22.3
1.98 m

7 1.38 t (11.4) 51.3

8 1.37 m 23.0
1.65 m

9 1.22 d (2.0) 46.0
1.43 -

10 - 35.2

11 - 73.2

12 1.21 S 27.0

13 1.22 S 27.2

14 0.92 S 18.9

15 1.12 S 22.0

La stéréochimie du composé ; un systéeme decalin fusionnée en cis, a été vérifiée par
I’expérience NOE différence. L'irradiation a 6 0,92 (H-14) a entrainé I’augmentation du signal
de H-5 a 6= 1.27 (7. 14%), et I’irradiation a 6= 1.12 (H-15) a entrainé¢ I’augmentation de
I’intensité du signal de H-7 a 6= 1.38 (2.82%), ce qui a confirmé que le méthyle en C-10 et le
proton en C-5 étaient orientés en 3 et le méthyle en C-4 et le proton en C-7 étaient orientés en
.(253)

La configuration relative a C-4 a été confirmée par comparaison avec le 4-épi-plucheinol
(255). Les différentes valeurs dans le spectre RMN 3C a C-4, C-5 (256, 257), a révélé que le
composeé était un isomere du cryptomeridiol (257). La structure du composé a été établie comme

étant le: 4a, 11-dihydroxy-7-epimer-eudesmandiol (252).
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Les données spectrales sont proches de celles reportées pour le 7-epi-cryptomeridiol (258,
259)

Ce composé a été isolé auparavant de Pluchea arguta Boiss. (compositae)(253), de
Laggera pterodonta (asteraceae)(260, 261). Il est nouveau pour la famille des Poaceae

,,,///
7OH OH

Figure 111.13: La structure des composés 4

4a, 11-dihydroxy-7-epimer-eudesmandiol (7-epi-cryptomeridiol)

3.3. Elucidation structurale du composé (5)

QU

13

Le composé (5) a été obtenu de la fraction FP17-2-1 sous forme de poudre blanche

Le spectre RMN proton du composé 5 est trés voisin du composé 4 avec la présence de
quatre méthyles portés par des carbones quaternaires oxygénés a 1,25 ppm pour les méthyles
12 et 13 et a 1,12 ppm pour le méthyle 15. Le spectre carbone *C montre la présence d’un
carbone quaternaire supplémentaire par rapport au composé 4 a dc = 76,8 ppm donnant des
corrélations dans le spectre HMBC avec les protons des méthyles C12 et C13. Ce qui conduit

a la structure du 4,7p3,11-enantioeudesmantriol
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Figure 111.14 : Spectre RMN H! (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 5

Des études RMN 2D incluant les spectres HMBC et HSQC ainsi que la comparaison avec

les données du composé FP17-1-19 ont permis la détermination de la structure planaire.

La présence d’un groupement isopropyle est indiquée par le fait que les protons méthyles
résonnent a (6n= 1.25-1.25 ppm), les carbones C-12 et C-13n correlent avec les carbones

quaternaires oxygénés a (dc= 76.8 ppm C-7) et (6c= 75.6 ppm C-11) dans le spectre HMBC.

L’autre carbone oxygéné a (6c= 71.8 ppm) est attribué au carbone C-4 d’aprés ses
corrélations HMBC avec H-2, H-3, H-5, H-6 et H-15.

Les protons méthyles a (61=0.92 et 1.12 ppm) sont attribués a H-14 et H-15 respectivement,
d’apres leur spectre HMBC et HSQC.
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Figure 111.15 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 5

Le signal RMN H!a (8n= 1.68 ppm) sous forme de doublet de doublet (J= 13.0- 2.3 Hz)
est assigné a H-5 par ses pics croisés avec C-4, C-6, C-7, C-9, C-10, C-14 et C-15 dans le
spectre HMBC. Tandis que le signal a (6n= 1.19ppm) sous forme de triplet de doublet (J=12.8-
4.4 Hz) est attribué au H-1.

Figure 111.16 : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 5
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Les données relatives aux spectres RMN H* et C'®de ce composé sont reportées dans le
tableau 111.3

Tableau I11.3: les données relatives de la spectroscopie RMN H!et C!3(CD30D, 600
MHz, & ppm) du composé 5

Position oH (ppm) J (Hz2) dc (ppm)

1 1.40 m 41.0
1.19 td (4.4-12.8)

2 1.50 m 20.8
1.58 m

3 1.80 m 44.4
1.45 m

4 - - 71.8

5 1.68 dd(2.3, 13.0) 48.5

6 1.43 m 26.1
1.83 m

7 - 76.8

8 1.55 m 26.2
1.48 m

9 1.22 m 40.7
1.56 m

10 - - 34.3

11 - - 75.6

12 1.25 S 23.6

13 1.25 S 23.6

14 0.92 S 18.2

15 1.12 S 22.9

Apres toutes ses données on peut considérer la structure comme un 4,7,11-eudesmantriol.

Une étude de diffraction monocristalline des Rayons X a été effectuée pour déterminer sa

stéréochimie, elle confirme la structure déduite par les données RMN. (262)

La configuration a H-5, C-11 (isopropyle), C-14 (méthyle), et C-15 (méthyle) est —B, -a, -

a, et o. Ce qui était conforme avec celle d’un enantio-eudesmantriol (253, 263-265).

Il a été clairement indiqué que H-5 et C-14 (méthyle) sont sur deux cotés différents d un

fragment a-b trans decaline. (262)

La structure élucidee est celle du : 48, 7B, 11-enantioeudesmantriol.

Ce composé a été isolé auparavant de Coleus forskohlii (Willd.) Brig. (Labiateae)(262). 1l est

nouveau pour la famille des Poaceae.
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Figure 111.17: La structure du composé 5

4P, 7B, 11-enantioeudesmantriol (Pterodontriol)

3.4. Elucidation structurale du composé (6)

12

Le composé 6 a été obtenu des trois fractions FP20-1-19, FP 17-2-9 et FP 17-2-11 sous
forme de poudre blanche.

Selon les spectres RMN H* et C*3 (Tableau 111.4) qui ont montré des signaux compatibles
avec un squelette de type guaiane sesquiterpéne.

L’analyse des données RMN 2D ont montré la présence de carbones parmi lesquelles on
distingue :

» Quatre méthyles a (6c= 21,1, 20,4, 20,8, et 22.,6 ppm).

» Quatre méthylénes a (5c= 23,6, 41,4, 21,3, et 48,2 ppm).

» Cinq méthines a (.= 47,8, 56,2, 52,8, et 30,8 ppm) dont un hydroxylé a 71,2 ppm.

> Deux carbones quaternaires a (dc= 81,4 et 75,2 ppm).
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Figure 111.19: Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 6
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Un signal a (6n= 1.76 ppm) (J= 8.1 -10.7 Hz) s’est transformé en doublet de doublets dd

(8.1 Hz) ce qui confirme que ce signal est dd au proton H-5p et aussi que la jonction du noyau

guaiane est trans (J 5p-1a= 8.1 Hz).
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Figure 111.20.1: Spectre RMN H! étalé (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 6

La présence du groupe isopropyle est indiquée par le fait que les protons méthyles (H-12
et H-13) résonnaient a (dn=1.01 et 0.99 ppm).

Deux groupement hydroxyles tertiaires en position C-4 et C-10 a (6c=81.4 et 75.2 ppm) et
un autre groupe hydroxyle secondaire a (dc= 71.2 ppm) placé entre deux méthynes (dn= 4.11
ppm) donnant un signal de doublet de doublets (J=4.2-8.1 Hz).
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Figure 111.20.2: Spectre RMN H! étalé (CD30D, 600 MHz, Sppm) du composé 6

96



Les signaux des groupes méthyles attaches a un carbone totalement substitué et portant un

alcool tertiaire a (6n=1.24 et 1.27 ppm) sont attribués au H-14 et H-15 respectivement d’aprés

leur spectre HSQC et HMBC.
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Figure 111.21: Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 6
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Figure 111.22: Spectre HMBC (CD30OD, 600 MHz, dppm) du composé 6
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Figure 111.23: Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 6

Les données relatives aux spectres RMN RMN H* et C*3 de ce composé sont reportées dans
le tableau I11.4

Tableau I11.4: Les données relatives de la spectroscopie RMN Het C!3 (CD30D,
600 MHz, & ppm) du composé 6

Position dH (ppm) J (H2) dc (ppm)
1 1.92 m 47.8
2 1.57 m 23.6

1.82 m
3 1.61 m 41.4
1.68 m
4 - - 81.4
5 1.76 d (8.1, 10.7) 56.2
6 4.11 dd (4.2, 8.1) 71.2
7 1.11 m 52.8
8 1.41 m 21.3
1.48 m
9 1.42 m 48.2
1.90 m
10 - - 75.2
11 1.69 m 30.8
12 1.01 d (6.9) 21.1
13 0.99 d (6.9) 20.4
14 1.24 S 20.8
15 1.27 S 22.6
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Il est évident qu’il s’agit d’un composé 4,6,10-trinydroxy.

L’atome de carbone en C-14 résonant a (6c= 20.8 ppm) est presque identique a un dérivé

guaiane qui est de configuration 100 hydroxy qui a été déterminé par analyse de rayons-X.
(266).

Ceci est en accord avec le déplacement chimique du C-5 (8c= 56.2 ppm) vy trans effet du
10a du groupement hydroxyle (267).

La structure élucidée est celle du : 4B,6B,10a-trihydroxy guaiane sesquiterpéne connu
sous le nom Teuclatriol.

Ce composé a été isolé auparavant de Teucrium leucocladum (labiatae) (267). Il est
nouveau pour la famille des Poaceae.

ATITIN] pu

HO

T

HO

Figure 111.24 : La structure du compose 6

4B,6p,10a-trihydroxy guaiane sesquiterpéne (Teuclatriol).

4. Conclusion

L’investigation phytochimique du précipité des racines de Cymbopogon schoenanthus et
de T’extrait Chloroforme de Helianthemum lippii ; deux especes endémiques du Sahara
appartenant a la famille des Cistaceae et des Poaceae respectivement ; a permis d’isoler et

d’identifier 6 composés par utilisation de différentes méthodes spectroscopiques (RMN 1D et
2D). Il s’agit de :
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» Deux stérols
v’ Stigmastérol
v B- Sitostérol
» Quatre sesquiterpenes
v (1S,4a a)-4-Methylene-6-b-(1-hydroxy-1-methylethyl)-8a b-methyl-
decahydronaphthalene-1b-ol 1S, 7S, 10S- eudesm-4(14)-en-la-1la-diol (

hydroxy-p-eudesmol)
v 4, 11-dihydroxy-7-epimer-eudesmandiol (7-epi-cryptomeridiol)

v 4B, 7B, 11-enantioeudesmantriol (Pterodontriol)
v 4B,6pB,100-trihydroxy guaiane sesquiterpéne (Teuclatriol).
Tous ces composés mis a part les stérols sont isolés pour la premicre fois de I’espece

Cymbopogon schoenanthus, ainsi que pour la famille des Poaceae.
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CHAPITRE 1V

ANALYSE
CHROMATOGRAPHIQUE



1. Etude de la composition des huiles essentielles de Cymbopogon

schoenanthus

Les huiles essentielles sont trés utilisées en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie

et en cosmeétique. Leur utilisation est liée a leurs différentes activités biologiques reconnues.

Les plantes aromatiques sont réputées pour leur richesses en composés phénoliques, et
une corrélation existe entre la biosynthése et I’accumulation de flavonoides et la production
d’huiles essentielles (268).

1.1. Matériels et méthodes

a) Matiere végétale

Cymbopogon schoenanthus a été collectée au mois d’avril 2011, dans la région de Bechar
au Sud-Ouest de I’ Algérie. La plante a été séchée a ’ombre. L’identification a été faite par
Monsieur Benabdelhakem directeur de I’agence de préservation des ressources naturelles a
Béchar. Cette espece a été reportée sous le numéro (CS/17/04/12) dans I’herbier de I’unité de

recherche VARENBIOMOL, a I’Université des Fréres Mentouri Constantine 1.
b) Extraction de I’huile essentielle

Les racines et les parties aeriennes (250 g) de C. schoenanthus ont été soumises a une
distillation a la vapeur dans un appareil Kaiser Lang pendant trois heures. L'huile essentielle
obtenue a été recueillie et séchée sur du sulfate de sodium anhydre et maintenue a 4° C jusqu'a
I'analyse. Le rendement de I'huile a été calculé par rapport au poids sec de la plante.

¢) Analyse par GC

L'huile essentielle a été analysée sur un chromatographe en phase gazeuse Agilent (GC-
FID) modele 6890, équipé d'une colonne capillaire de silice fondue HP-5MS (5% -diphényl-
95% dimethylpolysiloxane, 25 m x 0.25 mm, épaisseur du film 0.25 um), programmé de 50° C
(5 min) a 250° C a 3° / min et maintenu pendant 10 min. La température de I’injecteur et du
detecteur d'ionisation de flamme étaient respectivement de 280 et 300° C. L'huile essentielle a
été diluée dans de l'acétone (3,5% v / v) et injectée en mode split (1/60), I'nélium a été utilisé
comme gaz vecteur (1,0 mL / min). Des solutions d'alcanes standards (C8-C20) ont été
analysées dans les mémes conditions pour calculer les indices de rétention (RI) avec I'équation
de Van del Dool et Kratz.
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d) Analyse par GC-MS

La spectrométrie de masse a été realisée sur un appareil Agilent (GC-MS) modele
7890/5975 équipé d'une colonne capillaire HP-5MS (25 mx 0,25 mm, épaisseur du film 0,25
um) programmée dans les mémes conditions que pour le GC-FID . L'ionisation du spectrometre
de masse (MS) a été réglée en mode d'impact d'électrons positifs a 70 eV et le multiplicateur
d'électrons a été établi a 2200 V. Les températures de source d'ions et de quadrip6le MS étaient
respectivement de 230° C et 180° C. Les données spectrales de masse ont été acquises en mode
balayage dans la gamme m / z 33-450. Les constituants de I'huile essentielle ont été identifiés
en faisant correspondre leurs spectres de masse et leurs indices de rétention (RI) avec ceux de
référence des composés de banques telles que Adams (269) et McLafferty & Stauffer (270).

Les proportions des composes identifiés ont été calculées par normalisation interne.

1.2. Résultats et discussion

La distillation par entrainement a la vapeur de I'huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus a donneé un liquide visqueux. Le rendement de distillation a la vapeur est de

0,93% (p / p), par rapport au poids sec de la plante.

L'analyse et I'identification des composes de I'huile essentielle ont été réalisées en
utilisant la (GC-MS). Au total, cinquante-neuf constituants ont été déterminés, représentant

environ 96,977% de I'huile essentielle de C. schoenanthus.

Le profil chimique général de I'huile essentielle, la teneur en pourcentage et les indices
de rétention des constituants sont résumés dans le tableau 1V.1, figures IV.1. et IV.2.

Les principaux constituants de I'huile sont les suivants : le 1-terpineol (12,8%), le a-
pinene (10,7%), 1’é1émol (10,7%), le menth-2-éne-1-ol trans (8,3%), le B-eudesmol (7,7%) et
le transpiperitol (7,5%).

Les autres constituants majeurs sont le calaréne (4%), le a-selinene (3,5%), le limonéne
(3%) et le sabinene (2%)

Les hydrocarbures monoterpéniques représentent (26,7%) tandis que la fraction
sesquiterpenique représente la fraction la plus importante (40,8%). La fraction oxygénée

représente (28,9%) du total de la composition d’huile.

La composition chimique de I'échantillon est différente de celles des échantillons de I’inde
(piperitone 64,7%) (271), Brésil (cis et trans para-menth—éne-ol 17,8 ; 10,83%) (206, 208),
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Togo (piperitone 61%) (160), Burkina Faso (alpha eudesmol 27,4% ; T-muurobol 27,07 %)
(207) et de la Tunisie (limonene 26%; delta terpinene 21,2%) (150). Notre échantillon peut étre

classé comme chemotype monoterpénique (55,9 %) et sesquiterpenique (40,8%).

Ces résultats sont trées différents de ceux obtenus précédemment sur I'huile de cette espece
provenant de deux échantillons de la région de Tebessa (Est algérien) (210) indiquant que le
composé principal était le 4-isopropyl-1-methyl-2-cyclohexen-1-ol (Cis) et (Trans)

respectivement.

Tableau 1V.1 : composition des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus

N° Pick RT RI Composés %
Monoterpenes hydrocarbures 26,734
1. 10,299 1137 a-pinene 10,7
2. 10,895 1168 camphene 0,174
3. 12,667 1346 a-terpinene 7,509
4, 12,906 1387 a-phelandréne 1,158
5. 13,273 1412 carene 0,554
6. 13,542 1436 paracymene 0,348
7. 13,705 1469 limonene 3,001
8. 13,756 1471 sabinene 2,041
9. 13,933 1489 (Z) p-ociméne 0,742
10. 14,286 1511 (E) p-ociméne 0,343
11. 15,561 1621 terpinolene 0,164
Monoterpenes 0xygénés 29,911
12. 16,688 1745 fenchol endo 0,172
13. 16,907 1778 1-terpineol 12,801
14. 17,456 1867 menth-2-éne-1-ol trans 8,343
15. 18,303 1915 endo-borneol 0,248
16. 18,767 1959 para-cyméne-8-ol 0,131
17. 19,073 1986 a-terpineol 6,375
18. 19,438 2013 Trans-piperitol 7,513
19. 19,827 2053 Nerol 0,122
20. 20,546 2147 géraniol 0,422
21. 20,689 2175 Piperitone 0,297
Sesquiterpens 40,827
22. 22,875 2374 d-élémeéne 0,078
23. 23,964 2476 Geranyl propanoate 0,115
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24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,
45,
46.
47.
48.
49.
50.
Silk
52.
Sk
54.
5B

56.
S7.
58.
el

Total

identifié

24,
25,
25,
25,
25,
26,
26,
26,
26,
26,
26,
27,
27,
27,
27,
28,
28,
28,
29,

29,
29,
29,
30,
30,
30,
30,
30,
30,
30,
30,
30,
30,

31,
31,
31,
33,

2521
2589
2622
2631
2644
2704
2719
2748
2753
2759
2767
2791
2811
2827
2865
2904
2921
2945
2976

3022
3043
3076
3089
3102
3119
3127
3129
3136
3148
3154

3176
3185

3245
3254
3276
3319

B-Elémene
Cascarilladiene
g-élémene
B-Gurjunéne
a-Guaiene

1S cis-Calamene
t-Murolene
Germacrene-D
B-Sélinéne

d-Sélinene

a-Sélinéne
a-Bulnésene
y-Cadinene

d- Cadinene
Selina-4(15),7-diene
Elemol

Germacrene B
Germacrene D-4-ol
trans-6,11-dimethyl-3,8-
oxomethanobicyclo(6.3.0)undeca-4,6-diene
2-naphtalenemethanol
ar-himachalene
Calaréne
isospathulenol
y-Eudesmol
Valencéne

Cadinol Epi alpha
Agarospirol
a-muurolol
Allo-Aromadendréne
B-Eudesmol
Selina3,7(11) Diéne
(2-(2-methyl-2-propenyl)3,5,6-
trimethylbenzoquinone
cis-carveol

(-)-a selinene

Farnesol 2
cis-eudesm-6-en-11-ol

1,008
0,133
0,11

0,179
0,072
0,223
0,106
0,481
0,305
0,192
0,398
0,151
0,399
0,861
0,091
10,682
0,275
0,223
0,275

0,396
0,265
4,131
0,497
1,678
1,414
0,434
0,628
0,156
0,129
7,726
0,211
1,988

0,354
3,552
0,152
0,264

96,977%
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Figure IV.1. GC-FID (0-42min) Chromatogramme des huiles essentielles de Cymbopogon
schoenanthus.
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Figure 1V.2. GC-FID-1 (0-24min) Chromatogramme des huiles essentielles de Cymbopogon
schoenanthus.

1.3. Conclusion

Nous rapportons pour la premiére fois la composition en huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus récoltée dans la région de Béchar au sud-ouest de I'Algérie. L'analyse par GC-
FID et GC-MS a permis l'identification de cinquante-neuf constituants représentant 96,977%
de l'huile totale. Les principaux composants étaient : le 1-terpineol (12,8%), le a-pinene
(10,7%), I’elemol (10,7%), le menth-2-éne-1-ol trans (8,3%), le B-eudesmol (7,7%) et le
transpiperitol (7,5%). La fraction sesquiterpenique atteignait les environs de 50% de la

composition de I’huile.
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Ces résultats sont également différents de ceux obtenus précédemment sur I'huile de cette
espéce provenant de deux échantillons de la région de Tebessa (Est algérien) (a-terpinene 15%
; delta terpinene 19% ,4-isopropyl-1-methyl —hexen-1-0l 15% et p-menth-éne-4-ol 21%).(210)

Ces différences qualitatives et quantitatives dans la composition des huiles peuvent étre
dues a plusieurs facteurs, notamment : la région géographique, la période de la récolte ainsi que
les conditions et la méthode d'extraction.

2. Analyse des extraits par HPLC-TOF / MS

L’étude a été portée sur les extraits ACOEt et n-BuOH de Helianthemum lippii et
Cymbopogon schoenanthus.

2.1. Matériels et méthodes

La chromatographie liquide & haute performance couplée a la spectrométrie de masse avec
un analyseur de temps de vol (HPLC-TOF / MS), réalisée au Plant Research Laboratory de
I'Université Cankiri Karatekin en Turquie, a permis danalyser la teneur en composés
phénoliques de différents extraits végétaux (AcOEt et n-BuOH de C. schoenanthus, AcOEt et
n-BuOH de H. lippii).

Le systeme HPLC 1260 Infinity d'Agilent Technologies avec colonne ZORBAX SBC18
(4,6 x 100 mm, 3,5 um) est couplé a un spectrometre de masse munni d’un analyseur a temps
de vol MS 6210 (TOF) comme détecteur. Les phases mobiles A et B étaient respectivement de
I’eau ultra pure contenant 0,1% d'acide formique et de l'acétonitrile. Le débit était de 0,6 ml /

min et la température de la colonne était de 35 °C.

Des solutions méres des 23 composés phénoliques standards (2,5 ppm) et des extraits bruts
séchés des deux plantes (200 ppm) ont été préparés dans du méthanol a température ambiante.
Les échantillons ont été filtrés en passant a travers un filtre PTFE (0,45 um) par un injecteur
pour éliminer les particules. Le volume d'injection était de 10 pl et le programme du solvant
était le suivant : 0 min 10% B; 0-1 min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B; 23-25 min
10% B; 25-30 min 10% B.

Le mode d'ionisation de l'instrument MS-TOF était électrospray (ES) négatif avec une

température de gaz de 325 °C, un débit de gaz de 10,0 I/ min et un nébuliseur de 40 (psi). La
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teneur en composes phénoliques des extraits a été déterminée en comparant les temps de

rétention et les valeurs m/ z des extraits avec ceux des composes phénoliques classiques.

2.2 Résultats et discussion

L'analyse par HPLC a révélé la présence de phénols et de flavonoides dans les quatre extraits
testés dans cette étude (deux de C. schoenanthus et deux de H. lippii). (Figure 1V.3)
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Figure 1V.3 : Chromatogrammes des extraits (A) AcOEt et (B) n-BuOH de C.schoenanthus
et des extraits (C) AcOEt et (D) n-BuOH de H.lippii. Les numéros de 1 a 32 sont des phénols
et des flavonoides détectés dans les extraits correspondants par HPLC-TOF/MS (Tableau
IV.2)

Compte tenu des composes phénoliques étudieés, il a été constaté que H. lippii avait un

contenu phénolique plus riche que C. schoenanthus (Tableau 1V.2)

Le principal composé trouvé dans I'extrait n-BuOH de H. lippii était I'acide vanillique
(37% ; Tableau 1V.2), bien qu'il soit également riche en acide gentisique et en acide 4-
hydroxybenzoique (14% pour les deux Tableau 1V.2). Alors que les quantités d'acide férulique,
d'acide caféique et d'acide syringique étaient également tres pertinentes (9%, 8% et 4%,

respectivement ; tableau V1.2).

De maniére différente, I’extrait AcOEt de H. lippii était riche en acide gentisique (41% ;
tableau 1V.2), mais également abondant en acide gallique et acide vanillique, (17% et 11%,

respectivement ; tableau 1V.2). Les quantités d'acide sinapique et de catéchines étaient

108



également trés appropriées et similaires dans cet extrait (8% et 7%, respectivement ; tableau

IV.2).

La diosmine était le principal composé trouvé dans I'extrait n-BuOH de C. schoenanthus
(72% ; tableau 1V.2). L'extrait ACOELt de C. schoenanthus était assez riche en catéchines (38% ;

tableau 1V.2), mais également en rutine, acide gallique et acide sinapique (20%, 17% et 15%,

respectivement ; tableau 1V.2). Plusieurs autres phénols et flavonoides ont été trouvés dans les

quatre extraits et sont énumérés dans le tableau IV.2.

Le 4-hydroxybenzaldéhyde, la taxifoline, I'apigétrine, le resvératrol et la silibinine ont été

trouvés en traces dans la plupart des extraits.

Tableau IV.2 : Phénols et flavonoides présents dans les différents extraits

TR | Composés

(min)

2,56 |Acide gallique

2,69 Acide
fumarique

4,34 Acide
gentisique

5,27 Acide

chlorogenique

6,24 Catechine

6,79 | 4-Hydroxy
Acide
benzoique

Formule

C7HsOs

C4H404

C7HsO4

C16H1809

C15H1406

C7H603

m/z
[M-H|

169.0258

115.0130

153.0296

353.1060

289.0882

137.0344

Codes

-

N

w

SN

ol

Extraits C. schoenanthus extraits H. lippii

AcOEt n-BuOH AcOEt n-BuOH
mg/kg (%) | mg/kg (%) mg/kg (%) mg/kg (%)
11,27 (17,31/ 0,13 (0,22)* 91,08(17,02)| 0,87 (0,13)*
0,25 (0,38)| 0,95 (1,63)| 0,29 (0,05) tr

1,63 (2,50)| 2,51 (4,29) 221,42 92,78
(41,38)" (13,74)**

0,24 (0,37)| 3,02 (5,17)| 1,12 (0,21) | 2,75 (0,41)

24,90 (38,24| 0,52 (0,89)* 37,06 2,36 (0,35)*
(6,93)*

0,08 (0,12) 0,52 (0,89) 16,51 (3,09) | 91,79 (13,60)
*#
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7,19 Protocate C7HeOs | 153.0296 0,27 (0,41)| 1,00 (1,71)| 2,82 (0,53) | 5,85 (0,87)
Acide
catéchuique
7,47 Acide CoHgO4 | 179.0467 = 6 | 0,05 (0,08)| 0,36 (0,62)| 0,69 (0,13) | 52,76 (7,82)
caffeique 2
7,57 Acide CsHsOs4 | 167.0467 | 7 | 1,24(1,90)| 1,43(2,45)| 59,09 251,32 (37,23)
vanillique (11,04)* ol
7,78 Acide CoH100s | 197.0580 | 8 | 0,42 (0,65)| 1,92 (3,28) 5,38 (1,01) | 27,38 (4,06)
syringique
9,06 Rutine CorH30016 | 609.1718 | 9 12,94 (19,87| 0,91 (1,56)* 4,54 (0,85)* | 0,29 (0,04)
9,66 | 4-hydroxy- C7HsO2 | 121.0387 tr tr tr 16,92 (2,51)
benzaldehyde
9,67 | Polydatine Ca0H2208 | 389.1429 tr tr 1,35(0,25) | 0,04 (0,01)
9,88 | Scutellarine | C2:H18012 | 461.0937 | 10 tr tr 21,91 (4,09) | 0,74 (0,11)
10,02 | Quercetine-3 | Ca1H20012 | 463.1092 tr 0,11 2,56 (0,48) 1,92 (0,28)
-B-D-glucoside
10,04 Acide C11H120s5 | 223.0746 | 11 | 9,56 (14,68) tr 44,15 (8,25) | 2,63 (0,39)*
sinapique
10,12 | Diosmine CogH32015 | 607.1461 | 13 | 0,68 (1,04)42,10 (72,03) 4,24 (0,79) | 19,17 (2,84)"
10,14 | Naringine Co7H32014 | 579.1968 | 12 tr tr 5,21 (0,97) 1,33 (0,20
10,15 Acide C10H1004 | 193.6240 | 14 | 0,05 (0,08)| 1,38 (2,36) 0,20 (0,04) 63,96 (9,84)*
férulique
10,38 | Taxifoline CisH1207 | 303.0672 tr tr 1,28 (0,24) tr
10,71 | Hesperidine | CzsH34015 | 609.2079 0,05 (0,08) tr 0,21 (0,04) tr
10,99 | Apigétrine | Ca1H20010 | 431.1189 tr tr 2,67 (0,50) tr
11,03 | Neohesperid- | C2gH34015 | 609.2083 0,12 (0,18) tr 0,12 (0,02) tr
ine
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11,56

12,77
12,80

13,36

14,80

14,88

14,94

15,84

16,23

Acide
rosmarinique

Morine
Resvératrol

Acide
salicylique

Quercetine
Silibinine

Acide
cinnamique

Kaempferol

Diosmetine

C18H160s

C15H1007
C14H1203

C7Hs03

C15H1007

Ca5H22010

C19H180s

C15H1006

C16H1206

359.10

301.0516

137.0344

301.0517

481.1364

147.0552

285.0564

399.0725

0.10(0.15)

0,28 (0,43)
tr
0,64 (0,98)
tr
tr

0,15 (0,23)

0,12 (0,18)

15 | 0,17 (0,26)

TOTAL 65.21(100)

0.03(0.05) | 1.97(0.37)

0,59 (1,01)|1,45 (0,27)
tr 0,27 (0,05)

tr 5,79 (1,08)

0,06 (0,10)| 2,00 (0,37)
0,51 (0,87)] tr

0,43 (0,74)| 0,57 (0,11)

tr 1,10 (0,21)

tr tr

0.22(0.03)

3,07 (0,45)
tr

7,50 (1,11)

tr
tr

2,29 (0,34)

0,81 (0,11)

26,49 (3,92)

58.48 (100) 537.05 (100) | 675.24 (100)

Teneur des extraits de plantes en composés phénoliques exprimée en mg / kg de plante

seche (et%). tr: quantité de traces. * p <0,05 vs l'autre extrait de la méme plante ; #p <0,05 vs

le méme extrait de l'autre plante.

L'acide protocatéchuique, la catéchine et l'acide salicycliqgue ont un faible capacité

d'ionisation et bien que, ils ont été trouvés dans les extraits (comme le montre le tableau 1V.2),

les pics ne sont pas visibles dans les chromatogrammes, comme le montre la figure 1V.3.

2.3. Conclusion

L'analyse HPLC-TOF / MS des extraits n-BuOH et AcOEt de C. schoenanthus et H. lippii

et a montré la présence de 32 acides phénoliques et flavonoides qui étaient présents en

proportion différente dans chaque extrait.
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CHAPITRE YV

ETUDE
PHARMACOLOGIQUE



1.Introduction

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une
matiére premicre pour I’obtention de substances actives. Elles représentent une source de
revenu non négligeable pour de nombreuses populations (272).

Vu la diversité et la gravité des maladies qu’induit le stress oxydant, plusieurs équipes de
chercheurs se sont investis dans la recherche de nouveaux antioxydants en vue de lutter contre
le stress oxydant et ses pathologies associées (273).

Notre étude est portée sur la famille des Cistaceae et des Poaceae, plus précisément
Helianthemum lippii et Cymbopogon schoenanthus. La premiére endémique au Sahara
septentrional et central (72) et I’autre d’une distribution plus large qui s’étend en Asie (Irak,
Oman, Arabie Saoudite et Yémen) et en Afrique, Djibouti, Ethiopie, Somalie, Soudan, Kenya,
Beénin, Burkina Faso, Ghana, Guinée, Mali, Mauritanie, Niger, Nigéria, Sénégal et Togo (245).

2. Etude de P’activité Biologique

L’étude biologique a été portée sur les extraits acétate d’éthyle et n-butanol des deux
especes. Commencant par le test d’activité antioxydante en utilisant une méthode basée sur le
test d’Efficacité d’inhibition des dommages a I’ADN puis 1’évaluation de [Dactivité
anticancéreuse a I’aide du systeme XCELLigence contre deux lignées cellulaires : PC3 (Cancer

de la prostate humain) et HeLa (Carcinome du col de I'utérus humain).

2.1. Matériels et méthodes

2.2. Evaluation de Pactivité antioxydante (Efficacité d'inhibition des

dommages a I'’ADN)

La capacité des extraits de plantes (AcOEt et n-BuOH de C. schoenanthus, AcOEt et n-
BuOH de H. lippii) a inhiber les dommages oxydatifs de I'ADN a été testée au Plant Research
Laboratory de I'Université Cankiri Karatekin en Turquie, en utilisant I'ADN plasmidique

photolysé aux UV en présence de peroxyde d'hydrogene H20,) (274).

Dans la premiere étape, I'ADN plasmidique 46966 a été extrait d'Escherichia coli. Ensuite, des
aliquotes de 1 pl de plasmide 46966 (200 ug / ml) ont été placées dans deux groupes de
microtubes d'eppendorf. Dans le premier groupe, 50 pg des différents extraits (AcOEt et n-
BuOH de C. schoenanthus, AcOEt et n-BuOH de H. lippii) ont été ajoutés séparément suivis
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de 4 pl de H202 a 3% et dans le second groupe seulement 4 ul de H202 a 3% et ce groupe a

servi comme témoin irradié (CR).

La séparation de I'ADN a été réalisée par électrophorése sur gel d'agarose a 1%. Tous les
échantillons ont été soumis aux puits de gel d'agarose dans I'ordre. Des échantillons de contréle
non irradiés (CO) et de contrdle irradié (CR) sont placés dans les premiers puits, respectivement.
Apreés migration, le gel d'agarose est photographié en utilisant un systéme d'imagerie en gel.
(Lourmat-Vilber) (275).

2.3. Evaluation de I'activité anticancéreuse a I'aide du systéme
XCELLigence

L'activité anticancéreuse des differents extraits (AcOEt et n-BuOH de C. schoenanthus,
AcOEt et n-BuOH de H. lippii) a été évaluée contre deux lignées cellulaires, PC3 et HelLa en
utilisant I'instrument xCELLigence RTCA.

2.3.1. Culture cellulaire et préparation de la suspension cellulaire

Les deux lignées cellulaires PC3 (cancer de la prostate humain) et HeLa (carcinome du col
de l'utérus humain) ont été cultivees dans du milieu d'aigle modifié de Dulbecco (DMEM,
Sigma), additionné de 10% (v / v) de sérum feetal bovin (Sigma, Allemagne) et 2 % de solution
de peénicilline / streptomycine (Sigma, Allemagne) a 37 ° C dans une atmosphere humidifiée a
5% de CO0..

2.3.2. Préparation des solutions d'extraits

Les extraits de plantes (AcOEt et n-BuOH de C. schoenanthus, AcOEt et BUuOH de H.
lippii) ont été dissous séparément dans du DMSO jusqu'a une concentration finale de 20 mg /
ml pour préparer des solutions meres. Les solutions meres ont ensuite été stockées a 4°C dans

I'obscurité.

2.3.3. Préparation de E-Plate 96 et traitement

Deux plaques E 96 stériles ont été préparées, I'une pour PC3 et l'autre pour les cellules
HeLa. Tout d'abord, 50 pl du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
ont été ajoutés a tous les puits de chaque plaque et laissés dans la chambre d'écoulement pendant

15 minutes, puis dans l'incubateur pendant 15 minutes supplémentaires. Aprés cette période,
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une mesure du nombre de cellules a été effectuée pour confirmer que le milieu nutritionnel n'est

pas contaminé par des cellules.

Ensuite, 100 ul de la suspension de cellules (2,5 x 104 cellules / 100 pl) ont été ajoutés
dans tous les puits de plaques sauf les trois derniers qui ont été utilisés comme contrdle négatif
(contiennent un milieu de culture sans cellules). Les plaques sont laissées dans la chambre
d'écoulement pendant 30 min. Aprés cette période, ils ont été insérés dans la station
XCELLigence dans l'incubateur et une mesure a été effectuée pendant 80 min. Ensuite, 25 pl de
chaque solution d'extrait ont été mélangés avec 475 ul de milieu. Ensuite, 50, 20 et 10 ul de ces
solutions ont été ajoutés aux puits respectivement pour des concentrations de 250, 100 et 50 pg
/ ml. Enfin, le volume a été complété dans les puits a 200 ml avec du milieu de culture DMEM.
Trois puits dans chaque plaque avec des cellules ne sont pas traités, utilisés comme controle
positif. Les plaques ont été insérées dans la station xCELLigence dans l'incubateur et la mesure
a éte démarrée pendant 48 h.

2.4. Résultats et discussion

2.4.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Dans la presente étude, l'activité antioxydante des extraits de plantes a été évaluée en
utilisant un test d'efficacité d'inhibition des dommages de I'ADN. Avec une dose de 50 g, les
extraits n-BuOH et AcOEt de la plante Helianthemun lippii procurent une protection compléte
de I'ADN plasmidique 46966 contre les dommages oxydatifs causés par le peroxyde
d'hydrogene (H20.) photolysé par les rayons UV. Pour les deux extraits, une seule bande a été
détectée en électrophorese sur gel d'agarose, identique a celle obtenue avec I'échantillon témoin
non irradié (CO0). Cette bande représentait la forme native de I'ADN circulaire super-enroulé.
Cependant, I'échantillon de contrble irradié non traité (CR) présentait deux bandes en
électrophorése sur gel d'agarose différentes de celles obtenues avec le témoin non irradié (CO).
Ces deux bandes représentent des fragments d'’ADN plasmidique endommagés par les radicaux
hydroxyles (OH ¢) générés par la photolyse du peroxyde d'hydrogéne (H202) par rayonnement
UV (figure V.1).

Avec la méme dose de 50 pg, les extraits de n-BuOH et AcOEt de Cymbopogon
schoenanthus n'ont montré aucun effet protecteur contre les dommages oxydatifs. Les

échantillons traités avec cet extrait présentaient deux bandes dans un gel d'agarose, proches de
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celles de I'échantillon de contréle irradié non traité (CR), représentent des fragments d'’ADN
plasmidique endommagés (figure V.1).

De nombreuses études ont suggéré que les dommages oxydatifs de I'ADN (L’oxydation
des bases nucléaires ; beaucoup plus la guanine) peuvent étre un facteur de risque important
pour une variété de maladies, y compris le cancer (276-280). Un taux élevé de 8-hydroxy-2'-
désoxyguanosine (8-OHdG) radical a été révéle dans les échantillons de patients par rapport
aux témoins en bonne santé (276, 280). Il a été suggéré que I'hnormonothérapie associée a des
antioxydants inhibe la progression du cancer par la réduction du stress oxydatif causé par les
dommages oxydatifs de 'ADN (281).

La différence entre les effets des deux plantes médicinales sur les dommages oxydatifs de
I'ADN peut s'expliquer par la teneur ainsi que la nature des composés phénoliques. Les résultats
CLHP (tableau 1V.2) montrent que les extraits d'Helianthemun lippii contiennent un taux éleveé
de phénols par rapport aux extraits de Cymbopogpon schoenanthus. En effet, les composés
phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont bien connus par leur propriété
antioxydante qui est largement étudiée et qui est fréquemment citée comme étant la propriété
clé de prévention et / ou de réduction du stress chronique directement liée a plusieurs maladies.
En effet, les composés phénoliques peuvent exercer leur activité antioxydante via plusieurs
mécanismes. lIs sont capables de piéger directement les ERO a travers leur groupe hydroxyle,
chélater les ions metalliques comme les ions de cuivre et de fer qui sont responsables de la
production d'ERO (réaction de Fenton), d'inhiber les enzymes générant ROS tels que
myéloperoxydase (MPO), NADPH oxydases et xanthine oxydase et également de stimuler
d'autres enzymes ayant une activité antioxydante comme la catalase et la superoxyde dismutase
(282, 283).

Figure V.1: Effet des différents extraits sur la protection de I'ADN plasmidique 46966 contre
les dommages oxydatifs provoqués par H20. photolysé aux UV. CO = ADN non irradié non
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traité, CR = ADN non traité et irradié aux UV, A = ADN irradié aux UV traité avec n-BuOH
C. schoenanthus, B = ADN irradié aux UV traité avec AcOEt C. schoenanthus, C = ADN irradié
aux UV traité avec n-BuOH H. lippii, D = ADN irradie aux UV traité avec AcOEt H. lippii.

2.4.2. Evaluation de Dactivité antiproliférative

L'activité anticancéreuse des extraits de plantes a éte évaluée contre deux lignées cellulaires
PC3 et HeLa.

2.4.2.1. Helianthemum lippii
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Figure V.2: Activités antiprolifératives de I'extrait AcCOEt de Helianthemun lippii contre les
lignées cellulaires PC3 (A) et HeLa (B). Chaque substance a été testée deux fois en triple en
utilisant I'instrument XCELLigence RTCA. Plusieurs concentrations d'extrait ont été appliquées
aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).

Les résultats de l'essai antiprolifératif ont montré que l'extrait AcOEt de I’espece
Helianthemun lippii inhibait de maniére significative la prolifération des lignées cellulaires PC3
ainsi que des lignées cellulaires HelLa. Cependant, l'effet de cet extrait était plus puissant dans
les lignées cellulaires HelLa. Un effet antiprolifératif dépendant de la dose a été observé dans
les deux lignées cellulaires. Un traitement de 24 heures par 50, 100 et 250 pg / ml d'extrait

inhibait respectivement 40%, 48% et 70% des lignées cellulaires PC3 et inhibait respectivement
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35,71%, 57,14% et presque 100% des lignées cellulaires HeLa. L'effet de I'extrait dans les
lignées cellulaires HelLa contrairement a PC3 a continué aprés les premiéres 24 heures et a

persisté pendant toute la période de I'expérience (figure V.2).
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Figure V.3: Activites antiprolifératives de l'extrait de n-BuOH de Helianthemun lippii contre
les lignées cellulaires PC3 (A) et HeLa (B). Chaque substance a été testée deux fois en triple en
utilisant I'instrument XxCELLigence RTCA. Plusieurs concentrations d'extrait ont été appliquées
aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).

Des effets antiprolifératifs dépendant de la dose ont été observés en traitant les lignées
cellulaires PC3 et HelLa par l'extrait au n-butanol de 1’espéce Helianthemun lippii. Cependant,
I'effet de I'extrait était plus intéressant dans les lignees cellulaires PC3 que dans les lignées
cellulaires HeLa. Un traitement de 24 heures par 50, 100 et 250 pg / ml d'extrait a inhibé
respectivement 46,66%, 53,83% et 70% des lignées cellulaires PC3. Cependant, un traitement
de 24 heures par 50 et 100 pg / ml d'extrait a inhibé seulement 6,49% des lignées cellulaires
HeLa et 250 pg / ml d'extrait ont inhibé seulement 58,44% des lignées cellulaires HeLa.

Dans le total, la plante Helianthemun lippii a montré plus d'un effet antiprolifératif
intéressant dans PC3 que dans les lignées cellulaires HeLa particuliérement a une concentration
¢levée (250 pg / ml) (Figure V.3). Cet effet antiprolifératif peut étre di a la richesse de cette
plante en composés phénoliques connus pour jouer un rble important dans le traitement du

cancer. Les effets anticancéreux des polyphénols ont été observés dans plusieurs organes,
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notamment l'estomac, le duodénum, le c6lon, le foie, les poumons, la glande mammaire, la peau
et la prostate. De nombreux polyphénols, tels que les pro anthocyanidines, les flavonoides, le
resvératrol, les tanins, I'épigallocatéchine-3-gallate, I'acide gallique et l'anthocyanine, ont été
testés; tous ont montré des effets anticancéreux et protecteurs bien que leurs mécanismes

d'action se soient révélés différents (282, 284).

2.4.2.2. Cymbopogon schoenanthus
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Figure V.4: Activités antiprolifératives de l'extrait ACOEt de Cymbopogon schoenanthus
contre les lignées cellulaires PC3 (A) et HeLa (B). Chaque substance a été testée deux fois en
triple en utilisant I'instrument XCELLigence RTCA. Plusieurs concentrations d'extrait ont été
appliquées aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).

Le résultat de xXCELLigence a montré que l'extrait d'acétate d'éthyle de la plante
Cymbopogon schoenanthus a un faible effet antiprolifératif dans la lignée cellulaire PC3 mais
un effet important dans la lignée cellulaire HeLa a forte concentration. L'effet de cet extrait était
trés faible a 50 et 100 pg / ml dans les deux lignées cellulaires pendant toute la durée de
l'expérience. Cependant, la concentration élevée, 250 pug / ml, de cet extrait a inhibé 23,07% de

la lignee cellulaire PC3 et 75% de la lignée cellulaire HeLa dans les 24 premiéres heures (figure

V.4).
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Figure V.5: Activités antiprolifératives de l'extrait n-BuOH de Cymbopogon schoenanthus
contre les lignées cellulaires PC3 (A) et HeLa (B). Chaque substance a été testée deux fois en
triple en utilisant I'instrument XCELLigence RTCA. Plusieurs concentrations d'extrait ont été
appliquées aux cellules représentees par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).
L'extrait n-butanol de la plante Cymbopogon schoenanthus a montré un effet
antiprolifératif dépendant de la dose contre les deux lignées cellulaires. Cependant cet effet
reste modeste. 50 et 100 ug / ml d'extrait ont inhibé 20% de la lignée cellulaire PC3 dans les 20
premicres heures et 250 pg / ml d'extrait ont inhibé seulement 40% des cellules apres la méme
période. 50 et 100 pg / ml de I'extrait inhibaient respectivement 13,33 et 20% de la lignée
cellulaire HeLa et 250 pg / ml de I'extrait inhibaient 33,33% des cellules aprées 24 heures (figure

V.5).

Au total, la plante Cymbopogon schoenanthus a montreé plus d'effet antiprolifératif dans les

lignées cellulaires HeLa que dans les lignées cellulaires PC3. Le meilleur effet a été observé a

haute concentration (250 pg / ml) (Figure V.4).

2.5. Conclusion

L’évaluation biologique des extraits AcOEt et n-BuOH des deux espéces Helianthemum
lippii et Cympobogon schoenanthus a montré qu’une dose de 50 ug, les extraits de la premiére

espéce procurent une protection complete de I'ADN plasmidique 46966 contre les dommages
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oxydatifs causeés par le peroxyde d'hydrogene (H202) photolysé par les rayons UV. Tandis
qu’avec la méme dose, les extraits de la deuxiéme espeéce n'ont montré aucun effet protecteur

contre les dommages oxydatifs.

Par ailleurs, Cymbopogon schoenanthus a montré plus d'effet antiprolifératif sur les lignées
cellulaires HeLa que sur les lignees cellulaires PC3. Alors que Helianthemun lippii a montré
plus d'un effet antiprolifératif intéressant dans PC3 que dans les lignées cellulaires HelLa

particulierement & une concentration élevée (250 pg / ml).

Cette particularité observée pour ’espéce Helianthemum lippii sur ’effet antioxydant et
I’effet antiprolifératif est due a sa composition polyphénolique a un taux plus élevé que celui

de I’espéce Cymbopogon schoenanthus.
3. Etude pharmacologique

Ce travail a été réalisé au laboratoire de pharmacologie du département des sciences
pharmaceutiques de la faculté de pharmacie de ’université de Porto, sous la supervision du
professeur Manuela Morato, qui effectue des recherches a long terme sur la distribution et la

fonction de plusieurs composants du systéme angiotensine (RAS) dans divers tissus.

Le cblon est innerve par le systéme nerveux sympathique et parasympathique et sa mobilité
résulte de leur coopération. En face de la plupart des autres tissus, dans le tractus gastro-
intestinal, le systeme nerveux parasympathique provoque la contraction du muscle lisse tandis
que le systeme nerveux sympathique détend le muscle lisse. Le systeme nerveux
parasympathique contrdle la motilité du tractus gastro-intestinal en libérant son médiateur,
I’acétylcholine (ACh).

Dans le présent travail, nous avons cherché a caractériser I'effet de plusieurs extraits de
Helianthemum lippii et Cymbopogon schoenanthus sur le colon distal du rat afin de rechercher

un mécanisme putatif qui pourrait soutenir son intérét clinique.

L’étude concerne I’effet des extraits issus des deux especes sur des tissus de colon distal
(descendant) des rats. Le protocole expérimental est toujours le méme sauf que pour ’espéce
Helianthemum lippii, 1’étude était portée sur I’extrait Acétate d’éthyle et n-butanol ; tandis que
pour I’espéce Cymbopogon schoenanthus on a étudié les extraits : Chloroforme, Acétate

d’éthyle, n-butanol, les précipités des extraits bruts des racines et des parties aériennes.
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3.1. Colon distal
3.1.1. Anatomie

Le gros intestin (intestinum crassum) se compose de 3 parties principales (Figure V.1) :
> Le caecum (intestinum caecum) est la partie qui se connecte a l'intestin gréle ; au caecum
se trouve I'appendice vermiforme (appendice vermiformis).
> LecoOlonest la partie la plus longue du gros intestin et il se divise dans le c6lon ascendant
attaché au caecum dans la partie droite de la cavité abdominale, le c6lon transverse, qui
passe sous l'estomac et le foie du c6té droit au c6té gauche du corps et le cdlon
descendant, qui descend du cdté gauche du corps jusqu'au petit bassin et continue avec
le cdlon sigmoide, qui est S- courbe et va au milieu du bassin.
» La partie terminale du gros intestin est le rectum qui expose le gros intestin a la surface
du corps et se termine dans le canal anal (anus)
Ces trois parties sont parfaitement enroulées dans la cavité abdominale et sont liées par la
flexion colique droite (hépatique) (flexura coli dextra), entre le colon ascendant et transversal,
et la flexion colique gauche (splénique) (flexura coli sinistra), localisée entre le colon transverse

et le colon descendant (285).

L'apport sanguin au gros intestin est assuré par les arteres mesentériques qui proviennent
de l'aorte, tandis que le retour veineux du gros intestin est soutenu par les veines mésenteriques

qui s'écoulent vers la circulation portale et, ensuite, par la veine hépatique et la partie inférieure.

!

Proximal
il m

colon
l Distal colon
[

La veine cave, au coeur.

Flexible

Caecum Ractin sigmoidoscope

Appendix

Figure. V.6 : Anatomie du gros intestin.
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La fonction principale du gros intestin est de compléter I'absorption et d'éliminer les résidus
non digerés. Chez I'nomme, chaque jour, environ 1500 ml de chyme arrivent dans le cdlon ou
l'eau, les ions et les acides biliaires sont absorbés. Le colon est colonisé par la microflore
symbiotique et cette microflore est responsable de la production de vitamines, principalement
de la vitamine K, mais aussi de la vitamine Bl et de la vitamine B2. En conséquence de
I'absorption d'eau, le chyme devient progressivement plus rigide, formant les selles éliminées
quotidiennement (environ 100 a 300 g / jour). Les selles sont éliminées par la fonction des
couches musculaires lisses ainsi que des sphincters anaux internes et externes, dont le contréle

est involontaire et volontaire, respectivement (286).
3.1.2. Contraction du muscle lisse colique

La fonction du cblon dépend principalement de I'action des deux couches de muscle lisse :
longitudinale et circulaire. En effet, le muscle longitudinal fournit des mouvements propulsifs
totaux (peristaltisme) qui sont importants pour faire avancer le contenu du célon. D'autre part,
le muscle circulaire fournit des mouvements locaux, segmentatifs et balancés qui contribuent
au melange du chyme (286). Le c6lon est innervé par le systeme nerveux entérique (ENS), un
réseau neuronal complexe, considéré par certains comme l'une des trois sous-catégories du
systéme nerveux autonome (287). Le tonus de ces muscles est contrélé par les systemes
nerveux et humoral : le plexus myentericus Auerbachi contréle la motilité tandis que le plexus
submucosus Meissneri contréle la sécrétion de mucus et la vascularisation locale. Les deux

plexus sont également reliés au systeme nerveux sympathique et parasympathique (286).

Ainsi, le cdlon est innervé a la fois par le systeme nerveux parasympathique et le systéme
nerveux sympathique, dont les principaux neurotransmetteurs sont respectivement I'ACh et la
noradrénaline (NA). Contrairement a la plupart des autres organes, dans le cdlon, I'ACh se lie
aux récepteurs de I'ACh (en particulier les récepteurs muscariniques de type 3 (M3) sur les
cellules musculaires lisses, provoquant une contraction. En revanche, NA active a la fois les
adrénorécepteurs o2 et 2 provoquant une relaxation de la cellule musculaire lisse (286). Ainsi,
la motilité colique est le résultat d'un équilibre entre les effets sympathiques et

parasympathiques sur les cellules musculaires lisses.
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3.2. Matériels et méthodes

3.2.1. Produits chimiques et préparation des solutions

La plupart des composeés utilisés pour le travail expérimental ont été obtenus auprés de
Sigma-Aldrich, Etats-Unis sauf pour : NaCl (produits chimiques VWR, Belgique), KCI, CaCl,,
glucose, NaHCOg3, acide ascorbique (Pancreac Quimica, Espagne), NaH.POs x H>0,

Na;EDTA. (MERCK, Allemagne). Le candésartan était un cadeau aimable du Dr Fredrik Palm

(Université d'Uppsala, Suede).

ACh - poudre de chlorure d’acétylcholine a été dissoute dans de l'eau distillée aux

concentrations nécessaires. La solution mere était préparée chaque semaine et stockée au

réfrigérateur.

Solution de Krebs - La solution de Krebs a été préparée selon le tableau 1 en utilisant de

I'eau distillée comme solvant

La solution Krebs + KCI — a été préparée selon le tableau V.2 en utilisant I’eau distillée

comme solvant.

Composes g/l mM
NaCl 69 118
KCI 3,6 4,8
CaCl 2,8 2,5
MgSO. 2,96 1,2

NaH:PO4 1,65 1,2

Glucose 2,2 11,1
NaHCOs3 2,1 25
Na;EDTA 0,0112 0,03
Acide citrique | 0,0528 0,3

Tableau V.1 : Préparation de la solution Krebs

Composés g/l mM
KCI 93,2 125
CaCl;x2H.0 2,8 2,5
MgSO4x7H20 2,96 1,2
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NaH2PO4x2H.0 1,65 1,2
Glucose 2,2 11,1
NaHCOs3 2,1 25
Na;EDTA 0,0112 0,03

Tableau V.2 : Préparation de la solution Krebs avec KCI 125 mM

3.2.2. Animaux et préparations des tissus

Les expériences ont été réalisées en utilisant des rats femelles Wistar Han (ICBAS-Porto
animal facility, Portugal) agées de 13 a 20 semaines. Les animaux ont été logés dans des
conditions standard de température (21°C), d'’humidité (40-60%) et de cycles alternatifs de
lumiére et d'obscurité (12h / 12h), avec un acceés libre a la nourriture et a I'eau. Toutes les
expériences ont été réalisées conformément aux lignes directrices de I'Union européenne pour
la protection des animaux utilises a des fins scientifiques (directive 2010/63 / UE et décision
1999/575 / CE) et portugaises (DGAV, Portugal).

Les animaux ont été sacrifiés par décapitation et apres une laparotomie médiane, un
segment du cdlon distal (environ 8 cm) a été excisé et doucement rincé avec la solution de
Krebs-Henseleit pour se libérer du contenu luminal. Le segment du cdlon a été coupé en bandes
d'environ 2 cm de long, orientées le long des fibres musculaires longitudinales et montées dans
des bains d'organes de 10 ml remplis de solution de Krebs-Henseleits chaude (37 ° C) oxygénee
(95% 02, 5% CO2). Un fil de coton a été utilisé pour fixer les tissus au fond du bain, tandis
gu'un autre a fixé le tissu a un transducteur (UGO BASILE S.R.1., Italie, modéle 7004). Les

réponses isométriques ont été enregistrées sur un polygraphe (UGO BASILE S.R.1., Italie,

/////

3.2.3. Préparation des extraits
a) Extraits de Helianthemum lippii

Les extraits acétate d’éthyle et n-Butanol ont été dissous dans du DMSO. Ensuite, tous les

extraits ont été dilués dans de I'eau pour avoir des solutions meéres de 300 mg/ml. L'ajout
cumulatif de DMSO a un maximum de 1% et I'ajout du Tween80 se sont avérés n'avoir aucun
effet significatif sur le clon isolé dans nos données préliminaires et dans des études antérieures
(288).
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b) Extraits de Cymbopogon schoenanthus

Les extraits acétate d’éthyle et n-Butanol ont été dissous dans du DMSO tandis que l'extrait
Chloroforme, précipité des racines et précipité des extraites méthanoliques des parties aériennes
ont été dissous dans du DMSO avec quelques gouttes de Tween80. Ensuite, tous les extraits /
précipités ont été dilués dans de I'eau pour avoir des solutions méres de 300 mg/ml. L'ajout
cumulatif de DMSO a un maximum de 1% et I'ajout du Tween80 se sont avérés n'avoir aucun
effet significatif sur le c6lon isolé dans nos données préliminaires et dans des études antérieures
(288).

3.3. Protocole expérimental

Apres le montage, on a laissé les tissus s'équilibrer pendant 1 heure en les lavant toutes les
15 minutes. Apreés la période d'équilibration, les tissus ont été stimulés avec du KCI 125 mM
ou de I'Acétylcholine 1-3 uM. Ensuite, aprés une période de lavage de 30 minutes, des courbes
de concentration-réponse cumulatives (10 pg /ml a 30 mg / ml) aux différents extraits ont été
obtenues. Dans certaines expériences, I'effet des extraits a été testé directement sur le ton basal
et la réponse correspondante a été calculée en% de la réponse initiale au KCI (125 mM). L'effet
des extraits a également été évalué sur une pré-contraction induite par KCI 50 mM ou
Acetylcholine 1-3 uM. Dans ces protocoles, la réponse de chaque extrait a été calculée en% de

la precontraction stable correspondante induite par KCI- ou acétylcholine.

Figure V.7. Montage du bain organique
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Chapitre V Etude pharmacologique
3.4. Analyse statistique

Pour chaque extrait, les valeurs Emax (effet maximum) et CE50 (concentration de I'extrait
provoquant 50% de la réponse maximale) ont été calculées en utilisant le logiciel GraphPad

Prism, version 7.00 pour Windows.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + erreur-type de la moyenne (SEM).
L'analyse statistique a été réalisée en utilisant l'analyse de variance a un facteur (ANOVA)
suivie des tests de comparaison multiple de Tukey; une valeur de p inférieure a 0,05 a été

considérée comme statistiquement significative.

3.5. Résultats
3.5.1. Resultats des extraits de Helianthemum lippii

3.5.1.1. Effet des extraits sur le ton basal du colon distal

Chacun des extraits ACOEt et n-BuOH de H. Lippi ont provoqué une relaxation dépendante
de la concentration du tonus basal du c6lon distal du rat (figure V.14.A) et également du tissu
précontracté induit par KCI et Ach (figure V.14.B Lippii et figure V.14.C respectivement). 1l
n'y avait pas de différence entre les deux extraits concernant Emax sur le ton basal, bien que la
CES50 de I'extrait AcOEt fat inférieure a celle de I'extrait n-BuOH (figure V.14.A et tableau
V.3).

n-BuOH Lippii-basal

Figure V.8 : Effet de I’extrait n-BuOH de H. lippii sur le ton basal du colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

AcOEt Lippii-basal

Figure V.9 : Effet de ’extrait AcOEt de H. lippii sur le ton basal du colon distal du rat
3.5.1.2. Effet des extraits sur la precontraction induite par KCI

Différemment, dans le tissu précontracté par KCI (50mM), Le Emax de l'extrait AcOEt
était plus élevé que celui de l'extrait n-BuOH (figure V.14.B et tableau V.3). Ce qui est
intéressant, c’est que l'extrait AcCOEt a inversé le ton colonique induit par KCI (50 mM) (figure

V.14.B et tableau V.3).

nBuUOH Lippii-KCI50mM

Figure V.10 : Effet de I’extrait n-BuOH de H. lippii sur la précontraction induite par KCI
(50mM) du colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

AcOEt Lippii—KCI50mM

Figure V.11 : Effet de I’extrait AcOEt de H. lippii sur la précontraction induite par KCI
(50mM) du colon distal du rat).

3.5.1.3. Effet des extraits sur la précontraction induite par Ach

Il n'y avait pas de différence dans le Emax des deux extraits sur ce protocole (Fig. V.14.B
et Tableau V.3). Les deux extraits provoquaient une relaxation marquée du c6lon distal du rat
induite par Ach (1-3uM), ce qui apportait le ton du muscle lisse & des valeurs inférieures au
niveau de base (avant précontraction induite par Ach) (figure V.14.C et tableau V.3); le Emax
était similaire pour les deux extraits. Cependant, ’EC50 de l'extrait AcOEt était inférieure a

celui de I'extrait n-BuOH (figure V.14.C et tableau V.3).

Figure V.12 : Effet de I’extrait n-BuOH de H. lippii sur la précontraction induite par Ach (1-

3 uM) du colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

AcOEt Lippii~Ach10uM

Figure V.13 : Effet de I’extrait AcOEt de H. lippii sur la précontraction induite par Ach (1-3
uM) du colon distal du rat

Tableau V.3 : Emax (%) et CE50 (mg/ml) valeur des extraits n-BuOH et AcOEt de
Helianthemum lippii sur le ton basal, précontraction induite par KCl-ou- Ach du colon distal

du rat
Emax (%) EC50 (mg/ml)
n-BuOH AcOEt p n-BuOH  AcOEt p
valeur valeur
Ton Basal 35.59+4.69 25.31+2.21  0.08 1,74+0,25 0,37+£0,06 0,001
Précontraction 67,5048,11 117,05+6,84 0,0034 1,03+0,2 0,99+0,26 0,9155
induite par KCI 1

Précontraction  127,79+15,96 150,80+18,85 0,4143  1,41+0,33 0,40+0,11 0,009
induite par Ach

Valeurs exprimées en +S.E.M de 6 expériences différentes.
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Figure V.14. Courbes concentration-réponse des extraits acétate d’éthyle (AcOEt) et n-
Butanol, (n-BuOH) de I’espéce Helianthemum Lippii sur le ton basal (A), précontraction induite
par KCI (50mM) (B) ou Ach (1-3 uM) (C) du colon distal du rat.
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Chapitre V Etude pharmacologique
3.5.2. Résultats des extraits de Cymbopogon schoenanthus

3.5.2.1. Effet des extraits sur le ton basal du colon distal

Tous les extraits de C. schoenanthus ont provoqué une relaxation dépendante de la
concentration du ton basal du célon distal du rat (figure V.27). Concernant I'effet direct sur le
ton basal, tous les extraits ont diminué le ton basal sans aucune différence dans I'Emax (figure

V.27 et tableau V.4). Cependant, il y avait des différences dans ’'EC50 entre les différents
extraits (figure V.27 et tableau V.4) : le EC50 de l'extrait n-BuOH (9,11 + 4,85 mg / ml) était
supérieure a celui de I'extrait AcOEt (0,73 £ 0,52 mg / ml ; p <0,05), I’extrait CHCls (0,86 +
0,35 mg / ml, p <0,01) et le précipité des parties aériennes (0,67 + 0,38 mg / ml, p <0,05).

n-BuOH Cymbo-basal

Figure V.15 : Effet de I’extrait n-BuOH de C. schoenanthus sur le ton basal du colon distal
du rat

AcOEt Cymbo-basal

Figure V.16 : Effet de I’extrait AcOEt de C. schoenanthus sur le ton basal du colon distal du
rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

CHCI3 Cymbo-basal

Figure V.17 : Effet de I’extrait CHCls de C. schoenanthus sur le ton basal du colon distal du
rat

PRoots Cymbo-basal

Figure V.18 : Effet du Précipité Racines de C. schoenanthus sur le ton basal du colon distal
du rat

PAerial Cymbo-Basal

Figure V.19 : Effet du Précipité Parties aériennes de C. schoenanthus sur le ton basal du
colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

3.5.2.2. Effet des extraits sur la précontraction induite par KCI

Chacune des précontractions induites par KCI (50mM) ont également été diminuées par
tous les extraits de maniere dépendante de la concentration, bien que le profil de la réponse soit
différent entre les extraits (figure V.28.A). Sauf pour I'extrait n-BuOH, tous les extraits ont
totalement inversé le ton du cdlon induit par KCI 50 mM (figure V.28.A et tableau V.4). En
effet, lI'extrait de n-BuOH était celui qui présentait le plus faible Emax (69,75 £ 9,40%) de

précontraction induite par le KCI, qui était significativement plus faible que celle de I'extrait
AcOEt (120,87 = 10,08%, p <0,05) et I’extrait CHCls (132,42 + 8,71 % ; p <0,01). Les EC50
des extraits n-BuOH (0,34 + 0,10 mg / ml) et AcOEt (0,31 + 0,06 mg / ml) étaient similaires,
mais supérieurs a ceux des trois autres extraits (CHCIs : 0,03 + 0,004 mg / ml, p <0,01 ; P.
Racines : 0,03 + 0,01 mg / ml, p <0,01; P. Aériennes: 0,03 + 0,005 mg / ml, p <0,01).

n-BuOH Cymbo-KCI50mM

Figure V.20 : Effet de I’extrait n-BuOH de C. schoenanthus sur la précontraction induite par
KCI (50 mM) du colon distal du rat

AcOEt Cymbo-KCI50mM

Figure V.21 : Effet de I’extrait AcOEt de C. schoenanthus sur la précontraction induite par
KCI (50 mM) du colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique

CHCI3 Cymbo-KCI50mM

Figure V.22 : Effet de I’extrait CHCIz de C. schoenanthus sur la précontraction induite par
KCI (50 mM) du colon distal du rat

PRoots Cymbo-KCI50

Figure V.23 : Effet du précipité Racines de C. schoenanthus sur la précontraction induite par
KCI (50 mM) du colon distal du rat

P.Aerial Cymbo-KCI50

Figure V.24 : Effet du précipité Parties aériennes de C. schoenanthus sur la précontraction
induite par KCI (50 mM) du colon distal du rat
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Chapitre V Etude pharmacologique
3.5.2.3. Effet des extraits sur la precontraction induite par Ach

De méme, tous les extraits ont totalement inversé la contraction du cdlon distal du rat
induite par Ach (1-3 uM, Fig. V.28 B et Tableau V.4). Méme si l'extrait n-BuOH a donné le
plus faible Emax et I'extrait ACOEt a le Emax le plus élevé (99,46 + 9,83% vs 143,98 + 6,26%,
p <0,05). Il n'y avait pas d'autres différences dans le Emax entre les extraits avec précontraction
induite par 1’Ach (figure V.28.B et tableau V.4). Concernant la EC50, les extraits n-BuOH et
AcOEt ont montré des valeurs de EC50 similaires (1,10 £ 0,51 mg / ml vs 1,31 + 0,15 mg / ml,

respectivement, p> 0,05), supérieures a celles des trois autres extraits (CHCI3: 0,04 + 0,01 mg
/ ml, p <0,05; P. Racines: 0,03 + 0,01 mg / ml, p <0,05; P. Aérienne: 0,03 £ 0,01 mg / ml, p
<0,05).

n—-BuOH Cymbo-Ach1uM

Figure V.25: Effet de I’extrait n-BuOH de C. schoenanthus sur la précontraction induite par
Ach (1-3uM) du colon distal du rat

Figure V.26: Effet de ’extrait AcOEt de C. schoenanthus sur la précontraction induite par

Ach (1-3uM) du colon distal du rat Les autres données des autres extraits et précipités ont été
analysés et enregistrés par un logiciel et non sur papier.
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TableauV.4 : Valeurs Emax (%) et EC50 (mg/ml) des extraits n-BuOH, AcOEt, CHCIs, P.
Racines et P. P aériennes de C. shoenanthus sur le ton basale, contraction induite par KCI- ou-
Ach sur le colon distal du rat.

Emax (%) Valeur p EC50(mg/ml)  Valeur p

Ton basale 0.1105 0.0093

n-BuOH 15.90+3.40 9.11+4.85

AcOEt 4.95+1.31 0.73+0.52

CHCI3 24.25+4.67 0.86+0.35

P. Racine 18.56+3.89 4.26+1.27

P. P aériennes 21.41+5.65 0.67+0.38
Précontraction induite par KCI

n-BuOH 69,75+9,40  0,0034 0,34+0,10 0,0001

AcOEt 120,87+10,08 0,31+0,06

CHCI3 132,42+8,71 0,03+0,00

P. Racines 108,67+16,97 0,03+0,01

P. P aériennes 112,24+6,00 0,03+0,00
Précontraction induite par Ach

n-BuOH 99,46+9,83  0,0338 1,10+0,51 0,0012

AcOEt 143,98+6,26 1,31+0,15

CHCIs 126,23+5,14 0,04+0,01

P. Racines 126,22+13,45 0,03+0,01

P. P aériennes 123,06+4,79 0,03+0,01

Valeurs exprimées en £S.E.M de 6 expériences difféerentes.
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Extract (mg/ml)

ButOH extract
EtOAc extract
CHCI3 extract
Precipitate Roots

Precipitate Aerial parts

B0

Effect on basal tone (%KClI)

Figure V.27 : Courbes concentration-réponse des extraits chloroforme (CHCIz), acétate
d’éthyle (EtOAc), n-Butanol (ButOH) et des précipités des racines (Precipitate Roots) et des
parties aériennes (Precipitate Aerial parts) de Cymbopogon schoenanthus sur le ton basal du
colon distal du rat.
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Figure V.28 : Courbes concentration-réponse des extraits chloroforme (CHCIs), acétate
d’éthyle (EtOAc), n-Butanol (n-BuOH) et des precipités des racines (Precipitate Roots) et des
partie aériennes (Precipitate Aerial) de Cymbopogon schoenanthus sur la précontraction induite
par KCI (50 mM) -ou- Ach (1-3uM) du colon distal du rat.

3.6. Discussion

La présente étude montre, pour la premiére fois, que plusieurs extraits de plantes
Algériennes H. lippii et C. schoenanthus provoquent une relaxation marquée sur le célon distal

du rat.

3.6.1. Helianthemum lippii
H. lippii est largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour plusieurs

pathophysiologies de brilures, de troubles respiratoires et digestifs ou d'hémorroides (102) a la
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diarrhée infectieuse (80, 81, 88, 102, 107), vraisemblablement en raison de ses effets
antiseptiques, analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires (102). La plante est ingérée
sous forme de décoction et de thé pour des problemes gastro-intestinaux, mais aussi dans des
cataplasmes et des pommades et appliquée directement sur les plaies infectées ou les brilures
(84). Bien que ces pratiques passent de génération en genération, il n'y a presque aucune preuve
scientifique pour soutenir les utilisations folkloriques de H. lippii. Ainsi, cette étude contribue
a commencer a déméler les mécanismes qui soutiennent les effets connus de H. lippii Nous
avons testé deux extraits (n-BuOH et AcOEt) de la plante sur la réactivité du cdlon distal du rat
puisque nous avons focalisé notre attention sur son utilisation dans des conditions gastro-
intestinales.

Nos resultats suggerent que les deux extraits n-BuOH et AcOEt de H. lippii relaxent le
cblon distal du rat en interférant avec la neurotransmission cholinergique, a savoir en bloquant
les récepteurs muscariniques M2 et / ou M3 situés sur les cellules musculaires lisses, qui est le
mécanisme clé déclenchant la contraction colique (289, 290). Nous proposons ce mécanisme
putatif parce que les deux extraits ont provoqué une relaxation marquée du colon distal du rat
qui a été pré-contracté avec Ach. En effet, pour les deux extraits, I'effet était assez fort pour
inverser totalement la précontraction induite par Ach. L'effet des extraits pourrait eégalement
résulter du blocage des canaux Ca? * dépendants de la tension, puisqu'ils ont également relaché
le colon distal du rat qui a été pré-contracté avec du KCI (291). Cette interférence des extraits
de H. lippii avec la neurotransmission cholinergique et les courants Ca?* semble étre marquée
et méme opérer sur la régulation du ton tonique colonique, puisque les deux extraits provoquent
une relaxation légere et similaire du ton basal du colon distal du rat. La relaxation sur les tissus
précontractés avec 1’Ach a amené le ton du c6lon au-dessous des niveaux de base. Cet effet
relaxant marqué de H. lippii peut représenter un mécanisme par lequel il soulage les troubles
digestifs, comme la douleur abdominale ou les conditions associées a une motilité altérée,
comme la diarrhée.

La source exacte des effets rapportés ici pour les deux extraits est limitée par le manque
d'informations précises sur la composition phytochimique. La présence de flavonoides, de
tanins, de glycosides, de composés phénoliques simples, de sucres réducteurs libres et de
saponines a été identifiée dans un extrait méthanolique de H. lippii (92). En outre, il a été trouvé
que les composés phénoliques totaux, les flavonoides et les tanins sont présents dans l'extrait
acetate d'éthyle de H. lippii (292). Nos données pourraient résulter de I'équilibre entre l'effet

des composants relaxants et contractiles des extraits testés. En effet, il est connu que les

139



flavonoides d'une grande variété de plantes inhibent la motilité intestinale (293-295), étant
capables de relaxer I'iléon du rat (296). Cependant, les saponines peuvent contracter des
préparations d'estomac isolées (297). Des études futures avec des contrbles synthétiques
appropriés seront tres importantes pour déterminer cette question, qui sera également tres
pertinente pour expliquer les différences que nous avons pu trouver entre les deux extraits :
I'extrait ACOEt était plus efficace en relaxant la précontraction induite par KCI que I'extrait n-

BuOH, et était plus puissant en relaxant a la fois le ton basal et le c6lon précontracté par 1’ Ach.
3.6.2. Cymbopogon schoenanthus

C. schoenanthus est une graminée indigene en Asie (8) mais a été distribuée en Afrique,
notamment en Algérie (115), ou elle a été utilisée en médecine traditionnelle. Ses utilisations
sont tres larges et comprennent des problemes gastro-intestinaux, des états douloureux et
inflammatoires (237), des maladies infectieuses (161, 208, 237, 298, 299), rénales (144), et le
stress (157) Particulierement en ce qui concerne les problemes gastro-intestinaux, C.
schoenanthus a été utilisée car elle a des effets antispasmodiques (119), anti-diarrhéiques et
anti-flatulents (237, 238), Cependant, il n'y a presque aucune information sur les mécanismes
putatifs soutenant l'utilisation de C. schoenanthus en médecine traditionnelle. Dans cette étude,
nous avons contribuée a éclaircir cette question en testant plusieurs extraits de la plante sur le
cblon distal du rat, afin de chercher une explication pour son utilisation dans les pathologies

gastro-intestinales.

Nous avons effectué trois protocoles expérimentaux afin d'évaluer l'effet des extraits
directement sur le ton basal du muscle lisse du colon et sur le ton colique induit par KCI et Ach.
La transmission cholinergique est le mécanisme le plus important de la contraction colique
(289), par la libération de Ach et l'activation subséquente des récepteurs muscariniques M2 et
M3 dans le muscle lisse du c6lon (290). Dans notre étude, les extraits de C. schoenanthus ont
été ajoutés aprés une pré-contraction induite par Ach stable, ils I’ont totalement inversé. Ces
résultats suggeérent que certains composants de C. Schoenanthus pourraient avoir la capacité de
bloguer les récepteurs muscariniques M2 et / ou M3, inhibant ainsi les contractions induites par
Ach. Une étude in vitro utilisant I'nuile essentielle des feuilles fraiches de C. schoenanthus de
la région montagneuse du sud de la Tunisie a montré une activité acétylcholinestérase (150).
Puisque nous avons utilisé 1’ Acétylcholine pour la precontraction de certaines préparations et
gue nous n'avons pas utilisé d'inhibiteur de l'acétylcholinestérase, nous ne pouvons exclure la

possibilité que la diminution du ton musculaire lisse observée aprés l'ajout des extraits aux
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préparations précontractées induites par Ach soit une conséquence de dégradations
d’Acétylcholine.

Lorsque les extraits de C. schoenanthus ont été ajoutés aprés une pré-contraction induite
par KCI stable, ils ont également totalement inversé cette pré-contraction (seul I'extrait de n-
BUuOH a inversé la précontraction induite par KCI de maniére moindre). Le KCIl a 50 mM
provoque la contraction du muscle lisse en ouvrant des canaux Ca?* dépendants de la tension,
favorisant ainsi I'entrée du Ca?* dans la cellule et par conséquent, la contraction du muscle lisse
(291). Ainsi, nos résultats suggerent que C. Schoenanthus a des composants qui ont la capacité
de bloquer les canaux Ca?*, inhibant ainsi les contractions induites par le KCI. Ces éléments
pourraient étre les mémes que ceux ayant une activité anticholinergique ou autres. Une étude
avec le vérapamil, un bloqueur des canaux calciques, a montré une fréquence réduite de

contractions géantes migratrices de l'intestin gréle enflammé et la diarrhée associée (300).

De fagon surprenante, tous les extraits testés ont provoqué une relaxation directe du ton
musculaire lisse basal du c6lon distal du rat. Nous n'avons aucune explication pour cela
maintenant. Cependant, puisque le ton basal du c6lon dépend généralement de la transmission
cholinergique et des courants Ca? * il est possible que les composants de C. schoenanthus
bloguent la régulation tonigue du ton du muscle lisse du cdlon, provoquant ainsi une relaxation
du tonus basal. Fait intéressant dans ce contexte, tous les extraits (excepté le n-BuOH) ont
donné des effets maximums supérieurs a 100% (jusqu'a 143%) sur les précontractions induites
par KCI et Ach, ce qui indique que le ton musculaire lisse descendait a des niveaux inférieurs

plus bas que la ligne basale originale.

La composition de C. schoenanthus n'est pas complétement élucidée, mais les données de
la littérature mettent en évidence la présence de terpenes (177), tanins, saponines, saponines,
flavonoides, alcaloides, triterpenes, baumes, glycosides cardiotoniques, glycosides, stéroides et
huiles volatiles (154, 178).Avec les protocoles utilisés dans notre étude, nous ne pouvons pas
dire quels composants sont responsables des relaxations observées du muscle lisse du rat.
Cependant, certains des composants rapportés comme étant présents dans C. schoenanthus ont
été identifies comme capables de moduler le ton musculaire lisse. Par exemple, les flavonoides
peuvent se détendre (296) et inhiber les contractions spontanées (301) de l'iléon du rat,
contribuant ainsi aux effets antispasmodiques rapportés précédemment (293-295). En outre, les
flavonoides provoquent une relaxation endothélium-dépendante de l'aorte de rat (302) et des

bandes de corps caverneux (303). D’autre part, les saponines peuvent contracter des
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préparations gastriques isolees (297) et les glycosides cardiaques contractent le jéjunum isolé
(304). D'autres composants, comme les alcaloides (305-307) ou les huiles volatiles (308) ont

été signalés comme ayant des effets contractiles et relaxants.

Dans notre étude, le profil de I'effet relaxant n'était pas le méme pour tous les extraits. Bien
qu'il n'y ait pas de différences dans l'effet maximal induit sur le tonus basal, I'extrait n-BuOH
était généralement moins efficace que les autres extraits, la différence étant statistiquement
significative par rapport a I'extrait AcOEt. L'extrait n-BuOH était également le moins puissant
dans la diminution du ton basal du cdlon. Ces résultats différentiels refletent probablement la
nature des composés extraits par les différents solvants utilisés. La caractérisation de la
composition des différents extraits et dosages fonctionnels en utilisant des composés purifiés

pourrait clarifier les différences observées.

Les différents extraits de C. schoenanthus testés ont provoque une relaxation marquée du
cblon distal de rat isolé, soit directement appliqué sur le ton basal, soit lors des tests sur pré-
contraction induite par KCI et Ach. Ces resultats soutiennent l'utilisation de C. schoenanthus
en médecine traditionnelle, a savoir en tant qu'antispasmodique pour les maladies gastro-

intestinales.

3.7. Etude de comparaison de D’effet sur le colon distal entre les

extraits AcCOEt et n-BuOH de C. schoenanthus et H. lippii

3.7.1. Effet sur le ton basal du colon distal
Les extraits ACOEt et n-BuOH de C. schoenanthus et H. lippii ont provoqué une relaxation

dépendante de la concentration du ton basal du c6lon distal du rat (Fig V.29)

Concernant l'effet direct sur le ton basal, les extraits ACOEt et de n-BuOH de H. lippii ont
diminué le ton basal du c6lon distal du rat plus marqué que les extraits correspondants de C.
schoenanthus (Fig. V.29 et Tableau V.5). De plus, l'extrait n-BuOH de C. schoenanthus a
diminué le ton basal nettement plus que I'extrait ACOEt de cette plante (Fig. V.29 et Tableau
V.5). Il n'y avait aucune différence dans l'effet relaxant de I’extrait AcOEt et I’extrait n-BuOH
de H. lippii (Fig.V.29 et Tableau V.5). Concernant la puissance des extraits, nous n'avons pu
observer que l'extrait AcCOEt de H. lippii qui était plus puissant que I'extrait AcOEt de C.
schoenanthus (Fig. V.29 et Tableau V.5).
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Figure V.29 : Courbes concentration-réponse des extraits d'acétate d'éthyle (AcOEt) et de n-
Butanol (n-BuOH) de C. schoenanthus et H. lippii sur le ton basal du c6lon distal du rat.
Reésultats exprimes en% de la contraction induite par 125 mM de KCI. n = 5-7 rats dans chaque
groupe.

Tableau V.5 : Effet maximal (Emax; %) et concentration de I'extrait provoquant 50% de la
réponse maximale (CE50; mg / ml) pour les extraits n-BuOH et AcOEt de C. schoenanthus et

de H. lippii sur le ton basal du cdlon distal du rat.

Extraits C. schoenanthus Extraits H. lippii
n-BuOH AcOEt n-BuOH AcOEt
Ton basal
Emax (%) 15.90+3.40 4.96+1.31* 35.59+4.69* 25.31+2.21%
CEso (mg/ml) 9.11+4.85 0.73+0.52 1.74+0.25 0.37+0.06*

Les valeurs sont moyennes + S.E.M., n = 5-7 rats dans chaque groupe. * p <0,05 par rapport a

I'extrait n-BuOH correspondant ; #p <0,05 vs I'extrait correspondant de C. schoenanthus.
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3.7.2. Effet sur sur la précontraction induite par KCI (50 mM) et Ach (1-3
UM)

La précontraction induite par KCI et Ach du cblon distal du rat a également été diminuée
par tous les extraits étudiés de maniére dépendante de la concentration, bien que le profil de la
réponse a été différent entre les extraits (figure V.30 et tableau V.6).

Effecton KCl-induced precontraction Effecton Ach-induced precontraction

C.shoenanthus - n-BuOH extract
C.shoenanthus - EtOAc extract

.lippii- n-BuOH extract

CRCEN B

H. lippii- EtOAc extract

Log [Extract (mg/ml)] Log [Extract (mg/ml)]

Figure V.30 : Courbes de concentration-réponse des extraits d'acétate d'éthyle (AcOEt) et de
n-Butanol (n-BuOH) de C. schoenanthus et H. lippii sur le c6lon distal du rat précontracté avec
KCI 50 mM (a gauche) ou Ach (1- 3 uM ; a droite). Résultats exprimés en% du niveau de
précontraction. n = 5-7 rats dans chaque groupe.

Les extraits ACOEt de C. schoenanthus et H. lippii ont totalement inversé la précontraction
induite par KCI (50 mM) et Ach (1- 3 uM) du cdlon distal du rat (Fig. V.30 et Tableau V.6).
Quant aux extraits de n-BuOH des deux plantes, ils ont retourné I’effet sur le c6lon précontracté
Ach mais pas sur le colon qui a été précontracté avec KCI (Fig.V.30 et Tableau V.6). En effet,
I'extrait n-BuOH était celui qui présentait la valeur la plus basse de Emax sur la précontraction
induite par le KCI (69,75 + 9,40% et 67,50 = 8,11% pour C. schoenanthus et H. lippii,

respectivement)

La relaxation provoquée par les extraits ACOEt était plus elevée que celle provoquée par
les extraits n-BuOH (Fig.V.28 et Tableau V.6), mais l'effet maximum était similaire pour
chaque extrait des deux plantes différentes (Fig.V.28 et Tableau V.6). En ce qui concerne la
contraction induite par le KCI, les valeurs CE50 des extraits ACOEt et n-BuOH de H. lippii
étaient plus élevées que les valeurs CE50 des extraits correspondants de C. schoenanthus (Fig.
V.28 et Tableau V.6). Cependant, les valeurs de CE50 de I'extrait ACOEt de H. lippii étaient
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inférieures a celles de l'extrait ACOEt de C. schoenanthus (Fig. V.28 et Tableau V.6) lorsque

nous avons compare la contraction induite par Ach.

Tableau V.6. Effet maximal (Emax; %) et concentration de I'extrait provoquant 50% de la
réponse maximale (CE50; mg / ml) pour les extraits de n-BuOH et AcOEt de C. schoenanthus

et de H. lippii sur le c6lon distal du rat précontracté avec KCI 50 mM ou Ach 1-3 M.

Extraits C. schoenanthus Extraits H. lippii
n-BuOH AcOEt n-BuOH AcOEt

KCl-precontraction

Emax (%) 69.75+9.40 120.90+10.08* 67.50+£8.11 117.10+6.84*
CEso (mg/ml) 0.34+0.10 0.31+0.06 1.03+0.21% 0.99+0.27%
Ach-precontraction

Emax (%) 99.46+9.83 144.00+6.26* 127.80+15.96 150.80+18.85
CEso (mg/ml) 1.10+0.51 1.31+0.15 1.41+0.33 0.40+0.11**

Les valeurs sont moyennes + S.E.M., n = 5-7 rats dans chaque groupe. * p <0,05 par rapport a

I'extrait de n-BuOH correspondant ; #p <0,05 vs I'extrait correspondant de C. schoenanthus.

3.7.3. Analyse de la variance bidirectionnelle pour détection d’interaction

entre les extraits

Une analyse de variance bidirectionnelle a montré qu'il n'y avait pas d'interaction entre les deux
facteurs étudiés (plante et extrait) pour Emax ou CE50 pour l'effet relaxant sur le ton basal, la
précontraction induite par le KCI (50 mM) ou I'Ach (1- 3 uM (tableau V.7)
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Tableau V.7. Analyse bidirectionnelle de la variance (ANOVA) de l'effet des deux extraits
(AcOEt et n-BuOH) des deux plantes (C. schoenanthus et de H. lippii).

2-way ANOVA
Interaction Plante Extrait
Ton basal
Emax (%0KCI) 0.9221 <0.0001 0.0068
CEso (mg/ml) 0.1249 0.0934 0.0397
KClI-precontraction
Emax (%KCI) 0.9347 0.7524 <0.0001
CEso (mg/ml) 0.9754 0.0005 0.8380
Ach-precontraction
Emax (%KCI) 0.4092 0.2188 0.0352
CEso (mg/ml) 0.0862 0.3741 0.2483

3.7.4. Evaluation de I’effet des composés majeurs identifiés dans les extraits

Nous avons également évalué I'effet de certains composés majeurs identifiés (Chapitre 1V,
tableau 1V.2) ; sur la précontraction induite par Ach du c6lon de rat. Acide gallique (1,7 mg /
ml; présent dans I'extrait ACOEt de C. schoenanthus et H. lippii), Acide 4-hydroxybenzoique
(1,4 mg / mL; présent dans I'extrait n-BuOH de H. lippii), acide sinapique (1,5 mg/ mL; présent
dans l'extrait AcOEt de C. schoenanthus), et la diosmine (7,2 mg / ml; le principal composé
trouvé dans l'extrait n-BuOH de C. schoenanthus) ont completement neutralisé la
précontraction induite par I'Ach et ont encore diminué le ton basal du muscle lisse du c6lon de
11%, 32%, 64% et 92%, respectivement (Fig.V.31).
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L'acide gentisique, a une concentration semblable a celle présente dans I'extrait n-BuOH
de C. schoenanthus (0,4 mg / mL), n'a pas modifié la précontraction induite par Ach. Cependant,
il a completement neutralisé la précontraction induite par Ach et a encore diminué le ton basal
du muscle isse du c6lon de 9% et 42% a des concentrations similaires a celles présentes dans
les extraits n-BuOH (1,4 mg / mL) et AcOEt (4,1 mg/ mL) de H. lippii (Fig.V.32).

L'acide vanilligue n'a pas non plus modifié la précontraction induite par Ach a une
concentration semblable & celle présente dans I'extrait n-BuOH de C. schoenanthus (0,2 mg /
mL). Mais, il a contrecarré la précontraction induite par Ach a 1,1 mg / mL (présent dans
I'extrait ACOEt de H. lippii) et a encore diminué le ton basal du muscle lisse du c6lon de 28%
a 3,7 mg / mL (présent dans l'extrait n-BuOH de H. lippii) (Fig.V.32). La rutine n'a eu aucun
effet a 2 mg / mL (présente dans I'extrait n-BuOH de C. schoenanthus) mais elle a diminue le
ton basal du muscule lisse du célon a 0,2 mg / mL (présent dans I'extrait AcOEt de C.
schoenanthus) (Fig.V.32).
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Figure V.31 : Effet relaxant de l'acide gallique 1,7 mg / ml (en haut a gauche), de l'acide 4-
hydroxybenzoique 1,4 mg / ml (en haut a droite), de I'acide sinapique 1,5 mg / ml (en bas a
gauche) et de la diosmine (7,2 mg / ml) sur le cdlon distal de rat précontracté avec Ach (1-3

UM). Résultats exprimés en% du niveau de précontraction. n = 3 rats dans chaque groupe.
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Figure V.32: Effet relaxant de I'acide gentisique (en haut), de l'acide vanillique (au milieu) et
de la rutine (en bas) sur le cdlon distal du rat précontracté avec Ach (1-3 uM). Résultats

exprimés en% du niveau de précontraction. n = 3 rats dans chaque groupe
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3.7.5. Discussion des résultats

Notre étude a permis de caractériser la composition de ces extraits, dont les différences

pourraient étre associées a I'effet fonctionnel observé.

Dans cette étude, nous avons contribué a soutenir l'utilisation de C. schoenanthus et H. lippii
dans les problemes gastro-intestinaux, plus précisément ceux qui affectent le célon, comme la
diarrhée ou les spasmes. En effet, bien que C. schoenanthus et H. lippii soient utilisées en
medecine traditionnelle, sous forme d'infusions, de décoctions ou de poudre, pour le traitement
des problemes gastro-intestinaux, il n'y avait presque aucune information sur l'effet soutenant
leur utilisation. C. schoenanthus a été utilisée en médecine traditionnelle parce qu'elle avait des
effets antispasmodiques (119), anti-diarrhéiques et anti-flatulents (237, 238)

Pour atteindre notre objectif, nous avons préparé et caractérise des extraits AcCOEt et n-
BuOH des deux plantes. Comme il n'y avait aucune information sur I'effet de ces extraits sur le
cblon, aprés caractérisation des extraits, nous avons mené trois protocoles expérimentaux afin
d'obtenir des informations globales sur I'effet des extraits directement sur le ton basal du muscle

lisse colique et sur le ton colique induit par KClI et Ach.

Dans notre etude, les extraits ACOEt ou n-BuOH de C. schoenanthus et H. lippii ont
totalement inversé la précontraction induite par Ach. L'extrait ACOEt de C. schoenanthus et H.
lippii a également totalement inversé la précontraction induite par KCI. Differemment, l'extrait
n-BuOH des deux plantes a diminué la précontraction induite par le KCI mais ne I'a pas abolie.
Nous avons choisi de précontracter le colon distal avec Ach et KCI car ce sont des
contracturants cruciaux du célon. En fait, la transmission cholinergique est le mécanisme le
plus pertinent de contraction colique (289) par la libération d'Ach et l'activation subséquente
des récepteurs muscariniques M2 et M3 dans le muscle lisse colique (290). De plus, le KCI a
50 mM provoque une contraction indépendante du récepteur du muscle lisse en ouvrant des
canaux Ca?* dépendants de la tension, favorisant ainsi I'entrée de Ca?* dans la cellule et, par
conséquent, la contraction du muscle lisse (291). Nous n'avons pas testé I'effet direct des
composeés isolés vraisemblablement identifiés sur les précontractions induites par Ach ou KCI.
Pourtant, nos résultats suggerent que certains composants des extraits ACOEt et n-BuOH de C.
schoenanthus et H. lippii pourraient avoir la capacité de bloquer les récepteurs muscariniques
M2 et/ ou M3 et/ ou les canaux Ca?* antagonisant ainsi les induits par Ach et / ou contractions

induites par KCI (respectivement).
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Les composants de I’extrait n-BuOH semblent étre moins efficaces dans la précontraction
induite par KCI. A l'avenir, avec des expériences utilisant des composés isolés, il pourrait étre
possible de savoir si ces composants ayant une capacité de blocage des canaux calciques sont
les mémes que ceux ayant une activité anticholinergique ou autres. Fait intéressant, une étude
in vitro utilisant I'huile essentielle des feuilles fraiches de C. schoenanthus de la région
montagneuse du sud de la Tunisie a montré une activité anti acétylcholinestérase (150). Etant
donné que nous avons utilisé Ach pour la précontraction de certaines préparations et que nous
n'avons pas utilisé d'inhibiteur de l'acétylcholinestérase, nous ne pouvons pas exclure la
possibilité que la diminution du ton du muscle lisse observée aprés l'ajout des extraits aux
préparations induites par I'Ach soit une conséquence de la dégradation de Ach. Egalement
pertinente, une étude avec le vérapamil, un bloqueur des canaux calciques, a montré une
fréquence réduite des contractions migratoires géantes de l'intestin gréle enflammé et de la

diarrhée associée (300).

Les résultats différentiels obtenus dans cette étude reflétent probablement la composition
différente des extraits testés. Les résultats de I'analyse HPLC-TOF / MS des extraits ACOEt et
n-BuOH de C. schoenanthus et H.lippii suggérent la présence de différents polyphénols, a
savoir les acides phénoliques et les flavonoides, comme indiqué précédemment dans d'autres
études (92, 154, 178, 292). Dautres études de la littérature ont également signalé la présence
de terpénes (177), de tanins, de saponines, de glycosides de saponine, d'alcaloides, de
triterpénes, de baumes, de glycosides cardiaques, de glycosides, de stéroides et d'huiles volatiles
(154, 178) dans des extraits de C. schoenanthus. Concernant H. lippii, il a également été signalé

la présence de tanins, glycosides, sucres réduits libres et saponines (92, 292).

Certains des composés identifiés dans les extraits testés ont été décrits comme des relaxants
du muscle lisse du rat, en particulier les flavonoides (296, 301-303). A I'opposé, les saponines
peuvent contracter des préparations d'estomac isolées (297) et les glycosides cardiaques
contractent le jéjunum de rat isolé (304). D'autres composants, comme les alcaloides (305-307)

ou les huiles volatiles (308) auraient des effets contractiles et relaxants.

Nos données fonctionnelles résultent trés probablement de I'équilibre entre I'effet des
composants relaxants et contractiles de chacun des extraits testés et des interactions entre les
composants de chaque extrait. De plus, d'un point de vue translationnel, I'identification du
principal composé actif devrait également prendre en compte la biodisponibilité des

composants en solution aqueuse, car il s'agit de l'usage traditionnel habituel de ces plantes.
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L'effet relaxant de I'extrait ACOEt de C. schoenanthus pourrait étre lié, au moins en partie, a la
présence de la catéchine (309, 310), de la rutine (150, 311) l'acide sinapique (312) et l'acide
gallique (313). Nos donnees fonctionnelles avec certains des principaux composés identifiés
ont montré que la capacité relaxante de ces composés pouvait étre classée comme acide
sinapique> acide gallique> rutine. Fait intéressant, bien que la rutine soit I'un des composants
prédominants, elle est peu absorbée en raison de la métabolisation par la microflore intestinale
(314). De plus, la biodisponibilité de la catéchine (315), de l'acide gallique (316) et de l'acide
sinapique (317) est faible par rapport a d'autres composants moins prédominants du méme
extrait ou des autres. Remarquablement, l'extrait n-BuOH de C. schoenanthus était
essentiellement le plus riche en diosmine (en fait, c'était le seul composant pertinent identifié
dans cet extrait), qui a également un effet vasorelaxant dans différents modeles expéerimentaux
de maladies cardiovasculaires (318, 319) et sa biodisponibilité est connue comme élevée (320).
En utilisant notre protocole, nous avons montré que la diosmine provoquait une relaxation tres
marquée du cblon de rat tandis que d'autres composants mineurs comme les acides gentisique

ou vanillique ou la rutine n‘avaient aucun effet aux concentrations présentes dans cet extrait.

Difféeremment, les acides gentisique et vanillique représentent ensemble plus de 50% de la
composition de chaque extrait de H. lippii et les deux extraits de H. lippii ont provoqué une
relaxation plus marquée du c6lon distal du rat que ceux de C. schoenanthus. Ces composés ont
été décrits comme capables d'induire une relaxation des muscles lisses (321, 322) et en
particulier I'acide vanillique a une biodisponibilité élevée (323). De plus, l'acide gallique s'est
avére étre un autre composant des extraits ACOEt des deux plantes, et il a également été decrit
comme un vasodilatateur pertinent (313). Aussi pour ces composés, nous avons montré des
preuves directes qu’ils sont de puissants relaxants du colon de rat, 1'ordre de classement étant
l'acide gentisique> acide gallique> acide vanilligue dans I'extrait AcOEt et l'acide 4-

hydroxybenzoique> acide vanillique> acide gentisique dans I'extrait n-BuOH.

3.8. Conclusion

Dans cette étude, tous les extraits ont montré un effet relaxant marqué sur le cdlon distal de
rat isolé qui pourrait représenter un mécanisme sous-jacent a l'utilisation traditionnelle de ces

plantes pour les conditions gastro-intestinales.

Les deux extraits (AcOEt et n-BuOH) des deux plantes ont provoqué une relaxation marquée

du cdlon distal de rat isolé, soit lorsqu'ils sont appliqués directement sur le ton basal ou lorsqu'ils

151



sont testés sur la précontraction induite par KCI et Ach, ce qui est probablement lié a la

composition de chaque extrait.

Ces résultats commencent a éclairer scientifiquement I'utilisation de C. schoenanthus et H.
lippii comme plantes pertinentes pour soulager les affections gastro-intestinales, comme les
douleurs abdominales ou la diarrhée. Cependant, des études plus détaillées sont nécessaires
pour déterminer les composés et / ou les métabolites exacts responsables de I'effet observé et le

mecanisme impliqué.
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CONCLUSION GENERALE

Notre travail est porté principalement & la détermination de la composition chimique,
I’activité biologique et a 1’étude pharmacologique de Helianthemum lippii et Cymbopogon

schoenanthus, deux plantes sahariennes endémiques.

Leur endémisme ainsi que leurs usages en médecine traditionnelle étaient les principaux

critéres de sélection pour notre étude.

L’investigation phytochimique des deux especes a mené a I’isolement et 1’identification de
six métabolites secondaires. Ce résultat a été basé sur les différentes techniques
chromatographiques (CC, CCM, CLHP). Les métabolites secondaires issus des extraits CHCl3

pour H. lippii et le précipité des racines pour C. schoenanthus sont répartis comme suit :

» Deux stérols :
v’ Stigmastérol
v B- Sitostérol
» Quatre sesquiterpenes :

v (1S,4a a)-4-Methylene-6-b-(1-hydroxy-1-methylethyl)-8a b-methyl-
decahydronaphthalene-1b-ol 1S, 7S, 10S- eudesm-4(14)-en-1la-11a-diol

(hydroxy-B-eudesmol)
v 4a, 11-dihydroxy-7-epimer-eudesmandiol (7-epi-cryptomeridiol)

v' 4, 7B, 11-enantioeudesmantriol (Pterodontriol)
V' 4B,6pB,100-trihydroxy guaiane sesquiterpene (Teuclatriol).
Tous ces composés mis a part les stérols sont isolés pour la premiére fois de 1’espéce

Cymbopogon schoenanthus, ainsi que pour la famille des Poaceae.

L’identification de ces composés a €té réalisée par la combinaison des différentes méthodes
spectrales telles que : la RMN 1D (*H et 3C) et la RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC), avec

une comparaison avec les données de la littérature.

L’analyse chromatographique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus a
montré que les hydrocarbures représentaient 26,7% tandis que la fraction sesquiterpéne
atteignait 40%. Ces résultats obtenus sont différents de ceux décrits précédemment sur I'huile

de cette espéce.
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L’analyse HPLC-TOF / MS portée sur les extraits AcOEt et n-BuOH des deux espéces ; a
suggére la présence de 32 acides phénoliques et flavonoides qui étaient présents en proportion

différente dans chaque extrait.

Il s’est averé qu’avec une dose de 50 pg, les extraits de n-BuOH et AcOEt de la plante
Helianthemun lippii procurent une protection compléte de I'ADN plasmidique 46966 contre les
dommages oxydatifs causes par le peroxyde d'hydrogene (H202) photolysé par les rayons UV.
Tandis qu’avec la méme dose, les extraits de n-BuOH et AcOEt de Cymbopogon schoenanthus
n'ont montré aucun effet protecteur contre les dommages oxydatifs. Par ailleurs, la plante
Cymbopogon schoenanthus a montré plus d'effet antiprolifératif dans les lignées cellulaires
HelLa que dans les lignées cellulaires PC3. Alors que Helianthemun lippii a montré plus d'effet
antiprolifératif intéressant dans PC3 que dans les lignées cellulaires HelLa particulierement a
une concentration élevée (250 pg / ml). Cette particularité observée dans Helianthemum lippii
sur I’effet antioxydant ainsi 1’effet antiprolifératif est probablement di & sa composition en

polyphénols dont on trouve le taux élevé par rapport a celui de Cymbopogon schoenanthus.

L’¢tude pharmacologique a été portée sur les différents extraits des deux especes, et leur
effet de relaxation sur le tissu du colon distal du Rat Wistar. Tous les extraits ont montré un
effet relaxant marqué sur le célon distal de rat isolé qui pourrait représenter un mécanisme sous-
jacent a l'utilisation traditionnelle de ces plantes pour les conditions gastro-intestinales. Ces
résultats commencent a déméler le soutien scientifique a l'utilisation de C. schoenanthus et H.
lippii comme plantes pertinentes pour soulager les affections gastro-intestinales, comme les

douleurs abdominales ou la diarrhée.

Les résultats obtenus tout au long de ce travail justifient ’utilisation des deux espéces en
médecine traditionnelle. Des études plus approfondies nous aiderons a bien comprendre les

métabolites responsables de I’effet et le mécanisme impliqué.
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ANNEXES



ANNEXE |

Concentration Volume Concentration dans le bain
d’extrait requis organique
10mg/ml 10 10pg/mi
20 30ug/ml
70 100pg/ml
30mg/ml 20 300pg/mi
70 1mg/ml
100mg/ml 20 3mg/ml
70 10mg/ml
300mg /ml 200 30mg/mi
700 100mg/mi

Le volume de la dilution, a été ajouté au bain organique, pour obtenir la concentration souhaitée de

I’extrait.
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ANNEXE I1

Enregistrement du polygraphe

1g 7mm | Unexemple du calcul — Transfert de la réponse de millimétres en gramme.
x(g) 38mm

x =38/7=5,43
543¢g 26,67 mg Un exemple de calcul — Evaluation de la réponse selon le
x (g) 1000 mg

poids du tissue

x = 5,43/26,67 x 1000 = 203,55 (g/g)
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ANNEXE I

Figure V.33 : Bain organique avec le tissu monté, rempli avec la solution Krebs (37°C)
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ANNEXE IV

Figure V.34 : Bain organique avec le tissu monté, rempli avec 1’extrait de plante.
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ANNEXE V

Figure V.35 : Enregistrement des réponses sur un polygraphe (UGO BASILE S.R.1., Italie, modéles
7050 et 7070).
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Données complémentaires

Courbes d'étalonnage obtenues avec des étalons des différents phénols et flavonoides trouvés dans
les différents extraits.

Gallic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs
8 x10 6 y=611.478917 * x + 48872.119541
2.6 R*2=0.99325211
2.4+
2.2+
2,
1.8+
1.6+
1.4+
1.24
14
0.8+
0.6
0.4+

Respons

Acide gallique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 1. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Fumaric acid - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 4| y = 16.702455 * x + 435.816391
R"2 = 0.99642373

Acide fumarique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 2. Courbe d'étalonnage de l'acide fumarique
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Gentisic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y=469.414168 * x - 13065.629404
1 R*2=0.99984776

2.2
2,
1.8
1.6
1.4
1.2
1,
0.8
0.6
0.4
0.21
0,
-0.24

Responses

Acide gentisique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 3. Courbe d'étalonnage de l'acide gentisique

Chlorogenic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y =393.791341 * x - 7182.800547
7 R"2=10.99994238

1.6+

Responses

1.4
1.2

1,
0.8
0.6
0.4
0.2

Acide chlorogénique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 4. Courbe d'étalonnage de I'acide chlorogénique

Katesin - 7 Levels, 5 Levels Used, 7 Points, 5 Points Used, 0 QCs

@ x10 67y =524.362803 * x +7196.116246
1.14 R*2=0.97987727

14
0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+

04

Respons

Catéchine

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 5. Courbe d'étalonnage de la catéchine
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4-hydroxybenzoic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 64y =330.446974 * x - 1026.428571
R"2 = 0.99962664

1.4+

Responses

1.2+

14

0.8

0.6+

0.4+

Acide 4-hydroxybenzoique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 6. Courbe d'étalonnage de ’acide 4-hydroxybenzoique

protocatechuic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y = 686.557181 * x - 44925.190983
s 25’ R"2 = 0.99909277

Responses

Acide protocatechuique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 7. Courbe d'étalonnage de I’acide protocatechuique

caffeic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y = 976.498294 * x + 17205.403709
7 R*2=0.99977156

4.5+
4
3.5+
34
2.5+
2
1.5+
14

Responses

o Acide caféique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 8. Courbe d'étalonnage de 1’acide caféique
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Vanillic acid - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 5] y = 35.685070 * x - 883.032941
R"2 = 0.99979232

1.4

Responses

1.2

14

0.8+

0.6

0.4+

Acide vanillique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 9. Courbe d'étalonnage de 1’acide vanillique

Syringic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

x10 6| y=192.395176 * x - 13636.034444
R"2 = 0.99864401

0.9+
0.8+
0.7+
0.6
0.5
0.4+
0.3
0.2+
0.1+

04

Responses

A.syringique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 10. Courbe d'étalonnage de 1’acide syringique

rutin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6| y =896.872116 * x + 6595.897244
R"2 =0.99951353 @)

Responses
N w
[9)] w (9]
L L L

N
I

Rutine

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 11. Courbe d'étalonnage de la rutine
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4-hydroxybenzaldehyde - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 67y =1853.294440 * x +62948.114637
R"2 = 0.99831385

Responses
o=}
L

4-hydroxybenzaldehyde

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 12. Courbe d'étalonnage du 4-hydroxybenzaldéhyde

Polydatine - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x10 6y =217.139766 * x +5332.497779

094 R"2 =0.99831121
0.8+
0.7
0.6
0.5+

Responses

0.4+
0.3+
0.2+

0.1+

Polydatine

04

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 13. Courbe d'étalonnage du polydatine

Scutellarin - 8 Levels, 6 Levels Used, 8 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 54 y =290.678333 * x + 5908.229555
6.51 R"2=0.98695859
6,
5.5
5,
4.5+
4
3.5+
3,
2.5+
2,
1.54

Responses

14
0.5+
04

Scutellarin

-0.54

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 14. Courbe d'étalonnage de la scutellarin
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Quercetin-3-B-D-glucoside - 8 Levels, 6 Levels Used, 8 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y = 731.302974 * x_+ 21738.904470
< R*2=0.99016330 o)

24
1.8
1.6
1.4
1.2

1,
0.8
0.6
0.4
0.2

0,

Responses

Quercetin-3-B-D-glucoside

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 15. Courbe d'étalonnage de la quercetine-3-p-D-glucoside

sinapic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 5 | y =219.409509 * x + 7082.566501
7 R"2=0.99734514

Responses
o]
L

Acide sinapique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 16. Courbe d'étalonnage de 1’acide sinapique

diosmin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 64 y =255.524454 * x - 32161.903535
1.4 R*2=0.97590863 o
1.34
1.24
1.14

%]
Q
7]
c
o
Q
o
o
o

Diosmine

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 17. Courbe d'étalonnage de la diosmine
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naringin - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 67y =682.786104 * x + 1198.076584
34 R"2=0.99989219

2.751
2.5
2.25-
2,
1.75-
1.51
1.25-
1,
0.75-
0.5
0.25
0,
-0.254

Responses

Naringine

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 18. Courbe d'étalonnage de la naringine

Ferulic acid - 3 Levels, 2 Levels Used, 3 Points, 2 Points Used, 0 QCs

x10 37y =2.423541 * x - 1057.823219
74 R*2 = 1.00000000 o

6.5
6,
5.5
5,
4.5
4,
3.5
3,
251
2,
1.51
1,

Responses

Acide férulique

750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 4500 4750 5000 5250
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 19. Courbe d'étalonnage de 1’acide férulique

Taxifolin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6y =1226.679456 * x + 32439.711135
R*2 = 0.99897587

54

Responses
.0’ >
il

w
I

2.5+

Taxifoline

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 20. Courbe d'étalonnage de la taxifoline
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hesperidin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x10 67y =589.645888 * x + 10348.558943
2.4 R"2=0.99914914
2.2
2,
1.84
1.6+
1.4+
1.24
1,
0.8+
0.6

Responses

0.4+
0.2+
04

Hespéridine

-0.24

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000

4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 21. Courbe d'étalonnage de 1’hespéridine

Apigetrin - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y =1150.599160 * x +98401.808826
R"2 =0.99409506

44

Responses

3.54

Apigétrine

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4500 5000
Concentration (ng/ml)

4000

Supplément Figure 22. Courbe d'étalonnage de 1’apigétrine

Neohesperidin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y =911.433973 * x + 10406.761507
41 R*2=0.99961797

3.5+

Responses

34
2.5+
2

1.54

Néohespéridine

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

4000

4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 23. Courbe d'étalonnage de la néohespéridine
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Rosmarinik asit - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y = 799.706064 * x + 6342.200294
R"2 = 0.98490611

1]

[0]

(2]

c

3

s 161

[0

T 141

1.2
1,

0.8

0.6

04

0.2 . .
Acide rosmarinique

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 24. Courbe d'étalonnage de 1’acide rosmarinique

Morin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

7y =1571.656325 * x - 66030.255439
2 R"2 =0.99787212

es

X

o
(2]

Morine

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 25. Courbe d'étalonnage de la morine

Resveratrol - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y=751.236156 * x + 45984.965857

R"2 =0.99397372 O
2.75+

2.5+
2.25+
24
1.75+
1.54
1.25+

Responses

Resvératrol

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 26. Courbe d'étalonnage du resvératrol
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Salicylic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 y = 431.756731 * x_+ 24314.361032
R2 = 0.99733533

1.8
1.6
1.4
1.2

1,
0.8
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0.2

0,

Responses

Acide salicylique

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 27. Courbe d'étalonnage de 1’acide salicylique

quercetin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 y = 1477.939591 * x + 123192.625305
| R*2=0.99376494

(73
(0]
»
c
o
o
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[

o

Quercétine
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Supplément Figure 28. Courbe d'étalonnage de la quercétine

Silibinin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 6 | y =962.914322 * x +43014.656099
71 R"2=0.99815123

4

Responses

3.5+
34
2.5+
2

Silibinine

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Concentration (ng/ml)

Supplément Figure 29. Courbe d'étalonnage de la silibinine
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Cinnamic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 5]y =23.351522 * x - 629.647348
1 R"2'=0.99955559 o
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Supplément Figure 30. Courbe d'étalonnage de 1’acide cinnamique

kaempferol - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 71y =2132.658705 * x + 78694.868293
09 R*2 =0.99831463 (e}
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Supplément Figure 31. Courbe d'étalonnage du kaempfeérol

diosmetin - 7 Levels, 5 Levels Used, 7 Points, 5 Points Used, 0 QCs

x104] y=12.069673 * x + 1716.04067
R*2=0.87881581 0

141
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Supplément Figure 32. Courbe d'étalonnage de la diosmétine
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Résume

Le présent travail est consacré a 1’étude phytochimique, biologique et pharmacologique de deux
especes endémiques sahariennes ; Helianthemum lippii (Cistaceae) et Cymbopogon schoenanthus

(Poaceae).

L’extraction des deux especes suivie par les s€éparations chromatographiques (CC, CCM et HPLC
semi-préparative), ont conduit a isoler et identifier a I’aide des méthodes spectroscopiques (RMN 1D
et 2D) 6 composés parmi lesquels deux stérols, ainsi que quatre sesquiterpénes : le Stigmastérol, le
B- Sitostérol, le (1S,4aa)-4Methylene-6-(1-hydroxy-&-methyethyl)-8a-b-methyl-
decahydroxydronaphtalene-Ab-ol 1S, 7S, 10S, le eudesm-4(14)-en-1a-11a-diol(hydroxy-p-
eudesmol), 4a, 11-dihydroxy-7-epimer-eudesmandiol (7-epi-cryptomeridiol), le 4B, 7B, 11-

enantioeudesmantriol (Pterodontriol), et le 43,6p,10a-trihydroxy guaiane sesquiterpene (Teuclatriol).

L’analyse chromatographique des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus a montre que
les hydrocarbures représentaient 26,7% tandis que la fraction sesquiterpéne atteignait 40%. L’analyse
HPLC-TOF/MS des extraits AcOEt et n-BuOH des deux especes a suggeré la présence de 32 acides

phénoliques et flavonoides en différentes proportions.

L’Efficacité d'inhibition des dommages a 'ADN et [évaluation de I’activité anticancéreuse portée
sur les extraits ACOEt et n-BuOH des deux especes a démontré une particularité observee dans

Helianthemum lippii sur I’effet antioxydant ainsi I’effet antiprolifératif.

L’étude pharmacologique a été portée sur I’effet des extraits sur le colon distal des rats Wistar ;
qui ont montré un effet relaxant marqué sur le c6lon distal isolé du rat qui pourrait représenter un
mécanisme sous-jacent a l'utilisation traditionnelle de ces plantes pour les conditions gastro-

intestinales.

Des études plus approfondies nous aiderons a bien comprendre les métabolites responsables de

I’effet et mécanisme impliqué.

Mots clés : Helianthemum lippii, Cymbopogon schoenanthus, séparations chromatographiques,
méthodes spectroscopiques, huiles essentielles, analyse HPLC-TOF/MS, activité antioxydante,

activité anticancéreuse, colon distal du rat, effet relaxant.
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Abstract

This work is devoted to the phytochemical, biological and pharmacological study of two endemic
Saharan species; Helianthemum lippii (Cistaceae) and Cymbopogon schoenanthus (Poaceae).

The extraction of the two species followed by the chromatographic separations (CC, CCM and
HPLC semi-preparative), led to isolate and identify using spectroscopic methods (1D and 2D NMR)
6 compounds among which two sterols, as well as four sesquiterpenes: Stigmasterol, - Sitosterol,
(1S,4aa)-4Methylene-6-(1-hydroxy-&-methyethyl)-8a-b-methyl-decahydroxydronaphtalene- Ab-ol
1S, 7S, 10S, eudesm-4(14)-en-la-1lla-diol(hydroxy-p-eudesmol), 4a, 11-dihydroxy-7-epimer-
eudesmandiol (7-epi-cryptomeridiol), 4B, 7B, 11-enantioeudesmantriol (Pterodontriol), 4B,63,10a-

trihydroxy guaiane sesquiterpene (Teuclatriol).

Chromatographic analysis of the essential oils of Cymbopogon schoenanthus showed that the
hydrocarbons represented 26.7% while the sesquiterpene fraction reached 40%. The HPLC-TOF /
MS analysis of the AcOEt and n-BuOH extracts of the two species suggested the presence of 32

phenolic acids and flavonoids which were present in different proportions

The efficacy of inhibiting DNA damage and the evaluation of the anticancer activity carried out
on the EtOAc and n-BuOH extracts of the two species demonstrated a particularity observed in

Helianthemum lippii on the antioxidant effect and thus the antiproliferative effect.

The pharmacological study was carried out on the effect of the extracts on the distal colon of
Wistar rats; which have shown a marked relaxing effect on the isolated distal colon of the rat which
could represent an underlying mechanism for the traditional use of these plants for gastrointestinal

conditions.

Further studies will help us understand the metabolites responsible for the effect and mechanism

involved.

Key words: Helianthemum lippii, Cymbopogon schoenanthus, chromatographic separations,
spectroscopic methods, essential oils, HPLC-TOF / MS analysis, antioxidant activity, anticancer

activity, rat distal colon, relaxing effect
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ABSTRACT

Ethnopharmacology relevance: Cymbopogon schoenanthus (C. schoenanthus) and Helianthemum lippii (H. lippii) are
Saharan species found in the South West of Algeria, in the region of Bechar. Both plants are used in traditional
medicine to treat gastrointestinal disorders.

Objective: The aim of our study was to characterize the composition of the ethyl acetate (EtOAc) and n-Butanol
(n-BuOH) extracts of C. schoenanthus and H. lippii, and to elucidate and compare their effect on the reactivity of
the rat distal colon.

Main methods: The plants were macerated in a hydroalcoholic solution. After concentration, the aqueous solu-
tions of the residues were submitted to liquid-liquid extractions to obtain EtOAc and n-BuOH extracts. The
phenolic and flavonoid content of the extracts was determined by high performance liquid chromatography
coupled with mass spectrometry with a time of flight analyzer (HPLC-TOF/MS). The effect of the extracts was
tested on the rat distal colon, namely on the basal tone and on KCI- and Ach-induced precontracted preparations.
Results: HPLC-TOF/MS identified 32 phenols and flavonoids in the extracts. The four extracts relaxed the rat
distal colon, the effect being noticed on the basal tone and on the KCl- and Ach-induced precontractions. The
EtOAc and the n-BuOH extracts of H. lippii decreased the basal tone of the rat distal colon more markedly than
the correspondent extracts of C. schoenanthus. Moreover, the n-BuOH extract of C. schoenanthus decreased the
basal tone more markedly than the EtOAc extract of this plant but there was no difference between extracts of H.
lippii. The EtOAc extracts of both C. schoenanthus and H. lippii totally reverted both the KCI- and the Ach-induced
precontraction of the rat distal colon. However, the n-BuOH extracts of the two plants reverted the Ach-pre-
contracted colon but not the colon that has been precontracted with KCl.

Conclusion: Extracts of H. lippii contain a higher level of phenols compared to the extracts of C. schoenanthus. All
extracts of C. schoenanthus and H. lippii caused marked relaxation of the isolated rat distal colon, either when
applied directly or when tested over KCI- and Ach-induced precontraction. These results give support to the use
of C. shoenanthus and H. lippii in traditional medicine, namely for gastrointestinal diseases.
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1. Introduction

Cymbopogon Schoenanthus (L.) Spreng. (C. schoenanthus, common
name lemongrass) is native to tropical Asia (especially India) but it has
been distributed along Asia and Africa, namely Algeria (USDA, 2015).
The harvest generally occurs in April and May (Quézel and Santa,
1962). It has been used in traditional medicine for a broad spectrum of
conditions like common colds (Alitonou, 2006) due to analgesic and
antipyretic properties (Mohsin et al., 1989; Olivier-Bever, 1986), as a
tonic (Olivier-Bever, 1986), anti-inflammatory, diaphoretic, emena-
gogue, astringent, and sedative (Hammiche and Maiza, 2006; IUCN,
2005), as diuretic (El-Askary et al., 2003) and for rheumatic disorders
(Alitonou, 2006; Rizk et al., 1983) or jaundice (Alitonou, 2006). C.
schoenanthus is also useful as an antiseptic/disinfectant (Olivier-Bever,
1986; Rizk et al., 1983), and there are some reports on its insecticidal
activity (Ketoh et al., 2002; Koba et al., 2007). As so, C. schoenanthus is
used in infectious conditions (Alitonou, 2006; Menut et al., 2000;
Olivier-Bever, 1986) due to its antimicrobial activity (EL-Kamali and
EL-Amir, 2010; Khadri et al., 2010), and in the antidotal treatment of
snakebite and scorpion sting (Al-Asmari et al., 2017). Concerning the
gastrointestinal tract, it has been used as antispasmodic (Abdel-Moneim
et al., 1969; Boulos, 1983; El-Askary et al., 2003; Khadri et al., 2010;
Locksly et al., 1982; Olivier-Bever, 1986; Tackholm, 1974), digestive
(de Sousa et al., 2005; Ketoh et al., 2002; Koba et al., 2007), stomachic
and disinfectant (Olivier-Bever, 1986), and in both gastric and in-
testinal conditions like diarrhea, gastralgia, aerophagia and flatulence
(Hammiche and Maiza, 2006; IUCN, 2005).

Helianthemum lippii (L.) Pers. (H. lippii) has become endangered,
now being only found as part of the endemic flora of the western basin
of the Mediterranean Sea (Escudero et al., 2007). The leaves and
flowers of different Helianthemum taxa are traditionally used in folk
medicine as antiseptic, analgesic and anti-inflammatory (Alsabri et al.,
2013), to treat burns, respiratory and digestive disorders, hemorrhoids,
and fever (Rigat et al., 2007). Also, the Helianthemum taxa are fre-
quently used to treat infectious diarrhea possibly due to its anti-
microbial activity (Alsabri et al., 2013; Calzada et al., 1995; Calzada
and Alanis, 2007; Meckes et al., 1998, 1999; Rigat et al., 2007).

To the best of our knowledge, the phytochemical characterization of
both C. schoenanthus and H. lippii has not been totally described. It is
known that the essential oils of C. schoenanthus are rich in oxygenated
monoterpenes (74.6%), particularly piperitone (72.6%), but also
monoterpen hydrocarbons (11.30%), oxygenated sesquiterpenes
(9.79%) like cryptomeridiol, and sesquiterpene hydrocarbons (1.48%)
(Abdel-Moneim et al., 1969; Hellali and Hadj-Mahammed, 2008;
Locksly et al., 1982). Moreover, chemical analysis showed that C.
schoenanthus also contained proanthocyanidins (Khadri et al., 2010),
tannins, saponins, saponin glycosides, flavonoids, alkaloids, triterpens,
balsams, cardiac glycosides, glycosides, steroids and volatile oils
(Amina et al., 2013; Mohammad Ali, 2012). The ethyl acetate extract
(EtOAc) of H. lippii revealed the presence of total phenolic compounds,
flavonoids, flavonol glycosides, and tannins (Badria et al., 2014;
Calzada and Alanis, 2007). The methanolic extract of H. lippii showed
the presence of polyphenols (flavonoids, tannins), glycosides, simple
phenolics, free reduced sugars, and saponines, and the absence of free
anthraquinones, steroids, terpenoids or alkaloids (Alsabri et al., 2013).
Particularly, flavonoids as kaempferol and quercetin (Calzada et al.,
1995), and flavonol glycosides as tiliroside, astragalin and isoquercitrin
(Calzada and Alanis, 2007) have been isolated from the aerial parts of
Helianthemum glomeratum Lag.

In the present work, we aimed to characterize the phenolic and
flavonoid composition of the EtOAc and n-BuOH extracts of both plants
C. schoenanthus and H. lippii, and to study and compare their functional
effect on the reactivity of the rat distal colon, in order to look for a
putative mechanism that could support its clinical interest, namely in
treating diarrhea.
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2. Materials and methods
2.1. Chemicals and preparation of solutions

All the solvents used in maceration, extraction, or HPLC studies
(MeOH, EtOH, Petroleum ether, CHCl;, EtOAc, n-BuOH, H,0,, formic
acid and acetonitrile) were obtained from Sigma-Aldrich. Also, the
compounds used for the functional assay were obtained from Sigma-
Aldrich (USA), except for NaCl (VWR chemicals, Belgium), KCl, CaCl,,
glucose, NaHCOs;, ascorbic acid (Panreac Quimica, Spain),
NaH,PO, X H,0, and Na,EDTA (MERCK, Germany).

Acetylcholine and KCI stock solutions were prepared every week
and stored at 4 °C. Krebs-Henseleit solution was prepaired on every day
of experiment (mM): NaCl 118, KCl 4.8, CaCl, 2.5, MgSO, 1.2,
NaH,PO, 1.2, Glucose 11, NaHCO3 25, Na,EDTA 0.03, citric acid 0.3.

2.2. Plant materials

C. schoenanthus and H. lippii were harvested in the South West of
Algeria, in the region of Bechar, in April 2011 and 2012, respectively.
The plants were dried under a shade until complete dryness. The plant
materials were identified by M. Mohamed Benabdelhakem, director of
the preservation agency of natural resources in Bechar, Algeria. These
species were indexed under the numbers CS/124/17/04/12 for C.
schoenanthus and HL/13/04/12 for H. lippii, in the herbarium of the
research unit VARENBIOMOL, University des Fréres Mentouri
Constantine 1.

2.3. Preparations of the extracts

C. schoenanthus was macerated at room temperature with EtOH/
H,0 (80-20, v/v) and H. lippii with MeOH/H,0 (80-20, v/v) for 24 h,
48 h and 72 h. After filtration, the filtrates were concentrated in va-
cuum (up to 35 °C) and dissolved in distilled H,O. The aqueous solu-
tions were filtered and extracted successively with petroleum ether,
CHCl3, EtOAc and n-BuOH. Then, all the organic phases were dried with
Na,S0,, filtered, and concentrated in vaccum up to 35 °C to obtain the
dry extracts. For the purpose of this study, only the EtOAc and n-BuOH
extracts were used. For the functional assay, these extracts were dis-
solved in the smallest needed volume of DMSO and then diluted in
distilled H,O to have stock solutions of 300 mg/ml. Cumulative addi-
tion of DMSO to a maximum of 1% was found to have no significant
effect on isolated colon in our preliminary data and in previous studies
(Ajay et al., 2003).

2.4. HPLC-TOF/MS analysis

High performance liquid chromatography coupled with mass spec-
trometry with a time of flight analyzer (HPLC-TOF/MS) was conducted
in the Plant Research Laboratory at Cankiri Karatekin University in
Turkey, to analyze the phenolic content of different plants extracts. This
analysis used the Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC System with
ZORBAX SBC18 column (4.6 X 100 mm, 3.5 pm) coupled to MS 6210
time-of-flight detector (TOF), with the mobile phases A and B being
ultrapure water solutions with 0.1% formic acid and acetonitrile, re-
spectively. The working flow rate was 0.6 ml/min and the column
temperature was 35 °C. Stock solutions of the 32 standard phenolic
compounds (2.5 ppm) and dried crude extracts of the two plants
(200 ppm) were prepared in MeOH at room temperature. Samples were
filtered through a PTFE filter (0.45 um) by an injector, to remove
particulates. The injection volume was 10 pl, and the solvent program
was as follows: 0-1 min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B;
23-25 min 10% B; 25-30 min 10% B. The ionization mode of the MS-
TOF instrument was electrospray (ES) negative with a gas temperature
of 325 °C, a gas flow rate of 10.0 1/min and a nebulizer of 40 psi. The
phenolic content of extracts was determined by comparing the
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retention times and m/z values of extracts with that of standard phe-
nolic compounds, allowing for a tentatively identification, as previously
performed (Kulabas et al., 2018).

2.5. Functional assay and calculations

Experiments were performed using female Wistar Han rats (ICBAS-
Porto animal facility, Portugal) with 13-20 weeks. The animals were
housed under standard conditions of temperature (21 °C), humidity
(40-60%) and alternative cycles of light and dark (12 h/12 h), with free
access to food and water. All experiments were performed in ac-
cordance with the European Union guidelines for the protection of
animals used for scientific purposes (Directive, 2010/63/EU and
Decision, 1999/575/EC) and Portuguese guidelines (DGAV, Portugal).
Animals were sacrificed by decapitation and, after a midline lapar-
otomy; a segment of the distal colon (approximately 8 cm) was excised
and gently flushed with Krebs-Henseleit solution to get free of the lu-
minal content. The colon segment was cut in strips of about 2 cm long,
which were oriented along the longitudinal muscle fibers and mounted
in 10 ml organ baths filled with warmed (37 °C) oxygenated (95% O,
5% CO,) Krebs-Henseleit solution. A cotton thread was used to fix the
tissues to the bottom of the bath, while another fixed the tissue to an
isometric transducer (UGO BASILE S.R.I., Italy, Model 7004). Isometric
responses were recorded on a polygraph (UGO BASILE S.R.IL, Italy,
Model 7050 and 7070). The tissues were stretched passively to an initial
tension of 1 g. After mounting, tissues were allowed to equilibrate for
1 h, being washed every 15min. After the equilibration period, tissues
were stimulated with KCl 125 mM or Acetylcholine (Ach) 1-3 puM.
Then, after a 30 min washing period, cumulative concentration-re-
sponse curves (10 pg/ml to 30 mg/ml) to the extracts were obtained. In
some experiments, the effect of the extracts was tested directly on the
basal tone and the corresponding response was calculated as a % of the
initial response to KCl (125 mM). The effect of the extracts was also
evaluated over a precontraction induced by KCl 50 mM or Ach 1-3 uM.
Finally, the effect of some identified major principles was also tested
over Ach-induced precontraction. The concentration of each compound
tested was determined by the % in which it was present in the extract
and considering that the maximum effect of the extract was obtained
with 10 mg/mL (concentration of the extract). In all protocols, the re-
sponse of each extract was calculated as a % of the correspondent stable
precontraction induced by KCI or Ach, respectively.

2.6. Statistical analysis

For each functional experiment, E ., (maximum effect) and ECso
values (concentration of the extract causing 50% of the maximum re-
sponse) were calculated using GraphPad Prism software, version 7.00
for Windows. All the values were expressed as mean = standard error
of the mean (SEM). Statistical analysis was preformed using unpaired
Student's t-test. Also, 2-way ANOVA was used to look for interaction
between plant and extract. A p value of less than 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results and discussion
3.1. Plant extracts and HPLC profiles

HPLC-TOF/MS analysis suggested the presence of phenols and fla-
vonoids in the four extracts tested in this study (two from C. schoe-
nanthus and two from H. lippii; Fig. 1).

Our quantitative analysis suggested that H. lippii was richer in
phenolic compounds than C. schoenanthus (Table 1). The major com-
pound found in the n-BuOH extract of H. lippi was vanillic acid (37%;
Table 1), although this extract was also similarly rich in gentisic and 4-
hydroxybenzoic acids (14% for both; Table 1), while the quantity of
ferulic, caffeic and syringic acids were also relevant (9%, 8% and 4%,
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respectively; Table 1). Differently, the EtOAc extract of H. lippi was
mostly rich in gentisic acid (41%; Table 1) but also abundant in gallic
and vanillic acids (17% and 11%, respectively; Table 1). The quantities
of sinapic acid and catechin were also very proper and similar in this
extract (8% and 7%, respectively; Table 1). Diosmin was the major
compound found in the n-BuOH extract of C. schoenanthus (72%;
Table 1). The EtOAc extract of C. schoenanthus was quite rich in ca-
techin (38%; Table 1) but also in rutin, gallic and sinapic acids (20%,
17% and 15%, respectively; Table 1). Several other phenols and fla-
vonoids were found in the four extracts and are listed in Table 1. 4-
Hydroxybenzaldehyde, taxifolin, apigetrin, resveratrol and silibinin
were found in trace amounts in most of the extracts.

Content in phenolic compounds of the four plant extracts expressed
in mg/kg of dry plant (and %). tr: trace amount. *p < 0.05 vs the other
extract of the same plant; *p < 0.05 vs the same extract of the other
plant.

Protocatechuic acid, catechin and salicylic acid have low ionization
capacity and although, they were found in the extracts (as seen in
Table 1), the peaks are not visible in the chromatograms, as seen in
Fig. 1.

3.2. Functional assay on the rat distal colon

The EtOAc and the n-BuOH extracts of both C. schoenanthus and H.
lippii caused concentration-dependent relaxation of the basal tone of the
rat distal colon (Fig. 2).

Concerning the direct effect on the basal tone, the EtOAc and the n-
BuOH extracts of H. lippii decreased the basal tone of the rat distal colon
more marked than the correspondent extracts of C. schoenanthus (Fig. 2
and Table 2). Moreover, the n-BuOH extract of C. schoenanthus de-
creased the basal tone more markedly than the EtOAc extract of this
plant (Fig. 2 and Table 2). There was no difference in the relaxant effect
of the EtOAc and the n-BuOH extracts of H. lippii (Fig. 2 and Table 2).
About the potency of the extracts, we could only observe that the EtOAc
extract of H. lippii was more potent than the EtOAc extract of C.
schoenanthus (Fig. 2 and Table 2).

The KCI- and Ach-induced precontraction of the rat distal colon
were also decreased by all the extracts studied in a concentration-de-
pendent way, although the profile of the response was different be-
tween the extracts (Fig. 3 and Table 3).

The EtOAc extracts of both C. schoenanthus and H. lippii totally re-
verted both the KCIl- and the Ach-induced precontraction of the rat
distal colon (Fig. 3 and Table 3). As for the n-BuOH extracts of the two
plants, they reverted the Ach-precontracted colon but not the colon that
has been precontracted with KCI (Fig. 3 and Table 3). Indeed, the n-
BuOH extract was the one that presented the lower Emax over KCl-
induced precontraction (69.75 = 9.40% and 67.50 * 8.11% for C.
schoenanthus and H. lippii, respectively). The relaxation caused by the
EtOAc extracts was higher than that caused by the n-BuOH extracts
(Fig. 3 and Table 3), but the maximum effect was similar for each ex-
tract of the two different plants (Fig. 3 and Table 3). Regarding KCl-
induced contraction, the ECso values of both the EtOAc and n-BuOH
extracts of H. lippii were higher than the ECs, values of the corre-
spondent extracts of C. schoenanthus (Fig. 3 and Table 3). However, the
ECsp values of the EtOAc extract of H. lippii was lower than that of the
EtOAc extract of C. schoenanthus (Fig. 3 and Table 3) when we com-
pared Ach-induced contraction.

Two-way analysis of variance showed that there was no interaction
between the two factors studied (plant and extract) for the Emax or the
ECs either for the relaxant effect on the basal tone, KCl-induced or
Ach-induced precontraction (Table 4).

We also evaluated the effect of some identified major principles on
Ach-induced precontraction of the rat colon. Gallic acid (1.7 mg/mL;
present in the EtOAc extract of both C. schoenanthus and H. lippii), 4-
hydroxybenzoic acid (1.4 mg/mL; present in the n-BuOH extract of H.
lippii), sinapic acid (1.5 mg/mlL; present in the EtOAc extract of C.
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A

B

A,

Fig. 1. Chromatograms of (A) EtOAc and (B) n-BuOH extracts of C. schoenanthus and of (C) EtOAc and (D) n-BuOH extracts of H. lippii. The chromatographic
conditions are described under Materials and Methods. The numbers 1 to 32 are phenols and flavonoids detected in the corresponding extracts by HPLC-TOF/MS

(Table 1).

schoenanthus), and diosmin (7.2 mg/mL; the main compound found in
the n-BuOH extract of C. schoenanthus) completely counteracted the
Ach-induced precontraction and further decreased baseline colonic
smooth muscle tone by 11%, 32%, 64% and 92%, respectively (Fig. 4).
Gentisic acid, at a concentration resembling that present in the n-BuOH
extract of C. Schoenanthus (0.4 mg/mL), did not alter Ach-induced
precontraction. However, it completely counteracted the Ach-induced
precontraction and further decreased baseline colonic smooth muscle
tone by 9% and 42% in concentrations resembling those present in the
n-BuOH (1.4 mg/mL) and EtOAc (4.1 mg/mL) extracts of H. lippii
(Fig. 5). Vanillic acid also did not alter Ach-induced precontraction at a
concentration resembling that present in the n-BuOH extract of C.
Schoenanthus (0.2 mg/mL). But, it counteracted Ach-induced pre-
contraction at 1.1 mg/mL (present in the EtOAc extract of H. Lippii) and
further decreased baseline colonic smooth muscle tone by 28% at
3.7 mg/mL (present in the n-BuOH extract of H. Lippii) (Fig. 5). Rutin
had no effect at 2 mg/mL (present in the n-BuOH extract of C. Schoe-
nanthus) but it decreased colonic smooth muscle tone at 0.2 mg/mL
(present in the EtOAc extract of C. Schoenanthus) (Fig. 5).

4. Discussion
The present study shows, for the first time, that the EtOAc and the n-

Effect on basal tone
200-

150+
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BuOH extracts of the Algerian C. schoenanthus and H. lippii cause
marked relaxation of the rat distal colon. Also, our study characterized
the composition of these extracts, whose differences might be asso-
ciated with the functional effect observed.

In this study, we contributed to support the use of C. schoenanthus
and H. lippii in gastrointestinal problems, more precisely those that
affect the colon, like diarrhea or spasms. Indeed, although both C.
schoenanthus and H. lippii are used in folk medicine, as infusions, de-
coctions or powder, for the treatment of gastrointestinal problems,
there is almost no information on the effect supporting their use. C.
schoenanthus has been used in folk medicine because it has anti-
spasmodic (Khadri et al., 2010), anti-diarrhea and anti-flatulent
(Hammiche and Maiza, 2006; IUCN, 2005) effects. H. lippii is also
widely used for digestive disorders, hemorrhoids, infectious diarrhea
(Calzada and Alanis, 2007; Meckes et al., 1998, 1999), presumably due
to its antiseptic, analgesic, antipyretic and anti-inflammatory effects
(Alsabri et al., 2013). To accomplish our goal, we prepared and char-
acterized EtOAc and n-BuOH extracts of both plants. As there was no
information on the effect of these extracts on the colon, after char-
acterization of the extracts, we conducted three experimental protocols
in order to gain global information on the effect of the extracts directly
on the basal tone of colonic smooth muscle and on the colonic tone
induced by KCl and Ach.

-~ Cymbo - n-BuOH extract
-# Cymbo - EtOAc extract
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Fig. 2. Concentration-response curves of the Ethyl acetate (EtOAc) and n-Butanol (n-BuOH) extracts of C. schoenanthus and H. lippii on the basal tone of the rat distal
colon. Results expressed as % of the contraction induced by 125 mM KCL. n = 5-7 rats in each group.
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Table 1
Phenols and flavonoids found in the different extracts.
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RT (min) Compounds Formula m/z [M-H]~ Codes C. schoenanthus extracts H. lippii extracts
EtOAc mg/kg (%) BuOH mg/kg (%) EtOAc mg/kg (%) BuOH mg/kg (%)

2,56 Gallic acid C;HgOs 169.0258 1 11,27 (17,31) 0,13 (0,22)* 91,08 (17,02) 0,87 (0,13)*
2,69 Fumaric acid C4H,404 115.0130 2 0,25 (0,38) 0,95 (1,63) 0,29 (0,05) tr
4,34 Gentisic acid C;HeO4 153.0296 3 1,63 (2,50) 2,51 (4,29) 221,42 (41,38)* 92,78 (13,74)*
5,27 Chlorogenic acid C16H1809 353.1060 4 0,24 (0,37) 3,02 (5,17) 1,12 (0,21) 2,75 (0,41)
6,24 Catechin C15H1406 289.0882 24,90 (38,24) 0,52 (0,89)* 37,06 (6,93)* 2,36 (0,35)*
6,79 4-Hydroxybenzoic acid C;He03 137.0344 5 0,08 (0,12) 0,52 (0,89) 16,51 (3,09) 91,79 (13,60) **
7,19 Protocatechuic acid C;HeO4 153.0296 0,27 (0,41) 1,00 (1,71) 2,82 (0,53) 5,85 (0,87)
7,47 Caffeic acid CoHgO4 179.0467 6 0,05 (0,08) 0,36 (0,62) 0,69 (0,13) 52,76 (7,82) **
7,57 Vanillic acid CgHgO4 167.0467 7 1,24 (1,90) 1,43 (2,45) 59,09 (11,04)* 251,32 (37,23) **
7,78 Syringic acid CoH;005 197.0580 8 0,42 (0,65) 1,92 (3,28) 5,38 (1,01) 27,38 (4,06)
9,06 Rutin Ca7H30016 609.1718 9 12,94 (19,87) 0,91 (1,56)* 4,54 (0,85)* 0,29 (0,04)
9,66 4-hydroxybenzaldehyde C;HgO, 121.0387 tr tr tr 16,92 (2,51)
9,67 Polydatine CoH220g 389.1429 tr tr 1,35 (0,25) 0,04 (0,01)
9,88 Scutellarin C21H18015 461.0937 10 tr tr 21,91 (4,09) 0,74 (0,11)
10,02 Quercetin-3-f-D-glucoside Cz1H20012 463.1092 tr 0,11 2,56 (0,48) 1,92 (0,28)
10,04 Sinapic acid C11H1205 223.0746 11 9,56 (14,68) tr 44,15 (8,25) 2,63 (0,39)*
10,12 Diosmin CagH35015 607.1461 13 0,68 (1,04) 42,10 (72,03)* 4,24 (0,79) 19,17 (2,84)*
10,14 Naringin Ca7H32014 579.1968 12 tr tr 5,21 (0,97) 1,33 (0,20
10,15 Ferulic acid C10H1004 193.6240 14 0,05 (0,08) 1,38 (2,36) 0,20 (0,04) 63,96 (9,84)*
10,38 Taxifolin C15H1207 303.0672 tr tr 1,28 (0,24) tr
10,71 Hesperidin CagH34015 609.2079 0,05 (0,08) tr 0,21 (0,04) tr
10,99 Apigetrin Cz1H20010 431.1189 tr tr 2,67 (0,50) tr
11,03 Neohesperidin CogH34015 609.2083 0,12 (0,18) tr 0,12 (0,02) tr
11,56 Rosmarinic acid C18H;60g 359.10 0.10 (0.15) 0.03 (0.05) 1.97 (0.37) 0.22 (0.03)
12,77 Morin Cy5H1007 301.0516 0,28 (0,43) 0,59 (1,01) 1,45 (0,27) 3,07 (0,45)
12,80 Resveratrol C14H1505 tr tr 0,27 (0,05) tr
13,36 Salicylic acid C;H¢03 137.0344 0,64 (0,98) tr 5,79 (1,08) 7,50 (1,11)
14,80 Quercetin C15H1007 301.0517 tr 0,06 (0,10) 2,00 (0,37) tr
14,88 Silibinin Ca5H22010 481.1364 tr 0,51 (0,87) tr tr
14,94 Cinnamic acid C19H180g 147.0552 0,15 (0,23) 0,43 (0,74) 0,57 (0,11) 2,29 (0,34)
15,84 Kaempferol Ci5H1006 285.0564 0,12 (0,18) tr 1,10 (0,21) 0,81 (0,11)
16,23 Diosmetin C16H1206 399.0725 15 0,17 (0,26) tr tr 26,49 (3,92)

TOTAL 65.21 (100) 58.48 (100) 537.05 (100) 675.24 (100)

In our study, the EtOAc or n-BuOH extracts of both C. schoenanthus
and H. lippii totally reverted the precontraction induced by Ach. The
EtOAc extract of both C. schoenanthus and H. lippii also totally reverted
the KCl-induced precontraction. Differently, the n-BuOH extract of both
plants decreased the KCl-induced precontraction but did not abolish it.
We choose to precontract the distal colon with Ach and KCl because
these are crucial contracturants of the colon. In fact, cholinergic
transmission is the most relevant mechanism of colonic contraction
(Mane et al., 2016) through the release of Ach and subsequent activa-
tion of muscarinic M, and M; receptors in the colonic smooth muscle
(Lecci et al., 2002). Moreover, KCl at 50 mM causes receptor-in-
dependent contraction of the smooth muscle by opening voltage-de-
pendent Ca®* channels, thus promoting the entrance of Ca®>* in the cell
and, consequently, smooth muscle contraction (Brading, 1981). We did
not test the direct effect of the isolated presumably identified com-
pounds on Ach- or KCl-induced precontractions. Still, our results sug-
gest that some components of the EtOAc and n-BuOH extracts of both C.
schoenanthus and H. lippii might have the capacity to block muscarinic
M, and/or M; receptors and/or Ca®* channels, thus antagonizing Ach-

Table 2

induced and/or KCl-induced contractions (respectively). The compo-
nents extracted by n-BuOH seem to be less effective in KCl-induced
precontraction. In the future, with experiments using isolated com-
pounds, it might be possible to know whether these components with
calcium channel blocking capacity are the same as those with antic-
holinergic activity or others. Interestingly, an in vitro study using the
essential oil of the fresh leaves of C. schoenanthus from the mountain
region of southern Tunisia showed an acetylcholinesterase activity
(Khadri et al., 2008). Since we used Ach for precontration of some
preparations and we did not use an inhibitor of acetylcholinesterase, we
cannot rule out the possibility that the decrease in smooth muscle tone
observed after the extracts were added to Ach-induced precontracted
preparations is a consequent of degradation of Ach. Also relevant, a
study with verapamil, a calcium channel blocker, showed a reduced
frequency of giant migrating contractions of the inflamed small intes-
tine and the associated diarrhea (Lee et al., 1997).

Surprisingly, the two extracts of both plants decreased the basal
tone of the rat distal colon and some, when applied over Ach-pre-
contracted tissues actually brought colonic tone below the baseline

Maximum effect (Emax; %) and concentration of the extract causing 50% of the maximum response (ECsg; mg/ml) for the n-BuOH and EtOAc extracts of C.

schoenanthus and of H. lippii on the basal tone of the rat distal colon.

C. schoenanthus extracts

H. lippii extracts

n-BuOH EtOAc n-BuOH EtOAc
Basal tone
Emax (%) 15.90 + 3.40 496 = 1.31* 35.59 + 4.697 25.31 + 2.21%
ECso (mg/ml) 9.11 + 4.85 0.73 + 0.52 1.74 = 0.25 0.37 + 0.06*

Values are mean =+

S.E.M.,n = 5-7 rats in each group. *p < 0.05 vs the corresponding n-BuOH extract; *p < 0.05 vs the correspondent extract of C. schoenanthus.
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Effect on KCl-induced precontraction
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Effect on Ach-induced precontraction
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Fig. 3. Concentration-response curves of the Ethyl acetate (EtOAc) and n-Butanol (n-BuOH) extracts of C. schoenanthus and H. lippii on the rat distal colon pre-
contracted with KC1 50 mM (left) or Ach (1-3 uM; right). Results expressed as % of the precontraction level. n = 5-7 rats in each group.

levels. We have no explanation for this now. However, since colonic
basal tone is generally dependent on cholinergic transmission and Ca®™*
currents, it is possible that components of C. schoenanthus and H. lippii
block the tonic regulation of colonic smooth muscle tone, thus causing
relaxation of the basal tone.

The differential results obtained in this study probably reflect the
different composition of the extracts tested. The results of the HPLC-
TOF/MS analysis of the EtOAc and n-BuOH extracts of C. schoenanthus
and H. lippii suggested the presence of different polyphenols, namely
phenolic acids and flavonoids, as previously reported in other studies
(Alsabri et al., 2013; Amina et al.,, 2013; Badria et al., 2014;
Mohammad Ali, 2012). Other studies from the literature have also re-
ported the presence of terpenes (Hellali and Hadj-Mahammed, 2008),
tannins, saponins, saponin glycosides, alkaloids, triterpens, balsams,
cardiac glycosides, glycosides, steroids and volatile oils (Amina et al.,
2013; Mohammad Ali, 2012) in extracts from C. schoenanthus. Con-
cerning H. lippii, it has also been reported the presence of tannins,
glycosides, free reduced sugars and saponins (Alsabri et al., 2013;
Badria et al., 2014).

Some of the compounds identified in the tested extracts have been
described as relaxants of the rat smooth muscle, particularly the fla-
vonoids (Hnatyszyn et al., 2004; Mata et al., 1997; Mendel et al., 2016;
Wang et al., 2014). Oppositely, saponins can contract isolated stomach
preparations (Mendel et al., 2012) and cardiac glycosides contract the
isolated rat jejunum (Botha et al., 2002). Other components, like the
alkaloids (Dalziel et al., 2013; Ishizuka et al., 2013; Lo et al., 2011) or
the volatile oils (Reiter and Brandt, 1985) have been reported to have
both contractile and relaxant effects.

Our functional data most probably result from the balance between
the effect of relaxant and contractile components of each extracts tested
and of the interactions between the components of each extract.
Furthermore, from a translational perspective, the identification of the
main active compound should also take into account the biodispon-
ibility of the components in aqueous solution, since it is the usual folk
use of these plants. The relaxant effect of the EtOAc extract of C.
schoenanthus might be related, at least in part, to the presence of

Table 3

Table 4
Two-way analysis of variance (ANOVA) of the effect of both extracts (EtOAc
and n-BuOH) of the two plants (C. schoenanthus and of H. lippii).

2-way ANOVA
Interaction Plant Extract

Basal tone

Emax (%KCl) 0.9221 < 0.0001 0.0068

ECso (mg/ml) 0.1249 0.0934 0.0397
KCl-precontraction

Emax (%KCI) 0.9347 0.7524 < 0.0001

ECso (mg/ml) 0.9754 0.0005 0.8380
Ach-precontraction

Emax (%KCI) 0.4092 0.2188 0.0352

ECso (mg/ml) 0.0862 0.3741 0.2483

catechin (Bhardwaj et al., 2014; Thm et al., 2009), rutin (Amira et al.,
2008; Li et al., 2012) and sinapic acid (Baker et al., 2016), besides gallic
acid (de Oliveira et al., 2016). Our functional data with some of the
major identified compounds showed that the relaxant capacity of these
compounds might be ranked as sinapic acid > gallic acid > rutin.
Interestingly, although rutin is one of the predominant components, it is
little absorbed because of metabolization by the gut microflora
(Pashikanti et al., 2010). Also, the bioavailability of catechin (Cai et al.,
2018), gallic acid (Konishi et al., 2004) and sinapic acid (Feliciano
et al., 2017) is low compared to other less predominant components of
the same or of the other extracts. Remarkably, the n-BuOH extract of C.
schoenanthus was essentially the most rich in diosmin (actually it was
the only relevant component identified in this extract), which also has a
vasorelaxant effect in different experimental models of cardiovascular
disease (Paredes et al., 2018a, b) and its bioavalability is known high
(Campanero et al., 2010). Using our protocol, we showed that diosmin
caused a very marked relaxation of the rat colon while other minor
components like gentisic or vanillic acids or rutin had no effect at

Maximum effect (Emax; %) and concentration of the extract causing 50% of the maximum response (ECsy; mg/ml) for the n-BuOH and EtOAc extracts of C.
schoenanthus and of H. lippii on the rat distal colon precontracted with KCl 50 mM or Ach 1-3 uM.

C. schoenanthus extracts

H. lippii extracts

n-BuOH EtOAc n-BuOH EtOAc
KCl-precontraction
Emax (%) 69.75 = 9.40 120.90 = 10.08* 67.50 = 8.11 117.10 += 6.84*
ECso (mg/ml) 0.34 * 0.10 0.31 * 0.06 1.03 = 0.21% 0.99 * 0.277
Ach-precontraction
Emax (%) 99.46 = 9.83 144.00 = 6.26* 127.80 = 15.96 150.80 = 18.85
ECso (mg/ml) 1.10 = 0.51 1.31 = 0.15 1.41 = 0.33 0.40 * 0.11%%

Values are mean + S.E.M.,n = 5-7 rats in each group. *p < 0.05 vs the corresponding n-BuOH extract; *p < 0.05 vs the correspondent extract of C. schoenanthus.
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Fig. 4. Relaxant effect of diosmin (7.2 mg/mL), sinapic acid (1.5 mg/mL), 4-
hydroxybenzoic acid (1.4 mg/mL), and gallic acid (1.7 mg/mL) on the rat distal
colon precontracted with Ach (1-3 uM). Results expressed as % of the pre-
contraction level. n = 3 rats in each group.
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pressed as % of the precontraction level. n = 3 rats in each group.

concentrations present in this extract. Differently, gentisic and vanillic
acids together represent more than 50% of the composition of each
extract of H. lippii and both extracts of H. lippii caused a more marked
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relaxation of the rat distal colon than those from C. schoenanthus. These
compounds have been described as capable of inducing smooth muscle
relaxation (Cunha et al., 2001; Lin et al., 1996) and particularly vanillic
acid has a high bioavailabilty (McKay et al., 2015). Moreover, gallic
acid was found to be another relevant component of the EtOAc extracts
of both plants, and it has also been described as a relevant vasodilator
(de Oliveira et al., 2016). Also for this compounds we have shown di-
rect evidence of being potent relaxants of the rat colon, the ranking
order being gentisic acid > gallic acid > vanillic acid in the EtOAc
extract, and 4-hydroxybenzoic acid > vanillic acid > gentisic acid in
the n-BuOH extract.

5. Conclusion

HPLC-TOF/MS analysis of both n-BuOH and EtOAc extracts of C.
schoenanthus and H. lippii suggested the presence of 32 phenolic acids
and flavonoids which were present in different proportion in each ex-
tract. Both extracts of the two plants caused marked relaxation of the
isolated rat distal colon, either when applied directly on the basal tone
or when tested over KCl- and Ach-induced precontraction, which is
probably related to the composition of each extract. These results start
to unravel scientific support for the use of C. schoenanthus and H. lippii
as relevant plants to alleviate gastrointestinal conditions, as abdominal
pain or diarrhea. However, more detailed studies are necessary to de-
termine the exact compounds and/or metabolites responsible for the
observed effect and the mechanism involved.
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