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ATTESTATION OF CORRECTION

We the undersigned, respectively President of the jury and Examiner of the Thesis presented

and defended by Mr. NYEMB Jean Noél, Registration number 12T0975 and Titled

“Contribution to the phytochemical and pharmacological study of three medicinal

piants : Cissus populnea Guill. & Perr. (Vitaceae), Gardenia aqualla Stapf & Hucth

(Rubiaceae) and Vitellaria paradoxa C. F. Gaertn (Sapotaceae)”, hereby testify that this

thesis has been corrected in accordance with the criticisms and suggestions made by the jury.

This attestation is therefore issued to serve whatever purpose it deserves.

The President of the Jury

Pr DONGO Etienne

The Examiner
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Pr NGO MBING Joséphine
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I. DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOQOU Paul Professeur Chef de Département
7 | NINTCHOM PENLAP V. Epse BENG Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences Inspecteur de Service
MINESUP
17 | NANA Louise Epse WAKAM Maitre de Conférences En poste
18 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél i




19 | NGUEFACK Juliénne Maitre de Conférences En poste
20 | NJAYOU Fréderic Nico Maitre de Conférences En poste
21 | TCHANA KOUATCHOUA Angeéle Maitre de Conférences En poste
22 | AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste
23 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste
25 | DJOKAM TAMO Rosine Chargée de Cours En poste
26 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
27 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargée de Cours En poste
28 | EWANE Ceécile Anne Chargée de Cours En poste
29 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
30 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
31 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
32 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
33 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
34 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
35 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargée de Cours En poste
36 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
37 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistante En poste

Il. DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALE (BPA) (43)

1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur V. Doyen/DSSE
2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En poste
5 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur V. Doyen/FMSB/UY1
6 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
7 | KAMGANG René Professeur C.S. MINRESI
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En Poste
9 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
10 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
11 | NOLA Moise Professeur En poste
12 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
. Inspecteur de service
13 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord. Progr. MINSANTE
14 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
15 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
16 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
17 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
18 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste
19 | NJATSA Hermine épse MEGAPTCHE Maitre de Conférences En Poste
20 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
21 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
22 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
23 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
24 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
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25 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
35 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div/UBa
40 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 | YEDE Chargée de Cours En poste
43 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste

. DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALE (BPV) (25)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste

4 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6 | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste

8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste

9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/UDs
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE/MINRESI
14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
15 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
17 | DJEUANI Astride Carole Chargée de Cours En poste
18 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
19 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargée de Cours En poste
20 | MAHBOU SOMO TOUKAM Gabriel Chargée de Cours En poste
21 | NGALLE Hermine BILLE Chargé de Cours En poste
22 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
23 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargeé de Cours En poste
24 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
25 | ONANA Jean Michel Chargé de Cours En poste
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IV. DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (ClI) (32)

1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice-Recteur/UBa
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 | Florence UFI CHINJE Epse MELO Professeur Recteur/UN
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre ChPaF:ge de Miss.
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
Chef de Département/ CT-
6 | NDIFON Peter TEKE Professeur MINRES]
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen/UBa
8 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
9 | NENWA Justin Professeur En poste
10 | NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen FS/UDs

11 | BABALE née DJAM DOUDOU

Maitre de Conférences

Chargée Mission P.R.

12 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
13 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
14 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste
15 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
16 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
17 | NJIOMOU C. Epse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
25 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
26 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
27 | MBEY Jean Aimé Chargé de Cours En poste
28 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
29 | NEBA née NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
32 | TCHAKOUTE KOUAMO Herve Chargé de Cours En poste

V. DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (32)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/PSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Directeur IBAF/UDS
3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur En poste
4 | NKENGFACK Augustin Ephraim Professeur Chef de Département
5 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste
6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/MINESUP
7 | WANDJI Jean Professeur En poste
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8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DEPE/Rectorat/UYI
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Chef Service DPER
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
17 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences Sous Dir/ MINRESI
18 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences En poste
19 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Chef Service/MINESUP
20 | NOUNGOUE TCHAMO Didérot Maitre de Conférences En poste
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen/FS/UYI
23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK Carine Chargée de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
31 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargeé de Cours En poste
32 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
V1. DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)
ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div. MINESUP
Chef Dpt ENS/
2 | FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Chef 1.G.A. MINESUP
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
6 | DJAM Xaviera YOUHEP KIMBI Chargé de Cours En poste
7 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
8 | KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
9 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
10 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
11 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
12 | KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste
13 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
14 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargeé de Cours En poste
15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
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19 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste
23 | MAKEMBE S. Oswald Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadege Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK MI BAHANACK N. Assistant En poste

VII. DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUE (MA) (26)

1 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur CD Info/CD/MINESUP
2 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département
3 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste

4 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste

5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste

6 | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda
7 | AGHOUKENG JIOFACK Jean Geérard Chargé de Cours Chef Cellule MINPLAMAT
8 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

9 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste

12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste

13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste

16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargeé de Cours En poste

17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste

18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

19 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargé de Cours En poste

20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste

21 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste

22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste

23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste

24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste

25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste

26 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
VIIl. DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (12)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM

2 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste

3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste

4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste

5 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste

6 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste

7 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste

8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
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9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargeé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
IX. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE (PHY) (38)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
5 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
6 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
7 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous Directeur/MINRESI
8 | PEMHA Elkana Professeur En poste
9 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen/UBa
10 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
11 | WOAFO Paul Professeur En poste
12 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
13 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Maitre de Conférences En poste
15 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division/UN
16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste
18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE Maitre de Conférences En poste
20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
21 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste
22 | SAIDOU Maitre de Conférences Sous Directeur/MINRESI
23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 | VONDOU DerbetiniAppolinaire Maitre de Conférences En poste
26 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences | Sous Directeur/MINESUP
27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Chargée de Cours En poste
31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cellule MINADER
32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargeé de Cours En poste
34 | MELI’I Joelle Larissa Chargé de Cours En poste
35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 | OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DAV Inter- Etat
/Sangmalima
37 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
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10. DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (41)

1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen FASA/UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Desiré Professeur Chef de Département
5 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
6 | NGOS Il Simon Professeur DAAC/UMa
7 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
8 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences VICE-DOYEN/DRC
10 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/UMa
11 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/MINIMDT
12 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
14 | ONANA Vincent Maitre de Conférences En poste
15 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Directeur/Projet Barrage
Memve’ele
16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
18 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Division/MINTP
22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Chargeé de Cours En poste
26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Séc. D’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE Cécile Olive Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/UMa
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGNA Jacqueline Chargée de Cours En poste
38 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Chargée de Cours Chef cellule/MINRESI
39 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
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40 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste

41 | TEMGA Jean Pierre Charge de Cours En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs  Maitres de Conférences  Chargés de Cours Assistants Total

B.C.H. 08 (01) 13 (08) 15 (07) 01 (01) 37 (17)
B.P.A. 14 (01) 10 (05) 18 (05) 01 (00) 43 (11)
B.P.V. 06 (00) 10 (02) 09 (05) 00 (00) 25 (07)
C.l. 10 (01) 09 (02) 13 (03) 00 (00) 32 (06)
C.0. 07 (00) 17 (04) 08 (04) 00 (00) 32 (08)
I.N. 02 (00) 01 (00) 14 (00) 08 (02) 25 (02)
M.AT 01 (00) 05 (00) 19 (02) 01 (00) 26 (02)
M.1.B. 01 (00) 05 (02) 06 (01) 00 (00) 12 (03)
P.H.Y. 11 (00) 16 (02) 10 (02) 01 (00) 38 (04)
S.T. 08 (01) 14 (01) 19 (05) 00 (00) 41 (07)
Total 68 (04) 100 (26) 131 (34) 12 (03) 311 (67)
Soit un total de 311 (67) dont :
- Professeurs 61 (04)
- Maitres de Conférences 100 (26)
- Chargeés de Cours 131 (34)
- Assistants 12 (03)

() = Nombre de Femmes
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Les abréviations ci-dessous sont indiquées sous la forme la plus couramment utilisée dans

la littérature, elles sont donc pour la plupart souvent issues de terminologie anglo-saxonne.

% : : Pourcentage

(AcO).Pb : Acétate de Plomb Il

°C . Degré Celsius

Mg : Microgramme

pg.mL™ : : Microgramme par millilitre
MM : Micromolaire

Bc :  Carbone-13

1D : Monodimensionnel

H: : Proton

2D . Bidimensionnel

Acétone-ds . Aceétone hexadeutéré
Acétyl-CoA  : Acétyl-coenzyme A

AcOEt . Acétate d’éthyle

al :  Collaborateurs

APG : Angiosperms Phylogeny Group
Api . Apiose

APT . Attach Proton Test

Ara . Arabinose

ATCC : American Type Culture Collection
BaCl, : Chlorure de Barium

CsDsN . Pyridine pentadeutérée

CcC : Chromatographie sur Colonne
CCM . Chromatographie sur Couche Mince
CDsOD : Méthanol deutéré

CDCls . Chloroforme deutéré

Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetane-3,2"-(5-chlorotricyclo[3.3.1.

CDP-Star 13"]decan])-4-yl]-1-phenyl phosphate
CFU : Colony Forming Unit

Clso :  Concentration Inhibitrice 50%

cm :  Centimétre

CMB :  Concentration Minimale Bactéricide
CMF : Concentration Minimale Fongicide
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
COosYy . Correlated Spectroscopy

d :  Doublet

DO :  Eau deutérée

dd : Doublet dédoublé

ddd . Doublet de doublet dédoublé

DEA . Diéthanolamine

DEPT . Distorionless Enhencement by Polarisation Transfer
DI : Dollar international

dl : Doublet large

DMSO . Diméthylsulfoxyde

DMSO-ds . Diméthylsulfoxyde deutéré
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DO
DPPH
dt

DG
DTX
EAG
ESI
EtOH
FID

g

g.L?!
GCAP
gExt
Glc

h

Hex
HMBC
HMQC
HNC
HRESI-MS
HSQC
Hz
IAP
IM
IMPM
IPP
IR

J

Kg
Km

L

Litt

m

m/z
MeOH
mg
MHB
MHz
min
mL
mm
mM
mmol
MODY
MS

MTT
Mult.

Densité Optique
2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle

Doublet détriplé

Diabete Gestationnel

Diabéte de type X

Equivalent d’Acide Gallique

ElectroSpray lonisation

Ethanol

Fédération Internationale du Diabete
Gramme

Gramme par litre

Germ Cells Alkaline Phosphatase

Gramme d’extrait

Glucose

Heure

Hexane

Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence spectroscopy
Herbier National du Cameroun

High Resolution Electrospray lonisation-Mass Spectrometry
Heteronuclear Single Quantum Connectivity
Hertz

Intestinal Alkaline Phosphatase

Indice de Mousse

Institut de Recherches Médicales et d’Etudes des Plantes Médicinales
Isopentényl diphosphate

Infra-Rouge

Constante de couplage

Kilogramme

kilometre

Litre

Littérature

Multiplet

Masse / Charge électrique

Meéthanol

Milligramme

Mueller Hinton Broth

Mégahertz

Minute (s)

Millilitre

Millimétre

Millimolaire

Millimole

Maturity Onset Diabetes of the Young

Mass Spectrometry

Methyl Thiazolyl Tetrazolium salt (Bromure de 3-(4,5-diéthylthiazol-2-yl)-2,5-di-

phényl tétrazolium)
Multiplicité

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique

Rédigée par NYEMB Jean Noél

XXV



NAD (P)
n-BuOH
nd

nm
NOESY
OMe
OMS
p-NPG
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Nicotineamide adenine dinucléotide (phosphate)
n-Butanol

Non déterminé(e)

Nanometre

Nuclear Overhausser Spectroscopy
Méthoxyle

Organisation Mondiale de la Santé
para-Nitrophényl-a-D-glucopyranoside
Point de Fusion

Potentiel Hydrogéne

Placental Alkaline Phosphatase

Partie par million

Quadruplet

Rapport frontal

Rhamnose

Résonance Magnétique Nucléaire
Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13
Résonance Magnétique Nucléaire du proton
Singulet

Sabouraud Dextrose

Singulet large

Spectrométrie de Masse

Triplet

tert-Butylhydroxyanisole

Triplet doublet

Tétraméthyle sylane
Tissue-Nonspecific Alkaline Phosphatase
Time Of Fligh

Unité par millilitre

United State Dollar

Ultra-Violet

Rapport volume/volume

Virus de I'immunodéficience humaine
Xylose

Chlorure de zinc

Déplacement chimique

Déplacement chimique du carbone
Déplacement chimique du proton
Double liaison en position x

Microlitre

Micromolaire
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Le présent travail a porté sur I’étude phytochimique et pharmacologique de Cissus populnea
(Vitaceae), Gardenia aqualla (Rubiaceae) et Vitellaria paradoxa (Sapotaceae), trois plantes médici-
nales utilisées dans le traitement du diabete sucré. Les extraits des différentes parties de ces plantes ont
été soumis a diverses techniques chromatographiques, conduisant a I’isolement de plusieurs composés
bioactifs qui ont par la suite été caractérisés par des méthodes modernes de spectroscopie, de spectro-
métrie de masse et par comparaison avec des composes apparentes décrits dans la littérature.

Les résultats révelent I’isolement et I’identification de 29 composes purs parmi lesquels trois
dérivés nouveaux : un alcene, le pentapentaconténe, un ester d’acide gras, I’heptadécyle heptacosa-
noate isolés de G. aqualla, et un cérébroside, le Vitellaroside isolé de V. paradoxa. Les autres compo-
sés appartiennent a la classe des alcanes (01), des alcools (05), des chlorophylles (01), des glycosides
(02), des composés phenoliques (08), des stéroides (03), des sucres (02) et des triterpénoides (08).

Le D-mannitol isolé de G. aqualla a été dérivé en 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-D-mannitol,
tandis que la Catéchine isolé de V. paradoxa a été utilisée pour la synthese d’un dérivé coumarinofla-
vanol nouveau, par la réaction de Pechmann.

Certains extraits et composeés isolés ont été investiguées pour leurs activités anti-radicalaire au
DPPH, antimicrobiennes, inhibitrice de I’a-glucosidase et de la phosphatase alcaline. Les résultats des
tests anti-radicalaires au DPPH ont montré que I’extrait brut au MeOH des rhizomes de C. populnea
était le plus actifs de tous les extraits avec une Clsy de 16,20 + 0,62 ug.mL™. Les activités antibacté-
riennes contre E. coli, S. typhi et P. aeruginosa, ainsi que antifongiques contre C. albicans, C. krusei
et C. parapsilosis, évaluées par la méthode de microdilution, ont revélé I’efficacité de la plupart des
composeés testés avec des activités allant de faible a significatives (8 < CMI <128 ug/mL), en fonction
des composés et des souches microbiennes. Les souches bactériennes ayant toutefois été plus sensibles
que les champignons. Les résultats de la mise en évidence de I’activité inhibitrice de I’ a-glucosidase
par la méthode spectrophotométrique, ont révélé que tous les extraits testés étaient des réservoirs d’in-
hibiteurs de cette enzyme, exception faite pour I’extrait au MeOH des graines de G. aqualla. L’activité
la plus élevée a cependant été notée pour I’extrait brut au MeOH des racines de C. populnea avec une
Clso de 0,33 + 0,04 ug.mL™. De tous les composés évalués, I’ Acide 19a,238,24a-trihnydroxyursolique
était le plus actif, avec une activité (Clsp = 1,72 £ 0,1 uM) significativement (P<0,05) supérieure a
celle de I’ Acarbose (Clsp = 234,6 £ 2,01 uM). De méme, les résultats obtenus des tests d’inhibition des
isozymes de la phosphatase alcaline (h-TNAP et h-IAP) par la méthode de luminescence au CDP-Star,
ont montre des activités plus ou moins significatives qui étaient fonction du composé évalué et de I’iso-
enzyme. L’activité la plus elevée étant cependant enregistrée pour la Bergénine a la fois contre les

deux isozymes mais avec une préférence pour la h-TNAP.

Mots clés : Cissus populnea ; Gardenia aqualla ; Vitellaria paradoxa ; Acétogénines ; Cérébrosides ;

Composés phénoliques ; Triterpénoides ; Activités biologiques.
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The present work concerned the phytochemical and pharmacological investigation of Cissus
populnea (Vitaceae), Gardenia aqualla (Rubiaceae) and Vitellaria paradoxa (Sapotaceae), three me-
dicinal plants. The extracts of these species, were subjected to various chromatographic technique,
affording several bioactive compounds, that were then characterized by modern spectroscopic meth-
ods, mass spectrometry and by comparison with related compounds described in the literature.

The results reveal the isolation and identification of 29 compounds, including three new ones:
an alkene namely pentapentacontene along with a fatty acid ester heptadecyl heptacosanoate from G.
aqualla (Rubiaceae), and a cerebroside namely Vitellaroside, from V. paradoxa (Sapotaceae). The
other known compounds belong to alkane (01), alcohols (05), chlorophylis (01), glycosides (02), phe-
nolic compounds (08), steroid (01), sugars (02) and triterpenoids (06).

D-Mannitol obtained from G. aqualla was derivatized to 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-D-man-
nitol, while Catechin from V. paradoxa was used to synthesize a new coumarinoflavanol derivative
through the Pechmann reaction.

Some extracts and isolated compounds have been investigated for their DPPH antiradical scav-
enging activities, antimicrobial activities, a-glucosidase and alkaline phosphatase inhibitory activities.
The results of the DPPH antiradical scavenging activity showed that the crude MeOH extract of C.
populnea rhizomes was the most active of all the extracts with an ICso of 16.20 + 0.62 ug.mL™. Anti-
bacterial activities against E. coli, S. typhi and P. aeruginosa, as well as antifungals against C. albicans,
C. krusei and C. parapsilosis, evaluated by the microdilution method, revealed the efficacy of most
tested compounds with activities ranging from low to significant (8 < MIC < 128 pg/mL), depending
on the compounds and microbial strains. Bacterial strains, were however more sensitive than fungi.
The results of the a-glucosidase inhibitory activity by the spectrophotometric method revealed that all
the tested extracts were reservoirs of inhibitors of this enzyme, except for the MeOH extract of G.
aqualla seeds. However, the highest activity, was recorded for the crude MeOH extract of C. populnea
roots with an ICsp of 0.33 = 0.04 ug.mL™. Among all the tested compounds, 19a, 238, 24a-trihy-
droxyursolic acid was the most potent, with a significant activity (ICso = 1.72 £ 0.1 uM; P < 0.05)
greater than the one of Acarbose (ICso = 234.6 + 2.01 uM). Similarly, the results obtained from the
alkaline phosphatase (AP) isozymes inhibitory activities (h-TNAP and h-1AP) using the CDP-Star lu-
minescence method, showed more or less significant activities according to the tested compounds and
the AP isoenzymes. The highest activity was however recorded for Bergenin against both isoenzymes
but with a selectivity for h-TNAP.

Key words: Cissus populnea; Gardenia aqualla; Vitellaria paradoxa; Acetogenins; Cerebrosides;

Phenolic compounds; Triterpenoids; Bioactivities.
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Le diabéte est une maladie qui tue, handicape et touche les personnes dans leurs années les
plus productives, appauvrit les familles ou réduit I’espérance de vie des personnes plus agees.
Cette menace courante ne tient compte ni des frontiéres ni de la classe sociale (OMS, 2016). Aucun
pays n’est a I’abri du diabete et I’épidémie devrait continuer a s’étendre. Le fardeau du diabéte
ponctionne les budgets nationaux dédiés aux soins de santé, réduit la productivité, ralentit la crois-
sance économique, entraine des dépenses catastrophiques pour les ménages vulnérables et sub-
merge les systémes de soins de santé (OMS,2016 ; FID, 2017).

Maladie du pancréas qui cause une élévation de la glycémie, le diabete est une affection
chronique qui apparait lorsque I’organisme ne produit pas suffisamment d’insuline, on parle de
diabéte de type 1 ou insulino-dépendant, ou lorsque I’organisme n’utilise pas correctement I’insu-
line qu’il produit on parle de diabete de type 2 ou diabete sucré. Le diabéte de type 2 est le plus
répandu de tous, représentant prés de 90% de tous les cas de diabéte (FID, 2017). Les causes du
diabete de type 1 demeurent mal connues a ce jour, cependant des études ont montré que le diabéte
de type 2 serait favorisé par des facteurs tels que la sédentarité, la mauvaise alimentation, I’alcoo-
lisme et le tabagisme (FID, 2017). Le diabete est diagnostiqué par un taux de glycémie élevé, en
présence des symptdmes tels que le manque d’énergie et la fatigue extréme, des urines abondantes
et fréquentes, une soif excessive et une bouche séche, une vision trouble, des incontinences noc-
turnes...etc. S’il demeure non diagnostiqué pendant une période prolongée, ou s’il est mal pris en
charge, le diabéte peut aboutir a de graves complications liées a I’hyperglycémie chronique, allant
des amputations aux attaques vasculo-cérébraux (AVCx), en passant par des insuffisances rénales,
des maladies cardio-vasculaires, la rétinopathie, la perte de la vue, la néphropathie, la neuropathie,
la microangiopathie et des infections séveéres d’origine le plus souvent microbienne (Andrade-
Cetto et al., 2008 ; FID, 2017). Il a d’ailleurs été démontré que les infections microbiennes sont
une source de déséquilibre du diabete ; ainsi, devant la perturbation d’un diabete habituellement
équilibré, il faut rechercher une infection microbienne. Les patients atteints de diabéte sont plus
sensibles aux infections en raison de leur taux de sucre plus élevé et de leur systeme immunitaire
affaibli. Une glycémie éleveée ralentit le processus de guérison et rend les infections plus résistantes
au traitement (Holt et al., 2011).

Du fait donc de sa prise en charge non optimale et des multiples complications qui en dé-
coulent, le diabéte constitue selon I’OMS I’un des principaux tueurs dans le monde, avec 4 million
de déces enregistrés en 2017 pour les personnes agées de 20 a 79 ans ce qui équivaut a un déces
toutes les huits secondes et représente 10,7% de la mortalité mondiale toutes causes confondues
pour ce groupe d’age (FID, 2017). Ce chiffre est plus elevé que le nombre combiné de déces dus

a des maladies infectieuses telles que le VIH/SIDA, la tuberculose et le paludisme (FID, 2017).
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Du point de vue économique, 727 milliards USD sont dépensés chaque année par les personnes
atteintes de diabéte rien que pour les soins de santé, ce qui correspond a 1 USD sur 8 dépensés
dans les soins de santé (FID, 2017).

Il faut donc veiller sur le diabéte qui d’apreés les estimations touche 425 millions de per-
sonnes agées entre 20 et 79 ans (451 millions si on élargie la fourchette d’&ges entre 18 et 90 ans)
soit 8,8% de la population de ce groupe d’age (FID, 2017). Le diabéte gagne cependant du terrain.
En effet, parti de 108 millions de cas en 1980, le diabéte a atteint 422 millions de cas en 2014
contre 425 millions en 2017 et selon la FID (Fédération Internationale du Diabete) si cette tendance
se poursuit d’ici a 2045, nous aurons 629 millions de personnes agées de 20 a 79 ans (ou 693
millions de personnes agées de 18-99 ans) atteintes de diabete, ce qui correspondrait a une aug-
mentation de 48% (FID, 2017). Il n’existe cependant pas un seul pays dans le monde ayant dia-
gnostiqué toutes les personnes atteintes de diabéte sur son territoire et selon les estimations, pas
moins de 212,4 millions de personnes a travers le monde, soit la moitié (50%) de celles atteintes
de diabéte, ne sont pas conscientes de leur maladie (FID, 2017).

Ainsi, il est urgent d’agir contre ce tueur dont les thérapies actuelles visent a réguler la
glycémie et a prévenir les complications ultérieures. Constituées de sulfonylurées, de biguanides,
de thiazolidinediones et d’inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) (Stein et al., 2013), ces
thérapies ont déja été associes a des effets secondaires tels qu’un gain de poids, une hypoglycémie
sévere, des lésions du foie et une hypertension (Ruiz-Vargas et al., 2019), d’ou la nécessité de
rechercher de nouvelles alternatives.

L’une des approches thérapeutiques les plus prometteuses pour réduire I’hyperglycémie
postprandiale chez les patients atteints de diabéte est la prévention de I’absorption des glucides
apres le repas, grace a I’inhibition des enzymes entériques : I’a-amylase et I’a-glucosidase. En
effet, les amidons complexes et les oligosaccharides ne peuvent pas étre facilement transportés
hors du lumen intestinal dans le sang, ils doivent d’abord étre décomposés en monosaccharides
avant d’étre absorbés dans le duodénum et le jéjunum supérieur et ce processus est facilité par I’o-
amylase pancréatique, et les a-glucosidases qui sont attachées a la bordure en brosse des cellules
intestinales (Andrade-Cetto et al., 2008). Les inhibiteurs actuels de I’a-glucosidase tels que I’acar-
bose 1, le miglitol 2 et le voglibose 3 n’ont montré que des effets secondaires mineurs sur le tractus
gastro-intestinal et se sont de ce fait révélés étre une option thérapeutique sérieuse pour le contrdle
du diabete sucré (Van de Laar, 2008 ; Ruiz-Vargas et al., 2019). Ce qui a suscité un intérét accru

pour la découverte de nouveaux inhibiteurs de I’a-glucosidase plus efficaces.
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Depuis la découverte en 1922 de la Metformine 4 a partir des extraits de Galega officinallis
(Bailey and Day, 2004), le criblage d’inhibiteurs de I’a-glucosidase d’origine végétale ne cesse de
croitre. Des inhibiteurs de cette enzyme ont récemment été développés a partir des plantes (Ruiz-
Vargas et al., 2019 ; Anyanwu et al., 2019 ; Sheliya et al., 2015 ; Andrade-Cetto et al., 2008).
Cependant, le plus grand succes a cet égard demeure le développement de la Metformine 4, d’ou

son utilisation clinique actuelle dans le traitement du diabéte de type 2 (Bailey and Day, 2004).

N N NH
/ z

NH NH

Metformine 4

La découverte de la Metformine 4 a partir d’une plante a suscité en nous la motivation de
porter notre intérét sur les plantes médicinales pour relever ce défi sanitaire croissant. Ainsi, dans
le cadre de ce projet de recherche nous avons focalisé notre attention sur trois plantes médicinales,
Cissus populnea, Gardenia aqualla et Vitellaria paradoxa, en raison de leurs utilisations en mé-
decine traditionnelle dans le traitement du diabete et des maladies microbiennes (Geidam, 2004 ;
Awede et al., 2015 ; Karou et al., 2011). Le choix de ces plantes s’est également basé sur le fait
qu’a I’exception de V. paradoxa qui a fait I’objet d’une étude phytochimique, les deux autres
plantes n’ont fait I’objet d’aucune investigation a notre connaissance.

Comment & partir des plantes choisies dans le cadre de cette étude, trouver des médicaments
qui permettraient une prise en charge optimale du diabete ? c’est la question a laquelle nous avons
essayé d’apporter quelques éléments de réponse au cours de nos travaux partant de I’hypothése
selon laquelle les plantes médicinales choisies dans le cadre de cette étude pourraient contenir des
métabolites secondaires doués de potentiels antiradicalaire, antimicrobien et inhibiteur de certaines
enzymes impliquées dans le diabete a I’instar de I’a-glucosidase et de la phosphatase alcaline.

Le présent travail qui s’inscrit dans le cadre de la lutte contre le diabéte, avait pour principal
objectif de trouver des candidats médicaments qui permettraient une prise en charge optimale du
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diabéte. De facon plus précise, il s’agissait d’extraire, d’isoler, de caractériser, d’élucider les struc-
tures des composés isolés des plantes étudiées et de les soumettre ainsi que leurs extraits de départ
a une série de tests de dépistage d’activités biologiques a I’instar des activités antiradicalaire contre
le DPPH ; antibactérienne contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi-
murium ; antifongique contre Candida albicans, Candida krusei et Candida parapsilosis ; et in-
hibitrice de I’a-glucosidase et des isoenzymes intestinale (IAP, Intestinal Alkaline Phosphatase)
et tissu non spécifique (TNAP, Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase) de la phosphatase alca-
line impliquées dans le diabéete de type 2.

Ce manuscrit se répartit en trois principaux chapitres :

Dans un premier chapitre, nous présenterons les généralités sur le diabéte et ses complica-
tions, I’état des connaissances bibliographiques botaniques, phytochimiques et pharmacologiques
sur les trois plantes choisies ainsi que leurs familles botaniques respectives.

Le deuxiéme chapitre sera consacré a la présentation des résultats de nos travaux person-
nels, lesquels revétent un triple aspect : phytochimique, hémisynthétique et biologique.

Le troisieme et dernier chapitre quant a lui présentera le matériel et les méthodes utilisés
lors de nos travaux de thése. Dans cette partie seront présentés, outre I’appareillage, le matériel
tant végetal que biologique utilisés, ainsi que les diverses méthodes et protocoles qui ont conduit

a I’obtention des composés et a I’évaluation de leurs activités biologiques.

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 5



These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 6



I.1. Généralités sur le diabete
1.1.1. Définition, Classification et diagnostic

L’insuline est une hormone produite par le pancréas, qui régule la concentration du glucose
dans le sang (glycémie) suite a la consommation de nourriture (OMS, 2016). Lorsqu’elle fait dé-
faut, le taux de sucre augmente dans le sang, et I’organisme est trés sensible a ces variations. Le
diabéte est cette affection chronique qui apparait lorsque I’organisme ne produit pas suffisamment
d’insuline ou qu’il n’utilise pas correctement I’insuline qu’il produit. Ceci entraine par conséquent
une concentration sanguine élevée de sucre (hyperglycémie), qui pourrait conduire avec le temps
a des atteintes graves de nombreux systemes organiques s’il n’est pas régulé (OMS, 2016).

La classification du diabéte est complexe et a fait I’objet de nombreux débats au fil des
décennies. 1l est aujourd’hui généralement admis qu’il existe trois grands types de diabéte : le
diabete de Type 1 (DTL), le diabéte de Type 2 (DT2) et le diabéte gestationnel (DG) (FID, 2017).

Le DT1 (précédemment appelé diabéte insulino-dépendant ou diabéte juvénile) est provo-
queé par une réaction auto-immune au cours de laquelle le systéme immunitaire de I’organisme
attaque les cellules des Tlots du pancréas qui produisent I’insuline. L’organisme devient alors in-
capable de produire I’insuline dont il a besoin, ou alors il le produit en quantité tres faible, avec
pour conséquence une déficience relative ou absolue en insuline (FID, 2017).

Le DT2 (préecédemment appelé diabete non insulino-dépendant ou diabéte de I’adulte) est
le résultat d’une production inadéquate d’insuline et de I’incapacité de I’organisme a répondre
pleinement a I’insuline, un état qualifié de résistance a I’insuline. L’insuline s’avere alors ineffi-
cace, ce qui déclenche dans un premier temps une hausse de la production de I’insuline pour ré-
duire I’augmentation du taux de glycémie. Au fil du temps, une production inadéquate relative
d’insuline peut toutefois se développer (FID, 2017).

Le DG est une affection provisoire qui survient pendant la grossesse. C’est un type de
diabéte qui affecte généralement les femmes enceintes pendant les deuxiémes et troisiemes tri-
mestres, méme s’il peut survenir a tout moment pendant la grossesse. Chez certaines femmes, un
diabéte peut étre diagnostiqué au cours du premier trimestre, mais la plupart du temps, il existait
alors déja avant la grossesse mais n’avait pas été diagnostiqué. Le DG est associé a un risque a
long terme de diabéte de type 2 (FID, 2017).

Il existe également quelques types moins courants de diabete, dont le diabéte monogénique
et le diabéte secondaire. Le diabéte monogénique est le résultat d’une mutation génétique unique
d’un gene dominant autosomique plutét que le fruit de plusieurs genes et facteurs environnemen-
taux comme observé dans les diabétes de Type 1 et de Type 2. Entre autres exemples de diabéte
monogeénique, il y a le diabéte néonatal et le diabéte MODY (Maturity Onset Diabetes of the

Young). Le diabéte monogénique est responsable d’environ 1-5 % de tous les cas de diabete. Le
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diabéte secondaire est une complication d’autres maladies, comme des troubles hormonaux (ma-
ladie de Cushing ou acromégalie, ...) ou des maladies du pancréas (pancreéatite, ...). Il peut égale-
ment apparaitre suite a la prise de médicaments, tels que des corticostéroides (FID, 2017).

Les criteres de diagnostic du diabete ont également fait I’objet de débats au fil des décen-
nies. Cependant les critéres actuels de I’Organisation mondiale de la santé (OMS) préconisent
d’observer I’élévation des taux de glucose dans le sang pour diagnostiquer le diabéte. Ainsi selon
I’OMS, un diabete doit étre diagnostiqué si un ou plusieurs des criteres suivants sont satisfaits :

» Glycémie a jeun> 7,0 mmol/L (126 mg/dL) ;

> Glycémie a deux heures apres ingestion de glucose orale de 75 g (test oral de tolérance au
glucose (HGPO)) > 11,1 mmol/L (200 mg/dL) ;

> Glycémie aléatoire > 11,1 mmol/L (200 mg/dL) ou HbAlc > 48 mmol/mol.

Le Type de diabete est parfois difficile a déterminer et des tests supplémentaires sont sou-
vent nécessaires pour faire la distinction entre les différentes formes de diabéte (FID, 2017).

1.1.2. Facteurs de risque et symptomes

Les facteurs de risque et les manifestations cliniques du diabéte varient d’un type a I’autre.

Les causes du DT1 ne sont pas totalement comprises, mais une susceptibilité génétique
combinée a des facteurs déclencheurs environnementaux (infection virale, toxines, alimentation)
est impliquée. La maladie peut se développer a tout &ge, mais le DT1 apparait le plus souvent a
I’enfance ou a I’adolescence. Les personnes atteintes de cette forme de diabéte ont besoin d’insu-
line chaque jour et ne peuvent survivre sans (OMS, 2016 ; FID, 2017). Le DT1 est diagnostiqué
par un taux de glycémie élevé en présence des symptomes tels qu’une soif excessive et la bouche
séche, des urines abondantes, un manque d’énergie et une fatigue extréme, une faim constante,
une perte de poids soudaine, des incontinences nocturnes et une vision trouble (FID, 2017).

Les causes du DT2 ne sont également pas totalement comprises, mais il existe un lien étroit
avec le surpoids et I’obésité, de méme qu’avec I’age, I’ethnicité et la génétique (antécédents fami-
liaux) qui sont des facteurs de risque de DT2 non modifiables. Parmi les principaux facteurs de
risque modifiables, citons une adiposité excessive (obésite), une mauvaise alimentation/nutrition,
le sédentarisme, le prédiabéte ou I’intolérance au glucose, le tabagisme et des antécédents de DG
avec exposition du feetus a une glycémie élevée pendant la grossesse. Un exces de masse grasse,
est le plus grand facteur de risque de DT2. Le surpoids, I’obésité et la sédentarité, sont considérés
comme responsables de la plus grande part de la charge de morbidité liée au diabéte dans le monde.
Les autres facteurs incluent une consommation inadéquate de fruits, légumes, céréales, fibres, ainsi
que de graisses saturées (FID, 2017). Les symptdmes peuvent étre similaires a ceux du DT1, no-

tamment une soif excessive, des urines abondantes, la fatigue, une cicatrisation lente des plaies,
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des infections récurrentes et des fourmillements ou un engourdissement des mains et des pieds.
Cependant, ils sont souvent moins marqués ou absents. Aussi la maladie peut-elle rester non dia-
gnostiquée pendant plusieurs années, jusqu’a ce que des complications existantes soient consta-
tées. Pendant de nombreuses années, le DT2 n’était observé que chez I’adulte mais il a commencé
a toucher les enfants (OMS, 2016 ; FID, 2017).

Le DG apparait suite a une diminution de I’action de I’insuline (résistance a I’insuline) due
a la production d’hormones par le placenta. Les autres facteurs de risque du DG sont notamment
I’age avancé, le surpoids et I’obésité, un gain de poids excessif pendant la grossesse, des antécé-
dents familiaux de diabete et des antécédents d’enfant mort-né ou de naissance d’un enfant pré-
sentant une anomalie congénitale. Le diabéte pendant la grossesse et le DG augmentent le risque
d’obésité future et de DT2 chez les enfants. Les symptémes évidents d’une hyperglycémie pendant
la grossesse sont rares et parfois difficiles a distinguer des symptémes normaux de la grossesse
(OMS, 2016 ; FID, 2017).

1.1.3. Prévalence et mortalité
1.1.3.1. Prévalence mondiale

Le diabéte est I’'une des principales urgences mondiales du 21°™ siécle en matiére de santé.
Il figure parmi les 10 premieres causes de déceés au monde et représente, avec les trois autres
grandes maladies non transmissibles (MNT) (maladies cardiovasculaires, cancers et maladies res-
piratoires chroniques), plus de 80% de tous les décés prématurés dus a des MNT. Le fait que 30 a
80% des personnes atteintes de diabéte ne soient pas diagnostiquées contribue dans une large me-
sure a la problématique du diabete 2 (FID, 2017).

La prévalence mondiale du diabete (normalisée selon I’age) a presque doublé depuis 1980,
passant de 4,7 & 8,8% de la population adulte (OMS, 2016 ; FID, 2017). A I’échelle mondiale, on
estime a 108 millions le nombre des adultes (20-79 ans) qui vivaient avec le diabete en 1980, 382
millions en 2013, 422 millions en 2014, contre 425 millions (451 millions si I’on élargit la four-
chette d’age a 18-99 ans) en 2017. Environ 79% vivent dans des pays a faible et moyen revenu
(FID, 2017), et dans la majorité des cas (90%), c’est le DT2 qui est en cause (OMS, 2016).

La prévalence du diabete chez les femmes de 20-79 ans est estimée a 8,4%, un pourcentage
Iégerement inférieur aux hommes (9,1%). On dénombre environ 17,1 millions d’hommes atteints
de diabete de plus que de femmes (221,0 millions d’hommes pour 203,9 millions de femmes).
326,5 millions de personnes en age de travailler (20-64 ans) sont atteintes de diabéte, et 122,8
millions de personnes agées de 65 a 99 ans. Les zones urbaines (279,2 millions) comptent plus de
personnes agées de 20-79 ans atteintes de diabéte que les zones rurales (145,7 millions). De méme,

la prévalence est plus élevée en milieu urbain que rural (10,2% contre 6,9%) (FID, 2017).
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Figure 1.1 : Prévalence mondiale estimée du diabete chez les adultes (20-79 ans) (FID, 2017)

Selon ’'OMS, la complexité des examens de laboratoire généralement requis pour distin-
guer entre le DT1 et celui de type 2, fait qu’il n’existe pas d’estimations mondiales distinctes
fiables de la prévalence du DT1 et de celle du DT2 (OMS, 2016). Nonobstant cela, la Fédération
Internationale de Diabete (FID) estime qu’environ 87 a 91% des personnes atteintes de diabéte
dans les pays a revenu élevé souffrent du type 2 ; 7 a 12% du type 1 et 1 a 3% d’une autre forme
(FID, 2017). Dans la plupart de ces pays, la majorité des enfants et des adolescents qui développent
le diabéte ont un DT1 (FID, 2017). Le DT2, précédemment observé presque exclusivement chez
les adultes, touche aussi désormais les enfants (OMS, 2016).

1.1.3.2. Prévalence dans la région Afrique

Selon les estimations de la FID, 15,5 millions d’adultes agés de 20-79 ans souffrent de
diabete dans la région Afrique, ce qui représente une prévalence régionale de 2,1%. Cette région
compte le pourcentage le plus élevé de cas de diabete non diagnostiqués (69,2%). Plus de la moitié
(55,3 %) des personnes atteintes de diabéte vivent en ville, méme si la population de la région est
essentiellement (60,3%) rurale (FID, 2017).

Au Cameroun, le taux de prévalence du diabéte est estimé a 6,4% chez les adultes de 20-
79 ans (FID, 2017). Cependant, le taux le plus élevé dans la région Afrique pour ce groupe d’age
est observé sur I'ile de la Réunion (13,8%), suivie des Comores (11,9 %) et des Seychelles
(10,6%). Les nombres les plus élevés de personnes atteintes sont observés dans certains des pays
les plus peuplés d’Afrique a I’instar de I’Ethiopie (2,6 millions), de I’ Afrique du Sud (1,8 million),
de la République Démocratique du Congo (1,7 millions) et du Nigeria (1,7 million). Environ
45,1% des adultes (20-79 ans) atteints de diabéte en Afrique vivent dans ces quatre pays (FID,
2017).
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Figure 1.2 : Estimation de la prévalence du diabete (20-79 ans) dans la région Afrique (FID, 2017)

1.1.3.3. Mortalité mondiale

Le nombre de personnes agées entre 20 et 79 ans décédees du diabete en 2017 est estimé a
4,0 millions, ce qui équivaut a un déces toutes les huit secondes. Environ 46,1% de ces déces
concernaient des personnes de moins de 60 ans (FID, 2017). Le nombre de déces imputables au
diabéte est plus élevé dans les pays a revenu faible ou intermédiaire que dans les pays a revenu
élevé (OMS, 2016). Il est également plus élevé chez les femmes (2,1 millions) que chez les
hommes (1,8 millions), a I’exception de la région Amérique du Nord et Caraibes, ou davantage
d’hommes que de femmes meurent de cette maladie (FID, 2017).

1.1.3.4. Mortalité dans la région Afrique

En 2017, plus de 298 160 déces (6% de tous les décés) dans la région Afrique étaient attri-
bués au diabete, le groupe d’age 30-39 ans enregistrant le pourcentage le plus élevé de mortalité.
Par ailleurs, 77% des déces imputables au diabéte sont survenus chez des personnes de moins de
60 ans, la proportion la plus élevée au monde. La mortalité imputable au diabéte est 1,6 fois plus
élevée chez les femmes que chez les hommes (FID, 2017).

Au Cameroun, 2% de personnes agees entre 30 et 79 ans meurent de diabéte chaque année
et ces déces sont plus élevés chez les femmes que chez les hommes (OMS, 2016).

1.1.3.5. Projections

Les estimations du diabéte sont en hausse depuis plusieurs décennies et si cette tendance
se poursuit, d’ici a 2045, 629 millions de personnes &gées de 20-79 ans (ou 693 millions de per-
sonnes agees de 18-99 ans) seront atteintes de diabéte. Ce sont les régions dont I’économie évolue
d’un faible revenu & un revenu moyen qui connaitront la hausse la plus importante. Plus d’un tiers
des cas de diabete seraient le résultat de la croissance et du vieillissement de la population, 28%
d’une hausse de la prévalence selon I’age et 32% de I’interaction de ces trois facteurs (FID, 2017).

Le nombre de personnes en age de travailler atteintes de diabéte augmentera a 253,4 millions en
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2045. La prévalence du diabete devrait augmenter & 9,7% chez les femmes et 10,0% chez les
hommes. C’est le groupe d’&ge des 65-79 ans qui affiche la prévalence du diabéte la plus élevee.
Le nombre de personnes atteintes de diabéte dans les zones urbaines devrait passer a 472,6 millions
en 2045, principalement en raison de I’'urbanisation mondiale. De méme, le colt économique du
diabete va augmenter dans les décennies a venir particulierement parmi les personnes les plus
agées (70-99) avec une hausse de 104 milliards USD entre 2017 et 2045 (FID, 2017).

1.1.4. Traitement et prise en charge

Le traitement du diabéte, qu’il soit de type 1 ou 2 repose sur la nécessité de faire assimiler
le sucre aux cellules du corps et de fournir au corps la quantité d’insuline nécessaire. Des modifi-
cations du style de vie associées a une détection précoce, et a un traitement économique du diabéte,
sont nécessaires pour sauver des vies et empécher ou retarder considérablement les complications
dévastatrices de la maladie. La prise en charge du diabéte passe donc a la fois par I’adoption de

regles hygiéno-diététiques et la prise de médicaments.

1.1.4.1. Les mesures hygiéno-diététiques
1.1.4.1.1. L’alimentation

Pour ameliorer le contréle glycémique des patients diabétiques, il est nécessaire de modi-
fier et contréler leur régime alimentaire. Une réduction du poids est souvent nécessaire. L alimen-
tation du diabétique doit étre équilibrée entre les 3 repas quotidiens et comporter des glucides
(environ 50% de I’apport énergétique total), des lipides (35%) et des protéines (15%).

Des études indiquent que la meilleure alimentation pour prévenir la prise de poids, I’obé-
sité, le DT2 et les maladies cardiovasculaires est une alimentation pauvre en graisse et en boissons

sucrées en privilégiant les fibres, les céréales et les protéines (Couaillet, 2015).

1.1.4.1.2. L activité physique

Associée a des regles alimentaires spécifiques, la pratique d’une activité physique réguliere
est indispensable (marche, vélo, natation, course...). Idéalement, une activité de 45 minutes, 3 jours
par semaine voire tous les jours est requise. Cela permet de diminuer les besoins en insuline et
I’insulino-résistance, de diminuer le taux de triglycérides par augmentation des récepteurs aux
LDL et d’augmenter la dépense énergétique. Cependant, pour un patient de DT1, I’exercice phy-

sique ne doit pas étre intense car il augmente le risque d’hypoglycémie (Couaillet, 2015).

1.1.4.2. Les traitements médicamenteux
Les diabétiques doivent impérativement adopter un mode de vie sain et équilibré, qui passe
par le respect des précautions ci-dessus citées. Si celles-ci sont insuffisantes, un traitement médi-

camenteux peut étre envisagé. Celui-ci se fait par les antidiabétiques oraux.
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1.1.4.2.1. Les Biguanides

Ils ne stimulent pas I’insulinosécrétion. Leur action principale est de diminuer la production
hépatique de glucose en freinant la néoglucogenese. Les biguanides peuvent contribuer a la perte
de poids ou a la stabilité pondérale. lls n’induisent pas d’hypoglycémie par eux-mémes. La Met-
formine est un biguanide qui réduit la néoglucogenése hépatique en diminuant modérément la

production de I’ATP (Adénosine Triphosphate) dans les cellules du foie (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.2. Les glitazones (thiazolidinediones)
Les thiazolidinediones (pioglitazone, rosiglitazone) agissent spécifiquement sur I’insulino-
résistance. Ces produits réduisent la glycémie, Iinsulinémie et la triglycéridémie, en améliorant la

sensibilité & I’insuline surtout au niveau musculaire (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.3. Les insulino-sécréteurs
1.1.4.2.3.1. Les sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides hypoglycémiants agissent principalement en stimulant la sécrétion d’insu-
line par les cellules g des flots de Langerhans. lls régulent la sécrétion d’insuline en fermant les
canaux potassiques ce qui entraine une dépolarisation de la membrane et I’entrée de calcium dans
les cellules 4. L augmentation de la concentration en calcium intracellulaire stimule la libération
d’insuline par exocytose. Le glimépiride (Amarel®) ou glibenclamide (Daonil®) et le glicazide
(Diamicron®) en sont quelques exemples (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.3.2. Les glinides

Ce sont des agents insulino-sécrétagogues. Ils stimulent I’insulino-sécrétion en agissant sur
le canal potassique ATP-dépendant, mais leur site de liaison sur la cellule g est différent de celui
des sulfamides. Ils stimulent le pic précoce d’insulino-sécrétion et ont une action préférentielle sur

la glycémie post-prandiale (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.4. Les inhibiteurs des a-glucosidases
Les inhibiteurs des a-glucosidases ralentissent I’absorption des glucides alimentaires com-
plexes. Principalement actifs sur la glycémie postprandiale, ils ne peuvent induire I’hypoglycémie

par eux-mémes. L’acarbose est un inhibiteur des glucosidases intestinales (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.5. Les incrétines

Le GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) et le GLP-1 (Glucagon-Like-Peptide-
1) deux peptides sécrétés respectivement par les cellules K du duodénum et les cellules L de I’iléon
et du colon proximal, potentialisent I’insulinosecrétion, préservent les cellules g pancréatiques,

réduisent les taux circulants de glucagon et ralentissent la vidange gastrique. (Couaillet, 2015).
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1.1.4.2.4.1. Les Analogues du GLP-1 : incrétino-mimétiques

Les incrétino-mimétiques sont des agonistes du récepteur du GLP-1, résistant a la dégrada-
tion par I’enzyme DPP-4 du fait de modifications de leur structure. Les premiers représentants de
cette classe sont I’exenatide (Byetta®) et le liraglutide. 1ls ont un impact significatif sur la gly-
cémie post-prandiale et s’administrent par voie sous-cutanée en une ou deux injections par jour.
(Couaillet, 2015).

1.1.4.2.4.2. Les inhibiteurs de la dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4)

Ils permettent de prolonger la demi-vie et donc les effets des gluco-incrétines endogenes.
Les premiers représentants de cette classe sont la sitagliptine (Januvia®) et la vildagliptine (Gal-
vus®). Ils s’administrent en une ou deux prises quotidienne per os. Ils ont un impact significatif

sur la glycémie post-prandiale et n’ont pas d’impact sur le poids (Couaillet, 2015).

1.1.4.2.5. Les insulines

Elles se présentent sous différentes formes d’administration (cartouche, flacon) mais la plus
commune est le stylo injecteur. On différencie les insulines en fonction de leurs durées d’action.
Ainsi on distingue :

e Les insulines lentes, elles ont une durée d’action de 1 & 4 heures et un délai d’action de 24
heures (Insulatard®, Lantus®, Levemir®). Elles miment la sécrétion d’insuline basale et sont ad-
ministrées une fois par jour.

o Les insulines retards ou intermédiaires, elles ont une durée d’action de 10 a 30 minutes et
un délai d’action de 12 a 20 heures (Humalox mix®, Novomix®, Isuman comb®).

e Les insulines rapides, elles ont une durée d’action de 15 minutes et un délai d’action de 2
a 5 heures (Humalog®, Novarapid®). Elles sont injectées en bolus au moment des repas, elles
agissent sur les pics de glucose.

L’insuline utilisée est conditionnée en cartouche. Avant toute injection d’insuline, les pa-
tients doivent réaliser un contréle glycémique. lls se piquent le doigt a I’aide d’une auto piqueuse
afin d’obtenir une goutte de sang. Le sang est placé sur la bandelette d’un lecteur glycémique qui

détermine la glycémie (Couaillet, 2015).

1.1.4.3. Traitement par les plantes

Les plantes représentent la forme majeure de traitement traditionnel dans le monde entier,
caractérisées par ses effets positifs avec moins d’effets secondaires graves. Les plantes constituent
une grande source de principes actifs qui peuvent étre utilisés pour traiter de nombreuses maladies,
dont le diabete. Le codt élevé des traitements conventionnels, ainsi que la modicité des revenus

des populations suscitent depuis des années, un intérét croissant et une forte demande pour les
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médicaments traditionnels a base de plantes. Une étude ethnobotanique menée par Tsabang et al.

(2017) a révélé que le Cameroun dispose d’une biodiversité floristique intéressante en matiére de

plantes antidiabétiques. De plus les tradithérapeutes du pays partagent beaucoup de similitudes

dans I’utilisation des espéces végétales. Leur diagnostic repose uniquement sur les symptomes de

la maladie. Au total 103 especes végétales appartenant a 72 genres et 34 familles ont été réperto-

riées au cours de cette étude (Tsabang et al., 2017). Les plantes ainsi répertoriées constituent un

panel pouvant servir de point de départ pour les criblages biologiques au laboratoire. Quelques-

unes de ces plantes sont consignées dans le tableau 1.1 ci-dessous :

Tableau 1.1 : Quelques plantes médicinales utilisées dans le traitement du diabéte au Cameroun

Nom de la plante Famille Partie utilisée Mode de préparation
All!um cepa Alliaceae Bulbe Mam, Sau, Mac, Déc, Alc
Allium sativum Gousse
Aloe vera Asparagaceae Feuilles Gel
Andira inermis Fabaceae Feuilles, écorces Déc
Angylocalyx talbotii Fabaceae n.d Déc
Antrocaryon klaineanum Anacardiaceae Ecorces Mac, Déc
Azadirachta indica Meliaceae Fruits, graines Déc, Pou
Bridelia ferruginea Euphorbiaceae Plante entiere Pou, Déc Mac
Bryophyllum pinnatum Crassulaceae Feuilles Déc
Catharanthus roseus Apocynaceae Plante entiere Alc, Déc
Ceiba pentandra Bombacaceae Ecorces, racines
Cissus quadrangularis Vitaceae Tige feuillées Déc
Chamaecrista mimosoides Fabaceae Feuilles
Corchorus olitorius Malvaceae Feuilles, graines Déc, Pou noire
Eclipta prostata Asteraceae Plante entiere
Ekebergia senegalensis Miliaceae Ecorces du tronc
Erythrina senegalensis Fabaceae Feuilles
Euphorbia hirta Euphorbiaceae Tige feuillées Deéc
Gardenia ternifolia Rubiaceae
Glossocalyx brevipes Siparunaceae .
— Feuilles
Ipomoea mauritiana Convolvulaceae
Jatropha curcas Euphorbiaceae .
- - Mac, Déc
Khaya senegalensis Meliaceae Ecorces
Laportea ovalifolia Urticaceae Plante entiere Déc
Mgrgarltar_la d|s<?0|dea Phyl.lanthaceae Feuilles, écorces Mac, I?ec
Mitragyna inermis Rubiaceae Inf, Déc
Momordica charantia Cucurbitaceae Feuilles Inf, Déc, Alc
Moringa oleifera Moringaceae Racines, graines Mam, Alc, Pou, Déc, Pou
Persea americana Lauraceae noyau Déc
Phyllanthus amarus Euphorbiaceae Plante entiere Déc, Pou
Solanum melongena Solanaceae Feuilles, fruits Déc
Spathodea campanulata Bignoniaceae Ecorces .
- - — Mac, Déc
Staudtia kameroonensis Myristicaceae
Terminalia glaucescens Combretaceae Feuilles, écorces Déc, Pou
Treculia africana Moraceae Mac, Déc
Vernonia amygdalina Asteraceae Feuilles Inf, Alc, Déc, Pou noire
Xylopia aethiopica Annonaceae Fruits Déc, Alc, Pou

Pou : Poudre ; Déc : Décoction ; Mam : Mixture au Miel ; Mac : Macération ; Sau : Sauce ; Alc : Alcoolature ; Inf :

Infusion.
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1.1.5. Prévention

I n’existe actuellement aucune intervention efficace pour prévenir le DT1. En revanche, la
survenue du DT2 peut largement étre évitée ou retardée si les individus prennent des mesures
simples modifiant leur mode de vie.

De nombreux facteurs influencent le développement du DT2. Parmi celles-ci, certains sont
susceptibles d’étre modifiés, d’autres pas. Ainsi, I’ethnicité, la génétique et I’age sont des facteurs
de risque de DT2 non modifiables. D’autres facteurs de risque comme I’alimentation, I’adiposité,
I’activité physique et I’exposition environnementale peuvent en revanche étre modifiés par une
série d’approches au niveau de la population et de I’individu. Il est toutefois évident que les fac-
teurs les plus influents sont les comportements généralement associés a I’urbanisation et a un style
de vie moderne. C’est notamment le cas de la mauvaise alimentation et des modes de vie inactifs
associés a un comportement sédentaire. Des essais contrlés randomisés réalisés en différents en-
droits du monde, ont démontré qu’une modification du style de vie combinée a une activité phy-
sique et/ou une alimentation saine peuvent retarder ou empécher I’apparition du DT2 (FID, 2017).

Les recommandations de I’OMS en matiére d’alimentation pour la prévention du DT2 pré-
conisent la limitation de la consommation d’acides gras saturés a moins de 10% de I’apport éner-
gétique total (moins de 7% pour les groupes a haut risque) et un apport adéquat en fibres alimen-
taires (dose journaliere minimale de 20,g) gréce a la consommation de céréales completes, de Ié-
gumineuses, de fruits et de Iégumes. Par ailleurs, les recommandations de la FID pour une alimen-
tation saine sont les suivantes (FID, 2017) :

e Opter pour de I’eau, du café ou du thé a la place d’un jus de fruits, d’un soda ou d’autres
boissons sucrées ;

e Manger au moins trois portions de légumes par jour, notamment des légumes verts ;

e Manger jusqu’a trois rations de fruits frais par jour, et opter pour des noix, un fruit frais ou
un yaourt non sucré comme en-cas ;

e Limiter la consommation d’alcool a deux boissons standards par jour au maximum ;

e Choisir des morceaux maigres de viande blanche, de volaille ou des fruits de mer au lieu
de viande rouge ou transformée ;

e Préférer le beurre de cacahuétes au chocolat a tartiner ou a la confiture ;

e Consommer du pain, du riz, ou des pates, complets plutdt que leurs équivalents blancs ;

e Privilégier les graisses insaturées (huile d’olive, huile de mais, huile de tournesol...) plutot

que des graisses saturées (beurre, beurre clarifié, graisse animale, huile de coco ou huile de palme).

Les modes de vie modernes se caractérisent par I’inactivité physique et de longues périodes

de sédentarité. La FID recommande de pratiquer une activité physique de trois a cing fois par
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semaine et au minimum pendant 30-45 minutes a chaque fois. L’OMS a par ailleurs développé des
recommandations en matiere d’activité physique pour les différents groupes d’age (FID, 2017).
Ces recommandations sont les suivantes :

e Lesenfants et jeunes gens agés de 5 a 17 ans devraient accumuler au moins 60 minutes par
jour d’activité physique d’intensité modérée a soutenue ;

e Les adultes agés de 18 a 64 ans devraient pratiquer au moins 150 minutes d’activité phy-
sique d’intensité modéree (marche rapide, jogging, jardinage) étalées sur la semaine, ou au moins
75 minutes d’activité d’endurance d’intensité soutenue, ou une combinaison équivalente d’activité
d’intensité modérée et soutenue.

e Pour les adultes plus agés, la méme quantité d’activité physique est recommandée, mais
devrait également inclure des activités de renforcement musculaire et visant a améliorer I’équilibre

adaptées a leurs capacites et a leur état.

Une approche couvrant toute la durée de la vie est essentielle pour prévenir le DT2 et ses
complications. Les jeunes années représentent une période particulierement critique pour prévenir
le développement du surpoids et de réduire le risque de DT2. Des modes de vie sains peuvent
également améliorer la santé a des stades ultérieurs de la vie (FID, 2017).

Les interventions au sein des communautés peuvent arriver jusqu’aux personnes concer-
nées et leur famille par le biais des campagnes, de I’éducation et du marketing social. Des choix
sains peuvent ainsi étre encouragés dans des environnements spécifiques (école, lieu de travail et
domicile) et contribuer a une meilleure santé pour chacun. lls incluent une activité physique régu-
liere et une alimentation avisée pour maintenir des taux de glycémie, de tension artérielle et de
lipides normaux (FID, 2017).

1.1.6. Complications du diabete

Le diabéte est difficile a équilibrer, il y a souvent des oscillations entre hyperglycémies et
hypoglycémies. Lorsqu’ils ne sont pas correctement gérés, tous les types de diabéte peuvent con-
duire a des complications a différents endroits de I’organisme, avec pour conséquence des hospi-
talisations fréquentes et une mort précoce (FID, 2017), la durée de vie d’un diabétique étant sou-
vent amputée de cing a dix ans (Schlienger, 2013).

Les complications liées au diabéte surviennent apres plusieurs années et sont nombreuses,
locales ou générales, insidieuses, chroniques, et graves (Schlienger, 2013). Elles peuvent étre pré-
sentes deés le diagnostic chez les personnes atteintes de DT2 et peu (environ 5 ans) apres le début
du DT1 et doivent étre dépistées régulierement (FID, 2017).

On distingue deux types de complications du diabéte : aigués et chroniques. Les complica-

tions aigués incluent I’acidocétose diabétique, le syndrome hyperglycémique hyperosmolaire, le
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coma diabétique hyperglycémique, les crises d’épilepsie ou la perte de connaissance et les infec-
tions. Les complications microvasculaires chroniques sont la néphropathie, la neuropathie et la
rétinopathie, tandis que les complications macrovasculaires chroniques comprennent les corona-
ropathies conduisant a une angine de poitrine ou un infarctus du myocarde, les artériopathies pé-
riphériques contribuant aux accidents vasculaires cérébraux, I’encéphalopathie diabétique et le
pied diabétique. De plus, le diabéte a été associé a une augmentation des taux de cancers, de han-
dicaps physiques et cognitifs, de tuberculose et de dépression (FID, 2017).

1.1.6.1. Maladies cardiovasculaires (MCVs)

Les personnes atteintes de diabéte présentent un risque accru de MCVs, le plus souvent
deux a trois fois plus élevé que les non diabétiques. Une glycémie élevée peut entrainer une activité
excessive du systeme de coagulation sanguine, ce qui augmente le risque de caillots sanguins (FID,
2017). Les complications cardiovasculaires sont inévitables apres plusieurs années de diabéte
(OMS, 2016). En effet, le diabete est associé a une tension artérielle et des taux de cholestérol
élevés, lesquels provoquent une augmentation du risque de complications cardiovasculaires, telles
qu’une angine de poitrine, une coronaropathie (CP), un infarctus du myocarde, un accident vascu-
laire cérébral, une artériopathie périphérique (APP) ou une insuffisance cardiaque congestive
(Schlienger, 2013 ; FID, 2017). Les MCVs sont une cause majeure de décés (50%) et des handi-
caps chez les personnes atteintes de diabéte. Elles sont responsables de la mort annuelle de cing
jeunes (8-43 ans) sur 1000 atteints de DT1. Ce chiffre monte jusqu’a 27 personnes sur 1000 chez
les personnes d’age moyen atteintes de DT2 vivant dans les pays a revenu élevé et moyen. L’inci-
dence des MCVs augmente avec I’age et présente des variations selon les pays, avec des taux plus
élevés dans les pays a faible et moyen revenu que dans ceux a revenu élevé (OMS, 2016 ; FID,
2017).

1.1.6.2. Maladies oculaires liees au diabéte

Les maladies oculaires diabétiques (MODs) sont directement causées par des taux de gly-
cémie élevés chroniques provoquant des Iésions des capillaires rétiniens, ce qui entraine une fuite
capillaire et une obstruction des capillaires. Elles peuvent deboucher sur une perte de vision, et la
cécité. Les MODs incluent la rétinopathie diabétique (RD), I’cedéme maculaire diabétique (OMD),
la cataracte, le glaucome, la perte de la capacité de convergence et la vision double (FID, 2017).

La rétinopathie est liée a I’hyperglycémie et la durée du diabete. Elle touche plus de 50%
des diabétiques apres 15 ans d’évolution du diabéte. La RD est la principale cause de perte de
vision chez les adultes en age de travailler (20 a 65 ans). La prévalence des différentes formes de
RD est de 35%, et celle de la rétinopathie proliférante (menacant la vision) est de 7%. Un contréle

strict de la glycémie peut empécher le développement d’une RD dans 76% des cas (FID, 2017).
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1.1.6.3. Maladies rénales liées au diabéte (néphropathies)

Chez les patients atteints de diabéte, I’insuffisance rénale chronique peut prendre la forme
d’une néphropathie diabétique réelle, mais peut aussi étre causée indirectement par le diabéte,
principalement en raison d’une hypertension, mais aussi par un dysfonctionnement polyneuropa-
thique de la vessie, une incidence accrue des infections des voies urinaires a répétition ou une
antiopathie macrovasculaire (FID, 2017).

La néphropathie diabétique évolue a terme, du fait de I’hypertension, vers une insuffisance
rénale chronique sévére (Monnier and Thuan, 2007). La proportion des cas d’insuffisance rénale
terminale imputable au diabete se situe entre 12 et 55%. L’incidence de I’insuffisance rénale ter-
minale est jusqu’a 10 fois plus élevée chez les adultes diabétiques (OMS, 2016 ; FID, 2017).

1.1.6.3. Lésions nerveuses (neuropathies) et pied diabétique

La neuropathie diabétique est un dysfonctionnement des activités normales des nerfs de
I’organisme. 1l s’agit d’une démyélisation segmentaire des axones, associée a des dép6ts lipidiques
sur les cellules de Schwann (Monnier and Thuan, 2007). Les lésions nerveuses peuvent étre rela-
tivement importantes, de sorte que des blessures risquent de passer inapergues avec, pour consé-
quence, des ulcérations, des infections graves et, dans certains cas, des amputations (FID, 2017).
Elle se manifeste le plus souvent par la polynévrite, une disparition des réflexes ostéo-tendineux,
une altération des sensibilités profondes et superficielles. La neuropathie peut également se mani-
fester par des atteintes vegeétatives : vasomotrices, génito-urinaires et digestives (Monnier and
Thuan, 2007 ; FID, 2017).

Le pied diabétique est une complication chronique grave, consistant en des lésions des
tissus profonds associées a des troubles neurologiques et une maladie vasculaire périphérique des
membres inférieurs. Les personnes souffrant d’un pied diabétique présentent généralement les ca-
ractéristiques suivantes : age plus mdr, indice de masse corporelle inférieur, durée plus longue du
diabete, hypertension, RD et antécédents de tabagisme. La prévalence mondiale du pied diabétique
est de 6,4% et est plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Elle est également plus élevée
chez les personnes atteintes de DT2 que chez celles de type 1 (FID, 2017).

Le diabéte est responsable de I’amputation d’un membre inférieur, en tout ou en partie,
toutes les 30 secondes a travers le monde. Ces amputations sont 10 a 20 fois plus fréquentes que
chez les non-diabétiques. Les ulcéres du pied et les amputations sont plus fréquentes dans les pays
a faible et moyen revenu. Toutefois, si le diabete est bien géré, il est possible d’éviter bon nombre
d’amputations. Et méme en cas d’amputation, il est possible de sauver le reste de la jambe et la vie

du patient grace a un suivi de qualité (FID, 2017).
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1.1.6.4. Diabéte et infections

Le diabéte est associé a un risque global accru d’infections. Les personnes diabétiques dont
la glycémie n’est pas bien contrdlée sont plus a risque de développer des infections, car le corps
se défend moins bien contre les microbes. La présence du diabete modifie également I’évolution
de nombreuses infections et augmente la morbidité et la mortalité (Holt et al., 2011).

La micro-angiopathie est généralement un facteur d’infections graves telles que I’otite ex-
terne maligne, la pyélonéphrite emphysémateuse et la fasciite nécrosante. Les infections des voies
urinaires et la bactériurie asymptomatique sont plus courantes chez les diabétiques. Les infections
de la peau et des tissus mous sont plus courantes, le pied diabétique infecté en est un excellent
exemple. Les maladies vasculaires et la neuropathie diabétique sont des facteurs sous-jacents im-
portants de la vulnérabilité du pied aux infections. Les infections cutanées ou des organes genitaux
externes sont des caractéristiques communes du diabete. Certaines infections rares mettant la vie
en danger se produisent presque exclusivement chez les diabétiques. Le diabéte augmente le risque
de tuberculose et augmente également le risque d’échec du traitement. L’insuffisance rénale, I’ obé-
sité, le besoin d’hospitalisation, les cathéters a demeure et la cicatrisation retardée sont d’autres
facteurs sous-jacents pouvant prédisposer a I’infection. Les infections virales telles que I’hépatite
C sont associées a une prévalence plus élevée du diabéte. Un traitement antirétroviral hautement

actif contre le VIH/sida peut également précipiter le diabéete (Holt et al., 2011).

1.1.6.4.1. Infections bactériennes

Les furoncles, les anthrax, les orgelets et les érythrasmas étaient particulierement fréquents
avant I’introduction de I’insuline et des antibiotiques, et les infections cutanées a Staphylococcus
aureus sont probablement encore plus fréquentes chez les diabétiques. L’otite externe sévére, une
infection potentiellement mortelle causée par une invasion des espéces de Pseudomonas, se pro-
duit chez les diabétiques agés et se manifeste par un écoulement purulent avec une douleur intense
dans I’oreille. Elle peut évoluer de la cellulite, a I’osteomyélite, et méme a la méningite avec une
mortalité élevée. L érythrasma, cause par Corynebacterium minutissimum, est rare mais survient
avec une fréquence accrue chez les patients diabétiques obeéses. 11 se présente sous la forme d’une
tache rouge brillante ou squameuse dans les zones intertrigineuses (Holt et al., 2011).

Les infections urinaires sont des pathologies trés fréquentes chez le diabétique. Elles sont
principalement causées par des entérobactéries, dont Escherichia coli qui représente 70 & 80% des
bactéries isolées de prélevements urinaires (Affes et al., 2016). D’autres infections inhabituelles
par des bactéries coliformes ou des anaérobies peuvent survenir chez les diabétiques, de méme que
les infections a Pseudomonas des orteils ou du voile des ongles et des infections secondaires des

ulceres veineux (Rajbhandari and Wilson, 1998). Une cellulite anaérobie avec des especes de
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Clostridium peut survenir chez des patients présentant une acidocétose diabétique, nécessitant un
traitement avec contrdle métabolique, un débridement agressif des tissus dévitalisés et une thérapie
antimicrobienne par voie intraveineuse (Van Hattem et al., 2008). La fasciite nécrosante est une
infection potentiellement mortelle de la peau et des tissus mous qui est plus fréquente chez les
diabétiques (Omran et al., 2014). Streptococcus pyogenes, les streptocoques anaérobies, Bacte-
roides et Staphylococcus aureus font partie des organismes associés a la fasciite nécrosante (Wong
et al., 2003). Cette infection potentiellement mortelle doit étre traitée par un débridement chirur-
gical urgent du tissu nécrotique et des antibiotiques par voie intraveineuse, apres obtention d’une
culture de sang et de tissus. La mortalité reste élevée (environ 25%) malgré un traitement optimal
(Aye and Masson, 2002).

1.1.6.4.2. Infections & Candida

L’infection a Candida albicans peut étre une caractéristique du diabete ou se manifester
par une complication d’un diabéte mal contrélé. Cette infection se présente sous la forme de pa-
pules érythémateuses avec pustules satellites et peut affecter les articulations, la vulve et le pénis,
ainsi que les marges des ongles, provoquant une paronychie. Chez les femmes, la vulvovaginite
est la manifestation la plus courante et se présente avec un prurit vulvaire qui peut étre intense,
pénible et particulierement génant lorsqu’un patient est hyperglycémique et glycosurique (Ahmed
and Goldstein, 2006). La balanite (inflammation du gland), la balanoposthite (inflammation du
gland et du prépuce) et le phimosis (incapacité a rétracter le prépuce), moins fréquents chez les
hommes pourraient étre dues aux infections a Candida (Holt et al., 2011). Une stomatite angulaire
a Candida et une langue atrophique ressemblant a une glossite rhomboide médiane sont des ma-
nifestations buccales du diabéte. La candidose buccale se produit plus fréqguemment chez les pa-
tients diabétiques qui fument ou portent des protheses dentaires (Baizri et al., 2008).

L’intertrigo a Candida se produit le plus souvent sous les seins, dans les aines et les ais-
selles ou dans les plis de la peau abdominale. Les infections & Candida des mains et des pieds ont
tendance a étre plus graves chez les diabétiques. Un traitement inapproprié avec des stéroides ou
des antibiotiques peut aggraver I’infection & Candida sur n’importe quel site chez le diabétique
(Holt et al., 2011).

1.1.7. Impact économique

Hors mis le fardeau humain qui se caractérise par une mortalité prématurée et une qualité
de vie moindre en raison de ses complications, le diabete a également un impact économique con-
sidérable sur les pays, les systémes de soins de santé et, surtout, les personnes qui en sont atteintes.
Sur le plan économique, le diabete fait peser une lourde charge sur le systeme de soins de santé

mondial et sur I’économie mondiale en général. Cette charge se mesure en dépenses médicales
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directes, en codts indirects associés a la perte de productivité, en mortalité prématurée et en effets
négatifs du diabéte sur le produit intérieur brut (PIB) des nations (OMS, 2016). Les dépenses mé-
dicales directes associées au diabete incluent les dépenses liées a la prévention et au traitement du
diabéte et de ses complications (OMS, 2016).

Selon la FID, les dépenses en soins de santé totales pour le diabéte sont estimées a 727
milliards USD (20-79 ans) pour I’année 2017, ce qui représente une hausse de 8% par rapport aux
estimations de 2015. Si I’on prend en compte le groupe d’age étendu de 18 a 99 ans, les colts
s’elévent a 850 milliards USD au total (FID, 2017). L’un des éléments qui contribuent a cette
augmentation est la hausse des dépenses liées aux spécialités pharmaceutiques utilisées pour traiter
les diabétiques, notamment les nouveaux traitements oraux contre le DT2 et les analogues de I’in-
suline (OMS, 2016).

On s’attend a ce que le fardeau économique que représente le diabete continue de croftre.
D’aprés les projections, les dépenses en soins de santé pour le diabete atteindront 776 milliards
USD d’ici 2045 (20-79 ans), soit une hausse de 7%. Si I’on prend en compte le groupe d’age des
18-99 ans, ces dépenses devraient se chiffrer a 958 milliards USD. Les projections pour 2045 sont
trés conservatrices, puisqu’elles partent du principe que les dépenses moyennes par personne et le
taux de prévalence du diabéte resteront constants, et que seules des modifications démographiques
seront observées. Cette dynamique est soutenue par I’observation selon laquelle les pays enregis-
trant les dépenses de santé les plus importantes connaitront une tres faible croissance de leur po-
pulation (FID, 2017). Les pays a revenu faible ou intermédiaire supporteront ainsi une plus grande
part de la charge future des dépenses de santé mondiales que les pays a revenu élevé (OMS, 2016).

Le diabéte peut faire peser un lourd fardeau économique sur les personnes atteintes de
diabéte et leur famille en raison des paiements directs liés aux soins de santé et a la perte de revenu
familial associée aux incapacités et aux déces prématurés. Les diabétiques sont sensiblement plus
exposeés aux dépenses médicales catastrophiques (OMS, 2016).

Dans la région Afrique, les personnes atteintes de diabéte ont dépensé 3,3 milliards USD
en soins de santé en 2017. Dans cette région, les pays qui enregistrent les dépenses moyennes en
soins de santé les plus élevées pour le diabéte sont la Guinée Equatoriale (2.087 DI), I’Afrique du
Sud (1.884 DI) et la Namibie (1.611 DI). A I'autre bout du spectre, la République centrafricaine
(46 DI), la République Démocratique du Congo (65 DI) et Madagascar (86 DI) présentent les
dépenses moyennes les plus faibles. Cependant, les pays qui allouent le pourcentage le plus élevé
de leur budget de soins de santé au diabéte sont les Seychelles et les Comores. Les personnes
atteintes de diabéte y ont dépensé 13 % et 12 %, respectivement, du budget total de soins de santé
(FID, 2017).
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1.1.8. Diabete et stress oxydant

Le diabéte sucré s’accompagne d’un stress oxydant et d’une production de radicaux libres
par divers mécanismes. Ce stress oxydant se trouve impliqué dans I’aggravation de la maladie
ainsi que dans I’apparition des complications chroniques qui lui sont liées.

1.1.8.1. Définition du stress oxydant

Des espéces réactives de I’oxygéne (ERO), parmi lesquelles les radicaux libres, sont pro-
duites en permanence par notre organisme (réle physiologique). Cependant, un systéme efficace
de défenses permet de réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire excessif. Le
stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pros oxydants
(ERO) et les antioxydants en faveur des premiers (Favier, 2003).

1.1.8.2. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les ERO et les radicaux libres sont des entités chimiques possédant un ou plusieurs élec-
trons célibataires, ce qui leurs conferent une grande réactivité. En effet, ce radical libre aura tou-
jours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se
réduire en oxydant un autre composé (Couaillet, 2015). Les principales ERO entrant dans les pro-

cessus physiopathologigues humains sont regroupés dans le tableau 1.2 ci-dessous.

Tableau 1.2 : Les principales espéces réactives de I’oxygene

Espéces réactives

Réaction de formation

Propriétés

L anion superoxyde (0,*)

Formé par la réduction mono
électrique de I’oxygéne : addi-
tion d’un seul électron

C’est le radical le moins réactifs
mais le précurseur des autres ERO.
(Boyer, 2016)

Le peroxyde d’hydrogéne
(H202)

Produit & partir de I’anion supe-
roxyde, réaction catalysée par la
superoxyde dismutase

La majeure partie de sa toxicité pro-
vient de sa capacité a générer le ra-
dical hydroxyle HO® (Boyer, 2016)

Le radical hydroxyle
(HO®)

Formé par la réaction de Fenton
a partir du H20>

C’est le radical le plus avide d’élec-
trons et le plus dangereux pour I’or-
ganisme (Boyer, 2016)

Le monoxyde d’azote
(NO)

Formé a partir de I’un des deux
atomes d’azote terminal du grou-
pement guanidine de la L-argi-
nine d’une part, et du O, d’autres
parts en présence de co-facteurs
NADH,H", réaction catalysé par
les NO synthase (NOS)

Il est reputé pour ses propriétés phy-
siologiques (Boyer, 2016)

Le peroxynitrite (ONOO")

En I’absence d’une quantité suf-
fisante de co-facteurs, ou de
substrat (arginine), les NOS pro-
duisent le O2°" plutdt que le NO®.
Le O,* produit lie le NO® pour
former le peroxynitrite

Trés réactif et sans doute respon-
sable d’un stress antyoxydant, il en-
gendre des oxydations irréversibles
et des nitrations diverses

(Massion et al., 2002)
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La production des ERO dans les cellules humaines est essentiellement d’origine enzyma-
tique et résulte de plusieurs mécanismes dont la chaine respiratoire mitochondriale, la phagocytose
des bactéries et des parasites par les macrophages ou les polynucléaires, et les facteurs environne-
mentaux (intoxication par des métaux lourds, destruction de I’ADN par irradiation, fumée de tabac,
I’alcool ou méme certains médicaments (xénobiotiques) (Favier, 2003).

1.1.8.2.1. Importance physiologique des ERO

Le paradoxe des radicaux libres c’est qu’ils constituent des espéces extrémement dange-
reuses, susceptibles d’engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des espéces
indispensables a la vie. lls remplissent en effet de tres nombreuses fonctions a I’instar de la des-
truction de microorganisme et la régulation du tonus vasculaire. lls peuvent également jouer le
role de messagers intra et/ou extracellulaire et sont ainsi impliqués dans les phénoménes d’apop-
tose (mort cellulaire programmée), la prolifération des cellules musculaires lisses (cellules vascu-
laires), I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, ou bien encore dans I’agrégation pla-
quettaire (Favier, 2003).

1.1.8.2.2. Les molecules biologiques cibles des ERO
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules bio-

logiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides) (Favier, 2003).

1.1.8.2.2.1. La peroxydation des lipides

La peroxydation lipidique résulte de I’attaque par des radicaux libres des acides gras po-
lyinsaturés (acides linoléique, linolénique, arachidonique). Cette réaction est a I’origine de dom-
mages tissulaires responsables de cancers, de maladies inflammatoires, du vieillissement et de 1é-
sions vasculaires comme I’athérosclérose (Raccah, 2004). Cette attaque des lipides peut concerner
les lipoprotéines circulantes (oxydation des LDL) ou les phospholipides membranaires et elle est
trés dommageable pour les cellules tant au niveau de leur fonction que sur les propriétés de leurs
membranes : altération de la fluidité membranaire, augmentation de leur perméabilité, diminution
du potentiel de membrane, voire rupture (Raccah, 2004).

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogeéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, qui en présence d’oxygene va étre oxydé
en radical peroxyle (RCOO") : C’est I’étape d’initiation. Le radical RCOO® formé va s’attaquer a
un acide gras voisin et se transformer en hydroperoxydes (RCOOH) tandis que le 2° acide gras
rentre dans le méme circuit de peroxydation pour former un nouveau radical diéne conjugué qui
sera oxydé par I’oxygene pour former le 2° radical peroxyle qui s’attaquera au 3° acide gras con-

duisant a une réaction en chaine : C’est la propagation. Une partie des hydroperoxydes formés va
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étre réduit et neutralisée par le glutathion peroxydases, et I’autre partie va se décomposer facile-
ment en différents produits dont les plus étudiés sont le malondialdéhyde (MDA), I’hydroxynone-
nal et les isoprostanes : c’est la terminaison (Favier, 2003).

1.1.8.2.2.2. Les Protéines

Les ERO sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines,
altérant également leur fonction. L’oxydation de ces acides aminés conduit & une modification de
la conformation spatiale et a une altération de la fonction protéique. Les protéines oxydées perdent
leur capacité a se fixer correctement sur un récepteur ou a fixer spécifiquement un ligand, altérant

la signalisation cellulaire (Favier, 2003).

1.1.8.2.2.3. Les Acides Nucléiques

Les radicaux superoxyde (O**) et hydroxyle (HO®) provoquent des Iésions de I’ADN.
Ceux-ci peuvent interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et
pyrimidiques (Therond, 2006). Les produits secondaires de la peroxydation des acides gras po-
lyinsaturés tel que le MDA (aldéhydes mutagénes), peuvent interagir avec I’ADN et formé des
adduits (Favier, 2003). Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées entrainent a

long terme des altérations géniques (Favier, 2003).

1.1.8.2.3. Moyens de lutte contre les ERO : les antioxydants

Les antioxydants sont définis comme I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber di-
rectement a faibles doses la production les ERO, de limiter leur propagation ou de les détruire. Les
systemes antioxydants peuvent étre divisés en deux catégories : les antioxydants enzymatiques et

les antioxydants non enzymatiques (Favier, 2003).

1.1.8.2.3.1. Les antioxydants enzymatiques

L’organisme dispose d’un arsenal important d’enzymes antioxydantes ubiquitaires.

> Les superoxydes dismutases (SOD) : ce sont des métalloprotéines qui permettent I’élimi-
nation des anions superoxydes (O2°") ou tout au moins de les maintenir a un niveau de concentra-
tion assez bas, par dismutation en peroxyde d’hydrogene (H202) et en une molécule d’oxygene
(O2) (Favier, 2003).

.. SOD 2H
0, + 0, > H,0,+ 0,

» La glutathion peroxydase (GSHPX) : elle est localisée dans les milieux extracellulaires,
le cytosol et les mitochondries. Cette enzyme réduit le H2O> et les RCOOH lipidiques en utilisant
le glutathion réduit (GSH) sur lequel elles transferent 1I’oxygene, le transformant en glutathion
oxydé (GSSG) (Favier, 2003).
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GSHPx

GSHPx
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0O

> La Catalase (CAT) : c’est une enzyme qui réduit le peroxyde d’hydrogéne en libérant de
I’oxygeéne et de I’eau. Son rdle est trés important surtout en présence d’ions ferreux en permettant
d’éliminer I’exces de peroxyde d’hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse pas s’ampli-
fier (Favier, 2003).

1.1.8.2.3.2. Les antioxydants d’origine végétale

Les polyphénols sont des antioxydants présents dans les végetaux. Ils sont capables de
piéger des espéces radicalaires et de chélater les métaux de transition comme le Fer et le Cuivre
qui permettent de catalyser les oxydations. Les phénols réagissent rapidement avec les radicaux
libres, notamment les peroxyles en donnant un radical phénoxyl incapable de propager la réaction
radicalaire. Les polyphénols peuvent protéger contre la glycooxydation des protéines et sont éga-
lement connus pour avoir des propriétés anti-inflammatoires. Ils peuvent favoriser I’absorption du
glucose dans les cellules par le biais d’un mécanisme dépendant de la P13-kinase qui va mimer
I’action de I’insuline. Ce sont des produits largement distribués dans le regne végétal et sont cou-

ramment consommeés sous forme de fruits, Iégumes et boissons tel le thé (Munir et al., 2013).

1.1.8.3. Mécanismes impliqués dans la genése d’un stress oxydant dans le diabete
Dans des conditions d’hyperglycémie chronique, plusieurs mécanismes peuvent étre res-

ponsables de la production de radicaux libres.

1.1.8.3.1. La voie des Polyols

En présence d’un exces de glucose, une fraction non oxydée de ce substrat est dirigée vers
la voie des polyols : sous I’effet de I’aldose réductase, le glucose est réduit en sorbitol par le
NADPH (Schéma 1.1). Le sorbitol est ensuite oxydé en fructose en présence de NAD+ par la sor-
bitol-déshydrogénase. Cette voie va conduire a une déplétion intracellulaire de NADPH puisque
ce dernier est nécessaire a I’activité de I’aldose réductase (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

Le déficit intracellulaire de NADPH a pour conséquence une faible régénération du gluta-

thion réduit a partir du glutathion oxydé (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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Aldose Sorbitol

réductase déshydrogénase
* Glucose m 1 Sorbitol m 1 Fructose
| NADPH + NADP* 1 NAD* + NADH + H*
+H*
+* GSSG Lﬁ l GSH
Glutathion
réductase

GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé
Schéma 1.1 : Déplétion du glutathion par la voie des polyols (Bonnefont-Rousselot et al., 2004)

1.1.8.3.2. La glycation

Le glycosylation non enzymatique des protéines ou glycation, est une réaction covalente
qui attache des résidus glucose aux NH: libres des protéines, sans I’intervention d’enzyme. L’étape
initiale de cette réaction se caractérise par la formation non enzymatique d’une liaison covalente
entre le groupement carbonyle d’un sucre réducteur et le groupement amine libre d’un acide amine.
Elle conduit a la formation d’une base de Schiff, qui peut subir des réarrangements intramolécu-
laires (réarrangements d’Amadori), pour former des composés dicarbonylés. La déshydratation
et/ou la condensation de ces composés donnent alors naissance aux produits de fin de glycation
AGE (Advanced Glycation End products) (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

Ces AGE forment un groupe hétérogéne de molécules qui modifient non seulement la fonc-
tion de la protéine glyquée mais forment aussi des agents qui se lient & d’autres protéines, tel le
collagene et autres protéines de la matrice extracellulaire dont les fonctions se trouvent ainsi alté-
rées avec des conséquences délétéres sur les tissus vasculaires, cardiaques et rénaux. Les AGE
sont capables aussi de produire des radicaux libres oxygénés par interaction avec des récepteurs

spécifiques (RAGE) et induire un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

1.1.8.3.3. La voie mitochondriale

La chaine respiratoire mitochondriale est le principal site de production de I’anion supe-
roxyde, cette production est accrue en présence de fortes concentrations de glucose (Bonnefont-
Rousselot et al., 2004).

A cOteé de ces 3 voies, d’autres mécanismes peuvent étre la source d’un stress oxydant dans
le diabete comme : I’auto-oxydation du glucose et I’activation de la NADPH oxydase vasculaire
(Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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Schéma 1.2 : Relation entre hyperglycémie et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2004)

1.1.8.4. Impact du stress oxydant sur les cellules g et sur I’action de I’insuline

Le rble pathogéne des radicaux libres sur les cellules 4 a souvent été évoqué car ces cellules
ont des défenses limitées face au stress oxydant (Rigalleau et al., 2007). En effet les ERO pertur-
bent la sécrétion de I’insuline stimulée par le glucose par la diminution du rapport ATP/ADP in-
tracytosolique, par I’hyperpolarisation anormale de la membrane mitochondriale et une surexpres-
sion du complexe I de la chaine respiratoire ce qui conduit a I’apoptose des cellules f et pourrait
expliquer la réduction de leur masse observée dans le DT2 (Guillausseau et al., 2008). Ces radi-
caux libres pourraient étre aussi a I’origine du DT1 (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

I semble aussi que les radicaux libres produits excessivement et insuffisamment dégradés
au cours du diabete, participent dans I’instauration et I’aggravation de I’insulino-résistance par
activation de voies de signalisation qui ménent a I’inhibition de la cascade de signalisation de

I’insuline (Barquissau et al., 2011).

1.1.9. Diabete et phosphatases alcalines

Les phosphatases alcalines (PAs) (EC 3.1.3.1) sont des enzymes homodimériques qui ap-
partiennent & la famille protéique des phosphomonoestérases. Largement répandues chez plusieurs
espéces allant des bactéries a I’lhomme, elles sont impliquées dans la catalyse des phosphomonoes-
ters aboutissant a la production du phosphate inorganique (Yang et al., 2015). Ainsi, le rdle phy-

siologique normal des PAs est la régulation du niveau de phosphate inorganique dans le corps,
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c’est-a-dire le maintien du processus de minéralisation des os. Cependant, dans I’intestin, elles
sont impliquées dans I’absorption des graisses. Les PAs sont des métallo-glycoprotéines car con-
tiennent des ions métalliques (surtout Mg?* et Zn?*) dans leur site actif, essentiels pour leur activité
catalytique. A un pH alcalin, les PAs des mammiféres sont des substrats spécifiques et ont une
activité maximale envers une large gamme de substrats tels que les phosphates, le bis (p-nitrophé-
nyl), les polyphosphates inorganiques et les phosphomonoesters (Millan, 2006).

Dans I’organisme, les PAs sont situés dans le foie, les os, I’intestin, le placenta, les reins,
les voies biliaires et les globules blancs circulant dans le sang. 90% d’entre elles sont d’origine
hépatique et osseuse. Selon leur site de localisation, les PAs sont classés en deux types a savoir les
PAs tissus spécifiques et les PAs non tissus spécifiques. Les PAs tissus spécifiques sont en outre
classées en trois isoenzymes : la PA placentaire (PLAP, Placental Alkaline Phosphatase), la PA
des cellules germinales (GCAP, Germ Cells Alkaline Phosphatase), et la PA intestinale (IAP, In-
testinal Alkaline Phosphatase). La PA non tissus spécifique (TNAP, Tissue-Nonspecific Alkaline
Phosphatase), présente dans I’0s, le foie et les reins, est a 50% similaire aux trois autres (Khan 1.
et al., 2015). Les dommages causés a ces tissus entrainent la libération des PAs dans le sang. Le
taux de PAs peut étre détecté par un test sanguin et est donné en Unités Internationales (Ul) par
litre de sang. Il est normalement compris entre 40 & 100 UI/L chez I’adulte, 50 a 130 UI/L chez
I’adulte de plus de 60 ans, 100 a 200 UI/L chez I’enfant en raison des phénoménes de croissance
et 100 a 200 UI/L chez la femme enceinte (Li-Fern and Rajasoorya, 1999).

Toute perturbation du niveau de PAs sert d’indication significative pour certains états pa-
thologiques, maladies et syndromes (Li-Fern and Rajasoorya, 1999). Une diminution du taux de
PAs peut-étre observée en cas : d’hypothyroidie (activité insuffisante de la glande thyroide pou-
vant notamment provoquer la prise de poids), d’une insuffisance hépatique sévere, d’anémie sé-
vere, de scorbut, ... etc. Cependant, différentes affections tels que la cholécystite, la cholestase, la
cirrhose, I’hépatite, le foie gras (stéatose hépatique), les tumeurs hépatiques, la métastase hépa-
tique, la maladie de Paget, I’ostéoporose, la métastase osseuse, les fractures osseuses, le myélome
multiple (uniqguement en association avec des fractures), I’ostéomalacie, I’insuffisance rénale, les
MCVs et le cancer (des os, du sein, de I'utérus, de la prostate, du pancréas, ...) sont associées a
des taux élevés de phosphatase alcaline (Sharma et al., 2014). Certaines de ces pathologies sont
plus ou moins associées au diabéte. Quelques-unes d’entre elles sont des facteurs de risque du
diabéte, mais pour la plupart, ce sont des conséquences d’un diabéte mal contrdlé (complications
du diabete).

Des taux élevés de PAs ont également été rapportés chez les personnes souffrant d’obésité
(précurseur du DT2, des MCVs, ...). Une étude a montré que le taux sérique de PAs chez les

obeses était significativement plus élevé que chez les non-obéses. De maniére intéressante, il a
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récemment été étudié qu’outre d’autres tissus corporels (foie, o0s, reins, intestins, ...), les PAs sont
également exprimées dans le tissu adipeux qui régule le dép6t de graisse intracellulaire dans les
pré-adipocytes pendant I’adipogenése. Dans I’obésité, I’activité des PAs est renforcée et on s’at-
tend a des dép6ts de graisse intracellulaires disproportionnés. En retour, les tissus adipeux libérent
une quantité excessive de PAs dans la circulation sanguine (Khan A. et al., 2015). La diabétopo-
rose, une complication développée au cours du diabéte, expose a une fragilité osseuse qui s’appa-
rente a I’ostéoporose. En 2009, une étude a révélé que les individus avec un taux de PAs et de
phosphate élevé sont plus exposés a une mortalité cardiovasculaire (Tonelli, 2009).

Tout porte donc a croire que les taux élevés de PAs relevés au cours du diabéte seraient a
I’origine de certaines de ses complications a I’instar de celles hépatiques, cardiovasculaires, ré-
nales et osseuses.

Dans le cadre de notre étude nous nous sommes intéressés a I’inhibition de la TNAP et
I’lAP, deux isozymes structurellement trés similaires. La TNAP est principalement impliquée dans
I’hydrolyse du pyrophosphate en phosphate inorganique maintenant ainsi le processus de minéra-
lisation osseuse et la croissance, tandis que I’lAP joue un role important dans I’absorption des
lipides dans I’intestin gréle et la détoxification des lipopolysaccharides, des endotoxines produites
par des bactéries Gram-négatif et qui sont responsables des inflammations (Khan 1. et al., 2015).
On comprend donc de par son role que I’ AP présente un intérét thérapeutique pour certaines ma-
ladies inflammatoires chroniques, et pourrait s’avérer tres importante dans la prévention de cer-
tains troubles métaboliques tel que le DT2. C’est ce qu’a d’ailleurs révélée une étude réalisée en
2015, qui mettait en évidence une corrélation entre le taux de phosphatase alcaline et le DT2,
aboutissant a la conclusion selon laquelle un niveau éleveé d’IAP est protecteur contre le DT2
(Malo, 2015). Cependant, toute perturbation du niveau de I’lAP (niveau bas ou trop élevé) entrai-
nerait un syndrome inflammatoire de I’intestin (Sharma et al., 2014). Une expression accrue de
I’I AP a également été rapportée dans les cas de carcinome hépatocellulaire (Usoro et al., 2010).

La modulation des PAs pourrait donc étre une nouvelle stratégie potentielle de traitement
qui permettrait de réduire ou de ralentir I’apparition de certaines complications du diabéte telles
que la calcification vasculaire, ce qui permettrait d’améliorer les résultats cardiovasculaires chez
les patients diabétiques de type Il (Haarhaus et al., 2017). Le développement d’inhibiteurs puis-
sants est donc bigrement nécessaire pour le contréle de I’activité de cette classe d’enzymes. Les
effets synergiques de la phytomédecine font de la médecine traditionnelle une option thérapeutique

prometteuse pour la modulation de cette enzyme.
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1.2. Présentation de Cissus populnea Guill & Perr
1.2.1. La famille des Vitaceae

Les Vitaceae sont une famille de plantes angiospermes, dicotylédones, originaires des ré-
gions tempeérées, subtropicales et tropicales de notre planéte. Cette famille, appartenant auparavant
a I’ordre des Rhamnales, aujourd’hui a celui des Vitales depuis la classification phylogénétique
APG 1, regroupe environs 700 a 1000 espéces végétales réparties en 14 a 16 genres botaniques.
Son nom lui a été donné par son genre principal Vitis, nom latin de la vigne. Le nom “Ampeli-
daceae” pris comme synonyme de “Vitaceae” est dérivé du nom grec de la vigne, “ampelos”. On
trouve dans cette famille des plantes grimpantes, quelques arbustes et quelques plantes herbacées,

rarement succulentes (Wen et al., 2018).

1.2.2. Le Genre Cissus
Le genre Cissus compte environ 350 especes principalement dans les régions tropicales
d’Afrique, d’Asie, d’Australie, d’Amérique centrale, du Sud et du Nord (Mexique). Parmi les es-

péces les plus répandues, nous avons C. antarctica et C. populnea (Botineau, 2010).

Les points jaunes indiquent les lieux ot au moins une espéce du genre Cissus a été repertoriée.

Figure 1.3 : Répartition géographique du genre Cissus (Pickering, 2019)

Les plantes du genre Cissus sont des lianes ligneuses ou herbacées, grimpantes ou brouil-
Iées, ou arbustes parfois dressés, hermaphrodites a polygamo-monoéciques ; tiges ailées ou striées,
souvent succulentes ; racines parfois tubéreuses ; des vrilles opposées a des feuilles, ramifiées ou
non, parfois avec des disques adhésifs a la pointe, surtout lorsqu’elles sont jeunes. Les feuilles sont
simples, entiéres ou parfois lobées, rarement composées 3-5-foliolées, pétiolées ; de taille, forme,
pilosité et texture trés variables, a nervation pennée ou palmati-pennée, a marges le plus souvent
diversement denticulées. Inflorescence souvent corymbe. Les fleurs sont de couleur verdatre a
jaunatre, tétraméres, hermaphrodites, de petite taille, pédicellées ; calice cupuliforme ; pétales ad-
hérant & des cellules épidermiques imbriquées dans le bourgeon, reflétant a I’anthése, de forme

deltoide ; un disque fleural, adossé a la base de I’ovaire, bien visible, cupulaire a 4 lobes ; style
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conique ou cylindrique, stigmate entier. Fruit 1 (—4) non comestible ; des graines ovoides, a trois
coins obtus, pyriformes, avec un raphé encerclant, lisses ou a facettes ou picotées de chaque c6té ;
endosperme & 3 lobes verticaux, en forme de M en coupe transversale ; cotylédons réniformes,

parfois 3, radicules larges (Wen, 2007).

1.2.3. L’espéce Cissus populnea Guill. & Perr.

Cissus populnea est originaire d’Afrique tropicale de I’Ouest. C’est une espéce grimpante
riche en mucilage. Elle a une distribution cosmopolite, bien que se trouvant majoritairement dans
les tropiques. L’espece est répartie du Sénégal au Soudan, ou elle est commune et disséminée. La
plante vit dans les bosquets et les galeries forestieres des zones sahéliennes, dans les savanes sa-
héliennes et soudano-guinéennes, sur tous les types de sols (Arbonnier, 2002).

- { NAS oY j b

Noms communs : Oseille des pygmées (Francais), Food gum (Anglais), Daafaaraa (Hausa), Ba-

kani (Peul), Dingale (Fufulde) (Mapongmetsem et al., 2012).

Systématique :

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Vitales
Famille : Vitaceae (Ampelidaceae)
Genre : Cissus
Espece : populnea Guill & Perr

Cissus populnea est une liane a vrilles ramifiées, de 8-10 m de haut, souvent a tige annuelle
se desséchant durant la saison séche, recouvrant les arbres dans lesquels elle est accrochée. Ecorce
creme et lisse a I’etat jeune, puis gris et écailleux, se desquamant par écaille fibreuse sur les vieilles
tiges avec entaille orange a I’extérieure et jaunatre en dessous. Tige finement pubescente devenant
glabre, verte, portant une vrille ramifiée opposée a la feuille. Stipule papyracée, plus ou moins
rouge ou roussétre, ovale ou plus ou moins orbiculaire, & sommet en pointe aigie, (3-) 5-10 mm
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de long a la base des feuilles. Les feuilles sont alternes, finement pubescentes devenant rapidement
glabres, ovales a sub-orbiculaire, de (5-) 10-18 cm de long et de large, a sommet peu acuminé ou
pointu et a base cordée. Pétiole glabre, de 3-13 cm de long. Nervures palmées, importantes, avec
3-5 de bases sécantes au bord du limbe, et 5-7 nervures latérales pennées. Inflorescence paniculée,
plusieurs fois ramifiée, pédonculée de 10-20 cm de long et disposée a I’opposé d’une feuille, a la
place d’une vrille. Fleurs verdatre, a pédicelle de 1-3 cm de long, a 4 pétales de 3-4 mm de dia-
métre. Fruits ovoide, lisse, dur, 20-25 mm de long et 10-15 mm de large, noir-violet a maturité. La
floraison a lieu en saison des pluies (Arbonnier, 2002).

1.2.4. Utilisations ethnomédicinales et propriétés pharmacologiques du genre Cissus
Plusieurs especes du genre Cissus sont utilisées en Afrique et a travers le monde dans le
traitement de nombreuses affections (Tableau 1.3). Quelques unes de ces utilisations ont deja été

prouvées au laboratoire (Tableau 1.4).

Tableau 1.3 : Utilisations ethnomédicinales de quelques especes du genre Cissus

Espéce Partie(s) utilisée(s) Maladie(s) Références

Troubles gastro-intestinaux et

C. aralioides n.p. urogénitaux
C. assamica n.p. Venin de serpent Fernandes and Banu, 2012
C. debilis n.p. Cancer
C. hypoglauca n.p. Maux de gorge
Feuilles Troubles mentaux
C. comifolia Malaria, pharyngite, diabéte, Jim0h_et al., 2013
' Racines amygdalite, problémes cardiaux  Chipiti et al., 2015
vasculaires
C. ibuensis Feuilles Egﬂgzglzgqsii’iqagglte’ Ahmadu et al., 2010
C. multistriata Feuilles :?g:/]?]ser“grkor, marasme - nutri- Adegoke et al., 2010
Trypanosomiase, Atawodi et al., 2002
Feuilles Paludisme Shuaibu et al., 2008 ;
Venin de serpent Adebayo and Krettli, 2011
Poison de fleches, infertilité mas-
culine, seins douloureux des Ojekale et al., 2006
femmes a I’accouchement, ul- Soladoye and Chukwuma,
Racines céres, furoncles, anthelmin- 2012
C. populnea thiqgue, maladies de la peau, Kone etal., 2004
plaies infectées, infections des
VOIES urinaires
Aphrodisiaque, laxatif, contre
maladies vénériennes, parasites
n.p. intestinaux, cedémes, varice, jau- Arbonnier, 2002
nisse, fiévre jaune, blennoragie,
coliques, lepre
C. pteroclada n.p. (I:?rr;lrjnrgaegsmes, contusions Yi-jie et al., 2016
C. quadrangularis Tiges Hémorroides Tchinda, 2011
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Feuilles Furoncles, brdlures, plaies, frac-
tures, rhumatismes Tchinda, 2011
C. quadrangularis Racines Indigestions, enflures, douleurs
musculaires
Epilepsie, scorbut, asthme, maux
n.p. d’oreilles, saignement nasal, sy- Ngo Bum et al., 2008
philis, ghonorées, malaria, abceés
C. repens n.p. Furoncles, ulcéres Subba and Basnet, 2014
C. rubiginosa n.p. Dysenterie, diarrhée Fernandes and Banu, 2012
Diabéte, inflammations, hyper-
Feuilles et tiges tension, douleurs, congestions, .
C. sycoides g épilepsie g Da silva et al., 2013
Feuilles Rhumatismes, abces
C. verticillata n.p. Diabéte, infections urinaires Fernandes and Banu, 2012

n.p. : non précisée

Tableau 1.4 : Propriétés pharmacologiques des especes du genre Cissus

Espéce Partie(s) étudiee(s) Activité(s) Références
C. cornifolia Feuilles Antidiabétique Jimoh et al., 2013
' Feuilles et racines ~ Antioxydante Chipiti et al., 2015
C. ibuensis Feuilles Antibactérienne Ahmadu et al., 2010
C. multistriata Feuilles Antimicrobienne Adegoke et al., 2010
C. Pallida n.p. Anti-inflammatoire Jayaprakash et al., 2013
Fevilles Anti_plasmodiale _ Shuaibu et al., 2008
Anti-trypanosomiase Atawodi et al., 2002
Antibactérienne Koné et al., 2004
Racines Antianémique Moody et al., 2003
C. populnea Insecticide Tchoumbougnang et al., 2009
ﬁgtrll?)(;)c/l?:ir:gue Akomolafe et al., 2013
Tiges fertilisant Ojgkale et al., 2015
g pro-tertilisan Osibote et al., 2010
Antimicrobienne Geidam et al., 2004
hypoglycémique
Racines Anthelminthique Mohanambal et al., 2011
Feuilles Ant!hypgrglygémique Chaudhari et al., 2013
Anti-nociceptive Mate et al., 2009
C. quadrangularis Antimicrobienne, antioxydante ~ Srivastava et al., 2013
Tiges Ant!ulcérog{enique, sé.dat.ivg,' Jainu and Devi, 2003
Anticonvulsivante, inhibition Ngo Bum et al., 2008
de la phosphatase alcaline Pathomwichaiwat et al., 2015
Tiges Antimicrobienne Subba and Basnet, 2014
C. repens Racines Q}r:lglér:?;urzymatowe, Chang et al., 2012
C. sycoides Parties aériennes Antidiabétique, antibactérienne Beltrame et al., 2002

n.p. : non précisée
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1.2.5. Métabolites secondaires isolés du genre Cissus
Les plantes du genre Cissus contiennent de nombreux métabolites secondaires, tels que les
flavonoides, les terpénoides, les stilbenes, les alcaloides, les coumarines, les stéroides, ... etc.

1.2.5.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques trés répandus dans le régne végétal. Pré-
sents dans presque tous les organes de la plante, ils jouent un réle trés important dans le systeme
de défense de celles-ci et sont connus pour leurs propriétés biologiques trés variéees telles que anti-
inflammatoire, antimicrobienne, antitumorale, antivirale, ...etc. (Harbone and William, 2000).

Al-Said et al. (1991), ont isolé deux flavonoides a partir de C. digitata, I’Apigénine 5 et la
Lutéoline 6. Des tiges de C. quadrangularis, le Kaémpférol 7, et la Quercétine 8 avaient été isolés
(Thakur et al., 2010).

Trois flavonoides : la Delphinidine-3-O-rutinoside 9, la Delphinidine-3-O-rhamnoside 10,
et la Cyanidine-3-O-rhamnosylarabinoside 11, ont été isolé de C. sicyosides par Toledo et al.
(1983) ; le Kaémpférol-3-O-rhamnoside 12 et la Quercétine-3-O-rhamnoside 13 ont été isolés par
Beltrame et al. (2002).

Ri=R,=H Apigeénine 5
H Ri=0OH ;R,=H Lutéoline 6
Ri:=H;R,=0H Kaémpférol 7
Ri= R;=OH Quercétine 8

OH Ol
e .

: e

HO. O,
Ow o9 OH
Z N0

OH o

OH

OH

oH
Delph|n|d|ne-3-O-rut|n05|de 9 Delphinidine-3-O-rhamnoside 10

HO l
= /m‘
Cyanld|ne-3-O-rhamnosyIarabmoside 11 R=H Kaémpférol-3-O-rhamnoside 12
R=0OH Quercétine-3-O-rhamnoside 13
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Les travaux d’Ahmadu et al. (2010) sur les feuilles de C. ibuensis, ont conduit a I’isolement
de la Quercétine-3-O-rutinoside 14, du Kaempférol-3-O-rutinoside 15, du Kaempférol-3-O-a-
rhamnopyranosyl (1—6)-4-D-galactopyranoside 16, et du Kaempférol-3-O-a-rhamnopyranosyl

(1—2)-a-rhamnopyranosyl (1—6)-4-D-galactopyranoside 17.

HO
R=0OH Quercétine-3-O-rutinoside 14
R=H Kaempférol-3-O-rutinoside 15
OH
OOH
HO o
HO
HO
HO
Kaempférol-3-O-a-rhamnopyranosyl Kaempférol-3-O-a-rhamnopyranosyl (1—2)-a-rham-
(1—6)-p-D-galactopyranoside 16 nopyranosyl (1—6)-4-D-galactopyranoside 17

1.2.5.2. Les triterpénoides
1.2.5.2.1. Généralités

Les triterpénoides sont des métabolites secondaires ubiquitaires non-stéroidiens de la faune
et la flore terrestre et marine, sous forme libre ou sous forme d’éthers, d’esters et de glycosides
(saponines). Comme leur nom I’indique, les triterpénoides sont un ensemble de trois monoterpé-
noides (30 carbones) regroupés en six unités isoprényles. La plupart des triterpénes sont tétracy-
cliques avec trois cycles a six et un cycle a cing chainons, et pentacycliques avec soit 4 cycles a 6
et un cycle a chainons, ou cing cycles a six chainons. Toutefois, les triterpenes naturels peuvent
aussi étre représentés par des squelettes mono-, bi-, tri- et hexacycliques ainsi que par des struc-
tures acycliques ; la formation de ces derniéres structures peut étre expliquée par une interruption
plus ou moins rapide du processus de cyclisation, ou encore suite & des modifications de structures

pré-existantes (Xu et al., 2004).
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1.2.5.2.2. Biosynthese

La biosynthése des triterpénes et des stérols commence par la formation du squaléne, for-
mation impliquant les isoprénoides isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl diphospate.
Cependant trois précurseurs ont été mentionnés dans la littérature pour la formation de I’IPP. Il
s’agit du mévalonate, du désoxyxylulose et des amino acides (Brown, 1998). Des résultats obtenus
a partir des expériences de marquages isotopiques ont révélé que le mévalonate est le précurseur
préférentiel pour la biosynthése des stérols et triterpenes. De plus, plusieurs études traitant de la
biosynthése des triterpénoides dans les plantes suggérent la néccessité de plusieurs enzymes (ur-
sane synthase, oléanane synthase, lanostane synthase, cycloartane synthase, lupéol synthase, etc.)
catalysant la synthése de différents types de ces métabolites secondaires. Les stéroides sont du
point de vue biosynthétique derivés des triterpénoides et sont caractérisés par I’absence des mé-
thyles en position 28 et 29 dans le squelette lanostane ou celui cycloartane (Brown, 1998 ; Hara-
lampidis et al., 2002).
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Schéma 1.3 : Biosynthese des triterpénes et stérols (Brown, 1998)

Au vu de ce schéma biosynthétique, les prés de 200 différents squelettes de triterpénes

connus jusqu’a ce jour et isolés de

sources naturelles proviennent pour la plupart du squaléne et
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quelquefois de la cyclisation du 3S-2,3-époxydo-2,3-dihydro-squaléne. Ces molécules sont
presque toujours hydroxylées en position 3 étant donné I’ouverture de I’époxyde lors de la
cyclisation (Xu et al., 2004). Les plantes peuvent par ailleurs polyhydroxyler et oxyder les
squelettes des triterpénes avec respectivement les enzymes hydroxylase et oxydase. De plus des
mono- ou polyglycosylations peuvent se produire sous I’impulsion d’un ou de plusieurs

glycosyltransferases spécifiques aboutissant a la formation des saponines (Tava et al., 2011).

1.2.2.5.3. Elucidation structurale

Sur le spectre RMN *H des triterpénes, on peut observer les signaux des groupements
méthyles aliphatiques apparaissant comme singulets ou doublets dans la zone de 61 0,6-1,2 ; tandis
que les méthyles oléfiniques apparaissent autour de on 1,5-2,1. Les protons des méthylénes
oliféniques exocycliques résonnent autour de o+ 4,5-6,0 tandis que ceux oxymeéthines apparaissent
autour de oy 3,5-4,5.

Le type de squelette triterpénique peut étre déterminé en exploitant les données du spectre
RMN 3C. S’ils existent dans le composé, les groupements carboxyles apparaissent autour de dc
170-180, et les carbones oléfiniques quaternaires autour de oy 110-125. Les méthyles terminaux
résonnent entre dc 14-33 ; les carbones oxyméthylenes et oxymethines résonnent respectivement
a oc 60-63 et oc 70-83 (Mahato and Kundu, 1994).

En raison de la complexité structurale des différents squelettes de triterpénes, les
expériences DEPT et RMN 2D sont souvent utilisées pour I’attribution compléte des différents

signaux de tous les carbones et hydrogenes.

1.2.2.5.4. Activités biologiques des triterpénes

Les triterpenes, au sens large, sont responsables de nombreuses activités biologiques qui
en font un groupe de produits naturels de grande importance. Leur panel d’activités biologiques
est dd & leur grande diversite structurale. 11 est donc difficile de présenter une liste exhaustive des
activités biologiques de tous ces composés. Par conséquent, nous avons choisi de citer uniquement
quelques activités des triterpénes pentacycliques.

La bibliographie rapporte aux triterpénes des propriétés anti-oxydantes, hypoglycémiantes,
hypocholestérolémiantes, antiprolifératives, cytotoxyques, antivirales, anti-inflammatoires, hépa-

toprotectrices, immunomodulatoires, antimicrobiennes et antiparasitaires (Battineni et al., 2018).

1.2.2.5.5. Triterpénoides isolés des Cissus
Les quelques terpénoides mis en évidence dans le genre Cissus ont été principalement iso-

Iés de C. quadrangularis (Tableau 1.5).
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Tableau L.5 : Quelques triterpénes isolés du genre Cissus

Composés Plantes Références

R,

R 7,
Ri=0-OH ; R,= -OH  Onocer-7-éne-3¢,21p-diol 18 Bhutani et al., 1984
Ri1=pf-OH; R,=0a-OH  Onocer-7-éne-34,21a-diol 19
Ri1=a-OH ; R,= -OAc  Onocer-7-ene-3a-hydroxy-21-ace-

tate 20

R1=p-OAc ; R2=a-OH  Onocer-7-éne-21a-hydroxy-3-ace-
tate 21

Ri=R,=0; Onocer-7-éne-3,21-dione 22

y

Thakur et al., 2010

R=aOH; o-Amyrine 23
R=0; o-Amyrone 24
R=a-OAc, J-Amyrine acétate 25

C. quadrangularis

Gupta and Verma,
Ri= f-OH ; Ry= a-OH;  7-oxo-onocer-8-éne-34,21a-diol 1990

26

Ri=p-OAc;R;=a-OH;  3p-acétoxy-2la-hydroxy onocer-

8-éne-7-one 27

Ri=R,=0; Onocer-8-éne-3,7,21-trione 28

$

R=0H Taraxérol / 29
R =0Ac Taraxérol acétate 30 Gupta and Verma,

1991

O

Friédélan-3-one 31
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RO

R =-COCHzs 24-méthyldammara-20,25-diényl-3/-
acétate 32

R =-CO(CH2)1«CHs  24-méthyldammara-20,25-diényl-34-
palmitate 33

R =-CO(CH2)16CHs  24-méthyldammara-20,25-diényl-34-
stéarate 34

C. quadrangularis  Pathomwichaiwat
et al., 2015

24-méthy|dammara-é,20,25-trién-l-one 35

O
24-méthyldammara-20,25-dién-3-one 36

R=0 Lupénone ﬂ/
R =OCOCH; Lupéol-3-acétate 38

1.2.5.3. Les coumarines

Quatre isocoumarines, la Bergénine 39, la Norbergénine 40, la 6-O-galloylbergénine 41 et
la 6-O-Galloylnorbergénine 42 avaient été obtenues des racines et tiges de C. pteroclada (Lin et
al., 2012 ; Yi-jie et al., 2016).

OH

HO OH

0”0
OH o OR oHO OR
0
OH HO OH
"o HO
0 0
o] 0
R =CH; Bergénine 39 R =CHs; 6-O-Galloylbergénine 41

R=H Norbergénine 40 R=H; 6-O-Galloylnorbergénine 42
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En 2016, en plus des composes ci-dessus cités, Yi-jie et al., reportaient I’isolement d’une

nouvelle iso-coumarine, la Bergénine-6-O-a-D-galactopyranose 43.

OH OH

o)
HO -
o) _HO OCH,
OH
Ao
o)

Bergénine-6-O-a-D-galactopyranose 43

1.2.5.4. Les stilbénes

En 2007, Wang et al., lors d’une investigation sur C. repens ont isolé quatre nouveaux
stilbénes comportant une partie C-glucoside. Le trans-3-O-méthylresvératrol-2-C-f-glucoside 44,
le trans-3-O-méthylresvératrol-2-(2-p-coumaric)-C-g-glucoside (Cissuside A) 45, et le trans-3-O-
méthylresvératrol-2-(3-p-coumaric)-C-f-glucoside (Cissuside B) 46 et le cis-3-O-méthylresvé-
ratrol-2-C-f-glucoside 47 avaient ainsi été isolés des parties aériennes de C. repens. De cette étude,
d’autres composés connus avaient également été obtenus ; c’est le cas du cis-Resvératrol-2-C-f-

glucoside 48, du trans-Resvératrol 49 et du trans-resvératrol-2-C-$-glucoside 50.

R;=R,=H trans-3E)O-méthylresvératrol-Z-C -f-glucoside 44

R, = HOW R,=H Cissuside A 45

O

R, = H: R, = HOW Cissuside B 46
Qe
/

HO

OH
o
oy =8
H
Fo -

RO OH

R = CHjs cis-3-O-méthylresvératrol-2-C-g-glucoside 47 trans-Resvératrol 49

R = H cis-Resvératrol-2-C-4-glucoside 48

trans-resvératrol-2-C-$-glucoside 50
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En 2010, Thakur et al., ont reporté I’isolement du trans-Resvératrol 49 et du trans-Resvé-
ratrol-3-O-glucopyranoside 51, obenus a partir des tiges de C. quadrangularis.

o o
0
H
%%0 D N O
od

trans-Resvératrol-3-O-glucopyranoside 51

Adesanya et al., (1999) ont reporté avoir isolé des tiges de C. quadrangularis, le trans-
Resvératrol 49, le Pallidol 52 ; les Quadrangularines A 53, B 54, C 55 et le Parthénocissine A 56.

Pallidol 52

8S : Quadrangularine B 54
8R : Quadrangularine C 55

Parthénocissine A 56

1.2.5.5. Les alcaloides

En 1983, deux alcaloides de type quinolizidine avaient été isolés des feuilles de C. rheifofia
(Saifah et al., 1983). Il s’agit entre autres de la Cryptopleurine 57, et de la trans-2-(3,4-diméthoxy-
phényl)-3-(4-méthoxyphényl)quinolizidine (ou Kayawongine) 58.

Cryptopleurine 57, Kayawongine 58

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 43



1.2.5.6. Autres composés

Gupta et Verma en 1991, décrivirent de C. quadrangularis I’isolement et la caractérisation
de la 22-Cyclohexyl-16-hydroxydocosan-3-one 59, du 9-Méthyl-octadéc-9-ene 60, de I’Hepta-
decyl octadécanoate 61, de I’Acide iso-pentacosanoique 62 et du 31-Méthyltritriacontanol 63.

6 o 22-Cyclohexyl-16-hydroxydocosan-3-one 59
OH o)
o]
W /\9;\0)%;\
9-Méthyl-octadéc-9-éne 60 Heptadecyl octadécanoate 61
O /\@/\/
OH
HO% 27
Acide iso-pentacosanoique 62 31-Méthyltritriacontanol 63

En 2007, Singh et al. décrivaient I’isolement de trois iridoides, le 6-O-[2,3-diméthoxy]-
trans-cinnamoylcatalpol 64 et le 6-O-meta-méthoxybenzoylcatalpol 65, de C. quadrangularis.

O_
/
0
\o
Qg Qu
O § O N
O OH d OH
O— O
cHA O OH :HA O OH
HO~ OmH HO™ OmH
HO HO
6-O-[2,3-diméthoxy]-trans-cinnamoylcatalpol 64 6-O-meta-méthoxybenzoylcatalpol 65

Pathomwichaiwat et al. (2015) décrivirent également a partir de I’extrait a I’hexane de C.
quadrangularis, Iisolement du (E) Méthyl octadéc-9-énoate 66, du (E, E) Méthyl octadéc-9,12-
diénoate 67, des glycérolipides parmi lesquels le 3-O-Linoléoylglycérol 68, 3-O-Linolénoylglycé-
rol 69, et des phytols gras a I’instar du Phytol palmitate 70, et le Phytol oléate 71.

\O)W/\/\/\

(E, E) Méthyl octadéca-9,12-diénoate 67

OH oH
3-O-Linoléoylglycérol 68, 3-O-Linolénoylglycérol 69
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Phytol palmitate 70 Phytol oléate 71

Yi-jie et al. (2016) en plus des iso-coumarines citées plus haut, ont isolé des parties aé-

riennes de C. pteroclada, la Purpurogalline 72 et I’ Acide gallique 73.

OH O HO

OH
O
HO HO
OH
HO HO
Purpurogalline 72 Acide gallique 73.

1.2.3.3. Activités pharmacologiques de quelques métabolites secondaires du genre Cissus

Les composés isolés des especes du genre Cissus possedent une large gamme de propriétés
pharmacologiques dont quelques unes sont résumées dans le tableau 1.6 ci-dessous :

Tableau 1.6 : Activités biologiques de quelques composeés isolés du genre Cissus

Noms du composé Propriétés pharmacologiques Références

Anti-inflammatoire, antioxydante,
Acide gallique 73 antimicrobienne, antiplasmodiale,
anthelminthique, antidiabétique

Yi-jie et al., 2016
Nayeem et al., 2016

Antiarithmique, hépato-protectrices, Liang et al., 2013
Bergénine 39 antimicrobiennes, antiplasmodiales, Khan et al., 2016
cytotoxiques, neuro-protectrices Liang et al., 2013

Bergénine-6-O-4-D-galactopyranose 43
g $-D-g by — Anti-inflammatoire Yi-jie et al., 2016

Norbergénine 40

Anticancéreuse, anti-inflammatoire, Xu et al., 2010
trans-Resvératrol 49 antioxydante, vasorelaxante, estro- Frémont, 2000
génique, neuroprotectrice Yi-jie et al., 2016

6-O-Galloylbergénine 41 .. . .
Anti-inflammatoire Linetal., 2012

6-O-Galloylnorbergénine 42
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1.3. Présentation de Gardenia aqualla Stapf & Hutch
1.3.1. La famille des Rubiaceae

La famille des Rubiaceae est une famille de plantes a fleurs qui tire son nom du genre de
la garance Rubia d’ou elle est communément appelée famille de la garance, famille du gaillet ou
famille du café. Elle constitue I’'une des six plus vastes familles d’ Angiospermes incluant Aste-
raceae, Orchidaceae, Fabaceae, Poaceae et Euphorbiaceae. Membre de I’ordre des Gentianales.
Les Rubiaceae, a répartition cosmopolite, comptent 13 000 a 14 000 especes pour 670 genres en-
viron. Connue sous les régions tempérées par des herbacées, la famille, principalement tropicale,
est composée essentiellement d’arbustes, de nombreux arbres atteignant une quarantaine de metres

de hauteur, ainsi que de lianes (Mouly, 2008).

1.3.2. Le Genre Gardenia

Le genre Gardenia comprend environ 60 a 250 especes réparties dans les régions tropicales
et sub-tropicales d’Afrique, d’Asie, & Madagascar et aux iles pacifiques. Le genre contient un ar-
buste ornemental populaire a travers le monde entier qui a été utilisé en médecine traditionnelle

pour le traitement de nombreuses maladies parmi lesquelles le paludisme (Wanjiru, 2009).

Les points jaunes indiquent les lieux ot au moins une espece du genre Gardenia a été repertoriée.

Figure 1.5 : Répartition géographique du genre Gardenia (Pickering, 2019)

Arbustes ou rarement des arbres, quelques fois avec des troncs courts non armés (Gardenia
angkorensis, G. sootepensis), ou avec des troncs courts épineux, avec des bourgeons et jeunes
troncs souvent résineux. Raphides absentes. Feuilles opposées ou rarement alternées, quelques fois
groupées au tronc épais souvent avec domaties ; stipules persistantes ou a feuilles caduques, unies
sous peu autour de la tige ou compléetement unies dans un chapeau conique, triangulaire ou une
fois uni dans un chapeau se dédoublent alors le long d’un cété. Inflorescence pseudo-axillaire et/ou
terminale, cyme a plusieurs fleurs ou réduite & une fleur, pédiculée a sessile, bractée. Fleurs sessiles

a pédiculées, bisexuées, uniformes, souvent clinquantes. Calice avec ovaire bien développée et
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souvent longitudinalement striée ; limbe contenant 5 a 8 lobes ou quelques fois fondue dans un
tube ou un chapeau conique qui se dédouble irrégulierement selon que la corolle s’allonge souvent
bien développée. Corolle blanche a jaune-pale, en forme d’entonnoir, glabre ou différemment pu-
bescent de I’intérieur ; 5 a 12 lobes, convolutés dans le bourgeon. 5 a 12 étamines intercalées dans
la gorge de corolle, incluses ou partiellement externes ; filaments trés courts ou réduits ; anthéres
dorsales. Ovaire & une alvéole, nombreuses ovules sur 2 & 6 placentas pariétaux ; stigmates clivés
ou contenant 2 lobes, inclus ou externes. Fruit généralement jaune orangée, rouge orangée, ou brun
avec pulpe habituellement orange, coriace ou charnu, en forme d’ellipse ou sub-globulaire, lisse
ou avec des rides longitudinales, avec limbe a calice habituellement persistante, ou quelques fois
avec partie supérieure tardivement caduque ; graines nombreuses de taille moyenne, ellipsoide,
compressées encastrées dans la pulpe ; testa coriace ou membraneux, endosperme habituellement
corné, petite embryon ou de taille moyenne, large cotylédon. Les lobes de calices apparemment
persistants s’agrandissent remarquablement au fur et & mesure que le fruit se développe dans plu-
sieurs espéces. Ceci pourrait étre confus lorsque les lobes fruitiers agrandis de calice sont comparés
aux descriptions des lobes fleurissants de calice. Les fleurs sont souvent nocturnes et sont de cou-
tume fortement parfumées avec une mélodieuse bonne odeur (Shu et al., 2011).

1.3.3. L espéce Gardenia aqualla Stapf & Hutch

Espece d’Afrique tropicale, G. aqualla pousse dans plusieurs types de formations végé-
tales, des savanes soudaniennes a soudano-guinéennes, dans les bas-fonds ombragés et sur les
terrasses alluviales. Disséminée, localement commune, G. aqualla est répartie du Sénégal au Sou-

dan. Au Cameroun, on la retrouve surtout dans les savanes soudano-guinéennes ou elle est assez

commune, mais peu grégaire (Arbonnier, 2009).
B Tl ~ S = Ky

»
"

=

e G. aqualla Stapf & Hutch (Nyemb, 2014)

Figure 1.6 : Photos d’une jeune plante d
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Les points jaunes indiquent les lieux ou I’espéce G. aqualla a été repertoriée.

Figure 1.7 : Répartition géographique de G. aqualla Stapf & Hutch (Pickering, 2019)

Synonymes : Gardenia thunbergia Hiern (Arbonnier, 2009)
Noms communs : Dingale (Fufulde) (Mapongmetsem et al., 2012)

Systématique :

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Gentianales
Famille : Rubiaceae
Genre : Gardenia
Espece : aqualla Stapf & Hutch

Gardenia aqualla est un arbuste buissonnant ou petit arbre, de 1-3 m de haut, a fat court, &
cime irréguliere et ouverte, avec les feuilles regroupées en touffes au bout de courtes branches.
L’écorce est lisse, jaunatre, se desquamant en écailles irréguliéres fines et grises apreés le passage
des feux, a tranche jaunatre. Rameaux pubescent, court et épais. Stipule caduque, pubescente,
triangulaire & sommet arrondi, de 2-4 mm de long. Feuilles opposeées et verticillées par trois, pu-
bescentes sur les deux faces, sessiles, plus ou moins étroitement obovales, de taille tres variable
(les plus petites étant sur les rameaux fleuris et les plus grandes sur les rejets ou les gourmands),
de 2-6 (-18) x 1-2 (-5) cm, a sommet arrondi ou obtus ou courtement acuminé, a base en coin, a
bords généralement irréguliérement ondulés. Pennée, a 10-17 paires de nervures saillantes dessous,
déprimées dessus sur les feuilles agées, se raccordant pour la plupart. Nervilles plus ou moins
paralléles. Fleur solitaire a I’extrémité des rameaux, blanche ou creme virant au brun, sessile, trés
odorante, avec un calice en tube pubescent d’environ 6 lobes linéaires (environ 3 mm de long), a

corolle en tube, de 2-4 cm de long, d’environ 6 lobes elliptiques (1-2 cm de long). Fruit grisatre a
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jaunatre, dur, fibreux, rugueux, ayant I’aspect d’un cuir gratté, de forme variable mais générale-
ment plus ou moins globuleux ou ovoide, peu a profondément cotelé, de 2-4 x 1,5-3 cm, portant
au sommet les restes desséchés des lobes du calice et contenant de nombreuses graines. La florai-
son a lieue en saison seche (Arbonnier, 2009).

Gardenia aqualla est souvent confondu avec G. ternifolia subsp. Jovis-tonantis var. goet-
zei, dont les feuilles sont pubescentes et plus ou moins scabreuses avec des nervures saillantes sur

les deux faces (Arbonnier, 2009).

1.3.4. Utilisations ethnomédicinales et propriétés pharmacologiques du genre Gardenia

Les especes du genre Gardenia sont connues pour traiter plusieurs maladies. Nous énumeé-

rerons dans le tableau 1.7 ci-dessous quelques unes d’entre elles.

Tableau 1.7 : Usages ethnomédicinales de quelques espéces du genre Gardenia

Espéce

Partie(s) utilisée(s)

Maladie(s)

Références

G. aqualla

Feuilles

Paludisme, cancer du sein, ul-
ceres, jaunisse, diabete

Simo et al., 2014
Awede et al., 2015

Ecorces du tronc

Impuissance masculine, maux
de ventre, ulcéres, maladies hé-
patiques

Jiofack et al., 2009
Oluranti et al., 2012
Njinga et al., 2014

Racines

Dysménorrhées, maladies de la
peau, jaunisse, lépre, fiévre, sy-
philis, cirrhose, ictére, dou-
leurs musculaires

Jiofack et al., 2009
Nethengwe et al., 2012
Arbonnier, 2009

G. erubescens

Parties aériennes séchées

Gonorrhée, insomnie

Parmar et al., 2000

Graines Hernie, rhumatisme Abubakar et al., 2007
Résine Constipation
G .gummifera Bourgeons Antiseptique Parmar et al., 2000

Feuilles, écorces, racines

Diarrhée, ulcéres, fievre

Inflammation des yeux, hépa-

Fleurs tites, diabéte
- - Parmar et al., 2000
Eruit Inflammations, hypertension,
G. jasminoides Fuits oedémes, fievre, jaunisse,
. Fievre, dyspepsie, flatuosité,
Racines .
douleurs abdominales Wahab and Awad, 2015
Ecorces Ménorragie
Feuilles séches Paludisme
— - - Parmar et al., 2000
Ecorces séchees Epilepsie

G. jovistonantis

Feuilles, écorces du tronc
et de racines fraiches

Stérilité féminine, plaies, toux,
asthme, mal d’estomac

Rhumatismes, plaies, diarrhée,

G. latifolia Feuilles, écorces, racines  dysenterie, indigestion, mala- Nilip et al., 2014
dies de la peau, caries
G. lucida Feuilles Brilures, maladies de la peau Parmar et al., 2000
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. Rameaux feuillés
G. sokotensis

Paludisme

Traoré et al., 2006

Feuilles, écorces, racines

Hypertension

Adjanohoun et al., 1986

Racines Fiévre
G. ternifolia Feu?lles eF écorces Syphilis et u'Icére
Feuilles, écorces, Asthme, plaies, toux,
Racines mal d’estomac Parmar et al., 2000
) Anthelminthique, rhumatisme,
G. turgida Racines maux de téte
Fruits Infections mammaires
Mal des yeux, maux de téte et
. . d’oreilles, asthme, dysménor-
G. volkensii Frults, racines rhée, infertilité, épilepsie, con-  Kinuthia, 2009

vulsions, émétique

Racines

Pneumonie

Certaines espéces du genre Gardenia ayant été investiguées pour leurs activités pharmaco-
logiques sont données dans le tableau 1.8 ci-dessous.

Tableau 1.8 : Propriétés pharmacologiques des espéces du genre Gardenia

Espéce Partie(s) étudiée(s) Activité(s) Références
Antiplasmodiale, antioxy-
. . . Nethengwe et al., 2012
Feuilles dante,cytotoxique, larvi- .
. s Simo et al., 2014
G. aqualla cide, antipyretique
Ecorces du tronc . . ..
- Antimicrobienne Njinga et al., 2014
Racines
. Analgésique, diurétique,
G. erubescens Racines s . Parmar et al., 2000
sedative, hypotensive,
Feuill Cytotoxique Vindhya and Leelavathi, 2014
G. gummifera eurties Antioxydant Vindhya and Leelavathi, 2015
Fleurs Insecticide, larvicide
. . Antimicrobienne Parmar et al., 2000
G. lucida Graines L
Anthelminthique
G. sokotensis Rameaux feuillés Antiplasmodiale Ouedraogo, 1998
G. ternifolia Feuilles Antiplasmodiale Parmar et al., 2000
G. iasminoid Eruit Antioxydante, cytotoxique Lee et al., 2009
- Jasminotdes ruis antimicrobienne, angine Park et al., 2003
G. triacantha Ecorces du tronc Antibactérienne Parmar et al., 2000
G. thailandica Feuilles et tiges Anti-VIH-1 Tuchinda et al., 2004

1.3.5. Métabolites secondaires isolés du genre Gardenia

L’investigation phytochimique de prés de 20 espéces du genre Gardenia a conduit a I’iso-

lement de plus de cent constituants chimiques appartenant a différentes classes de composés bioac-

tifs incluant les flavonoides, les terpénoides, les carbohydrates, les alcaloides, les acétogénines ...,

et aromatiques simples (Parmar et al., 2000).
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1.3.5.1. Les flavonoides
Plusieurs flavonoides ont été isolés des espéces du genre Gardenia, la plupart étant des
flavones tres oxygénés.

Tableau 1.9 : Quelques flavonoides isolés du genre Gardenia

Composés Plantes Références

R

OCH;
H;CO o O
O G. erubescens

OH O
R=H 5-Hydroxy-7',4’-diméthoxyflavanone 74
R = OCHjs 5-Hydroxy-7,3',4"-triméthoxyflavanone 75

H;CO
G. fosbergii
H,CO G. cramerii
OH O Parmar et al., 2000
R=H 5,3-Dihydroxy-3,6,7,4',5"-pentaméthoxyflavone 76
R =0OH 5-Hydroxy-3,6,7,3',4',5'-hexaméthoxyflavone 77
OH O
R=0CHs; 5,4-Dihydroxy-3,6,7,8-tétraméthoxyflavone 78
R=H 5,4'-Dihydroxy-3,6,7-triméthoxyflavone 79 G. fosbergii
G. cramerii

OH O

G. obtusifolia  Phromnoi et al.,
2010

OH O

5,3’-Dihydroxy-3,6,7,8,4"-pentaméthoxyflavone 81
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OR,
H,CO O 0 O
R

OH O
R=H;Ri=CHs 5-Hydroxy-4’,7-dimétoxyflavanone 82
R=H;Ri=H 4’ 5-Dihydroxy-7-méthoxyflavanone 83
R=0CHs; Ri=H 4’5-Dihydroxy-6,7-diméthoxyflavanone 84

OH O
R =0H ; Ri=0CHs 3,3",5-Trihydroxy-4’,7-dimétoxyflavanone

85
R=H;R=0H 3,4’ ,5-Trihydroxy-7-méthoxyflavone 86

G. ternifolia

Ochieng et al.,
2010

1.3.5.2. Les triterpénoides

Plusieurs types de triterpenes allant du type lupane aux cycloartanes en passant par les

types ursanes et oléananes ont été isolés de différentes especes du genre Gardenia. Quelques uns

des triterpénes isolés des Gardenia sont résumés dans le tableau 1.10 ci-dessous :

Tableau 1.10 : Quelques triterpénoides isolés du genre Gardenia

Composés Plantes

Références

Type Lupane

Ri= H, R, = CHj3 LUpéO| ﬂ
R

»=COOH  Acide bétulinique 88 G. saxatili

OH

R= OCHs Acide winchique 89
R =H Acide méssagenique B 90

Suksamrarn et al.,
2003
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G. saxatilis Suksamrarn et al.,
2003

G. erubescens Parmar et al., 2000

Erubescenone 92

o

G. campanulata  Poonlaphdecha, 2005

N

Ri=R;=0 22-Hydroxy-hopan-3-one 94
R1=0H; R, =H 3p,22-Dihydroxyhopane 95
Type oléanane et ursane

R = CH3 Acide 34-23a-dihydroxyoléan-12-én-28-oique 96
R=H  Acide oléanolique 97

G. turgida Parmar et al., 2000

Acide gypsogenique 98
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G. jasminoides

Acide acétyloléanolique 99

G. imperialis
G. lutea
SN _ G. imperialis
a-OH = 3-épi-#-Amyrine 100
[-OH = p-Amyrine 101
S-OAc = f-Amyrine acétate 102
Parmar et al., 2000
G. latifolia
Acide spinosique 104
HO,,
OH
HO” >
19ﬂ-Hydroxyerythrod|f)I 105 G. gummifera
Aldehyde oléanonique 106
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Acide oléanolique-3-O-glucopyranoside 107

G. lutea
G. sootepensis

Parmar et al., 2000

G. saxatilis Suksarnrarn et al.,
2003
0
OH
Ri= H, R2 = CHj3 Acide uncarique E 108
Ri1=CHs, R, =H  Acide coumaroyloxyursolique 109
R

G. turgida. Parmar et al., 2000
HO”
R=COOH Acide ursolique 110
R=H a-Amyrine 111
Type cycloartane

G. tubifera Nuanyai et al., 2010

Ri=R;=H Gardénoine A 112
R=CHs;;R:=H Gardénoine B 113
R=CH;3;R,=0H Gardénoine C 114

R1=CHs, R, =CH,OH Sootépine A 115

R:=H, R, = CHs Sootépine B 116

R1=CHs, R, =CHs  Méthyltubiférolide ester 117
R:=H, R, =CHO Coronalolide 118

R1=CHs, R, =CHO Méthylcoronalolide ester 119

G. sootepensis

Nuanyai et al., 2009

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique

Rédigée par NYEMB Jean Noél

55



R1=CHs, R, = CHs3, R3 = OH Sootépine C 120
R1=CHs, R, =CHO R; =OH Sootépine D 121
Ri=H,R,=CHs, Rz3=H Sootépine E 122

G. sootepensis Nuanyai et al., 2009

Ri=H;R,;=COOCH Sootépine G 123
R1=CHs; R,=COOH  Sootépine H 124
R1=CHs;; R, = OH Sootépine | 125

G. sootepenesis  Youn et al., 2016

HO

""/’Rz
R1 = OH, Rz = CHj3 Thailandiol 126

Ri1=H, R, = COOH Acide gardénolique A 127

HO™ 7,
COOH

R=0 Acide quadrangularique E 128
R=H: p-Hydroxy-5a-cycloart-24(31)-én-28-oique 129

G. thailandica Tuchinda et al., 2004
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1.3.5.3. Les iridoides
Quelques iridoides isolés du genre Gardenia sont répertoriés dans le tableau 1.11 ci-des-

SOus .

Tableau 1.11 : Quelques iridoides isolés du genre Gardenia

Composés Plantes Références

COOCH,;

HO Ok,
Ri= B-D-glc; R,=Rs=H Géniposide 130
Ri= #-D-glc ; R, = OH ; Rz = H Scandoside méthyl ester 131
Ri= B-D-glc ; R, =H ; R3 = OH Acide diacétylaspérulosidique
méthyl ester 132
Ri=p-D-glc ; R,=H ; R3=0OCHs  Acide 6-O-méthyldiacéty-
laspérulosidique méthyl ester 133

G. fructus Chen et al., 2009

R, COOCH;

~
o}
G. jasminoides  Penget al., 2013
HO OR,
Ri=H;R,=0H  6p4-hydroxygénipin 134
Ri=R,=H Génipine 135

Ri=p-D-glc; R.=OH  6-hydroxygéniposide 136

G. jasminoides  Song et al., 2014

Ri=H;R,=COOCH; a-Gardiol 137
Ri= COOCHs ; R, =H p-Gardiol 138

1.3.5.4. Les saponines

Les seules saponines isolées du genre Gardenia sont a génines triterpéniques et elles ont
toutes été obtenues des racines de G. jasminoides par Wang et al. (2012). 1l s’agit entre autres des
Gardénisides A-C (139-141), de I’Acide oléanolique 3-O-4-D-glucuronopyranoside-6'-O-méthyl
ester 142, de I’Acide oléanolique 3-O-f-D-glucuronopyranoside 143, de I’Hédéragénine 3-O-p-
D-glucuronopyranoside-6'-O-méthyl ester 144, de la Chikusetsusaponine 1Va méthyl ester 145, de
la Chikusetsusaponine 146, de la Chikusetsusaponine 1Va butyl ester 147, et de I’ Acide siarésino-

liqgue 28-O-4-D-glucopyranosyl ester 148.
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on
Gardéniside A 139

R; = 6-O-CH3GIcA; R, =OH; R3=CHs; Rs=H  Gardéniside B 140
R; = 6-O-CH3GIcA ; R, =OH; R3 =CHs; R4 = Glc Gardéniside C 141
R1 = 6-O-CHs3GICcA ; R, = Rs = H; R3 = CH3 Acide oléanolique 3-O-f-D-
glucuronopyranoside-6'-O-méthyl ester 142
Ri1=GIcA;R;=Rs=H;R3=CHsz Acide oléanolique 3-O-f-D-glucurono-
pyranoside 143

R1=6-0O-CHsGIcA ; R,=Rs=H; R3=CH,OH  Hédéragénin-3-O-4-D-glucuronopyranoside-6"-O-mé-

thyl ester 144

R1=6-O-CHsGIcA; R,=H; R:3=CHs; Rs = Glc Chikusetsusaponine 1Va méthyl ester 145
R:1=GIcA; R, =H;R3s=CHsz; Rs=Gilc Chikusetsusaponine 146

R1 = 6-O-butylGIcA ; R,=H; Rs=CHs; Rs = Glc Chikusetsusaponine 1VVa butyl ester 147
Ri=H;R2,=0H;R3=CHs; Rs=GIlc  Acide siarésinolique 28-O-4-D-glucopyranosyl ester 148

1.3.2.2.5. Autres composés
A cdté des classes de composés ci-dessus mentionnées, plusieurs acides, alcanes, alcools,
esters, aldéhydes, coumarines, sucres...etc. ont été isolés des espéces de Gardenia. Le tableau 1.12

ci-dessous résume quelques-uns.

Tableau 1.12 : Quelques autres composeés isolés du genre Gardenia

Structures et noms des composés Sources Références
OH
HO——CH;
0 HO—H
0
0 0
0,
T R
HO H
) 0

~
2-Méthyl-L-érythritol-4-O-(6-O-trans-sinapoyl)-4-
D—glucopyrannoside 149 G. jasminoides  Yang et al., 2013

0
0 0.0
~ %H%H
HO HO HO——H

) HO ol

~
2-Méthyl-L-érythritol-1-O-(6-O-trans-sinapoyl)-3-D-
glucopyrannoside 150
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HO O O

Scopolétine 151

G. campanulata  Poonlaphdecha, 2005

HOOC

RO OH

R =H, Ri =COOH Acide 3,4-dihydroxybenzoique

152

R =CHs, R1=COOH Acide vanillique
14

R =CHs, R; =CHO Vanilline

153

/@/\/COOH
R

G. volkensii Bernard and Runner, 2007

R=H Acide cinnamique 155
R =0OH Acide p-coumarique 156
CC
o~
O/

Ptérocarpane 157

HOW;\/\

158
159

n = 18 Pentacosanol
n = 20 Heptacosanol

G. sootepensis Parmar et al., 2000

/\/\9;\/\

n=13 Heneicosane 160
n=22 Triacontane 161
HO, OH
OH
HO
HO OH
D-Mannitol 162

G. gummifera
G. jasminoides
G. sootepensis

Parmar et al., 2000

1.3.6. Activités pharmacologiques de quelques métabolites secondaires du genre Gardenia

La plupart des composés isolés des Gardenia sont connus pour leurs activités biologiques.

Quelques unes de ces activités sont répertoriées dns le tableau 1.13 ci-dessous :

Tableau 1.13 : Activités biologiques de quelques composés isolés du genre Gardenia

Noms du composé Activités biologiques Références
Antinéoplasique, antiulcéreuse,
anti-inflammatoire, hépatoprotec-
. . trice, analgésique, antimicrobienne .
Acide ursolique 110 ’ gesique, " Liuetal., 1995

virostatique, immuno-modulatrice,
antispasmodique,  anti-athérosclé-
rose, antitumorale, anti-VIH-1

Acide bétulinique 88

Anti-inflammatoire, anti-VIH-1,

., . . Parmar et al., 2000
antinéoplastique, cytotoxique
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Acide oléanolique 97

Anti-inflammatoire, anti-VIH, an-
tiulcéreuse, anti-hyperlipidémiques,
antimicrobienne, hépatoprotectrice

Liu et al., 1995

Gardéniside A 139
Chikusetsusaponine 1Va méthyl ester
145

Chikusetsusaponine [1Va butyl ester
147

Cytotoxique

Wang et al., 2012

Génipine 135

Antidiabétique, anti-inflammatoire

Zhang et al., 2006
Peng et al., 2013

Géniposide 130

Anti-inflammatoire, anti-thrombo-

tique, cholagogue,

Chen et al., 2009

Lupéol 87 Anu-mflammatonre, antineopla- Suksamrarn et al,
sique 2003

Sootépine A 115

Sootépine B 116 Cytotoxique Nuanyai et al., 2009

Gardénoine A 112
Gardénoine C 114

Nuanyai et al., 2010

2-Méthyl-L-érythritol-4-O-(6-O-trans-
sinapoyl)-p-D—glucopyrannoside 149
2-Méthyl-L-érythritol-1-O-(6-O-trans-
sinapoyl)-p-D-glucopyrannoside 150

Anti-inflammatoire

Yang et al., 2013

Vanilline 154

Antioxydante

Bernard and Runner,
2007

D-Mannitol 162

Effet dilatateur des muscles vascu-
laires lisses

Parmar et al., 2000
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1.4. Présentation de Vitellaria paradoxa C. F. Gaertn
1.4.1. La famille des Sapotaceae

La famille des Sapotaceae est une famille de plantes a fleurs appartenant a I’ordre des Eri-
cales. Elle comprend environ 1250 especes constituées d’arbres et arbustes a feuilles persistantes,
répartis en environ 58 genres. La famille tire son nom du genre Sapota. Parmi les especes les plus
connues sont le karité (Vitellaria paradoxa), L’ arbre chicle (Manilkara chicle), la Sapotille (Ma-
nilkara huberi), la Cainetta (Chrysophyllum cainito) et le Mahua (Madhuca longifolia). (Govaerts
et al., 2001).

1.4.2. Le genre Vitellaria
Le genre Vitellaria ne comprend qu’une seule espéce, V. paradoxa.

1.4.3. L’espéce Vitellaria paradoxa C. F. Gaertn

Le Karité est un arbre qui pousse en Afrique et dont I’aire écologique correspond au climat
soudano-sahélien. Sa zone de production s’étend de I’ Afrique de I’Ouest en Afrique Centrale, avec
une présence signalée dans certaines régions d’Afrique de I’Est. Sa limite méridionale s’étend de
la Cote d’lvoire au Nigeria en passant par le Niger, le Mali, le Burkina Faso, le Togo, le Ghana et
le Nord du Bénin. Son aire de distribution traverse aussi le Nord du Cameroun et va jusqu’au Nord
de I’Ouganda (Nikiema and Umali, 2007).

Figure 1.8 : Photos d’une jeune plante de V. paradoxa C. F. Gaertn (Nyemb, 2018)

Au Cameroun, le Karité se retrouve dans la zone septentrionale. Toutefois, sa présence est
signalée dans certaines zones de la forét équatoriale, notamment dans les Régions de I’Ouest et du
Nord-Ouest (Nkouam, 2007). V. paradoxa pousse sur des sols variés, tels que des sols argileux,
argilo-sableux, sableux, caillouteux et latéritiques. L’arbre préfere les pentes colluviales avec des
sols moyennement humides, profonds, riches en matiére organique.

Deux sous-espéces sont reconnues au sein de V. paradoxa : Vitellaria paradoxa subsp.
paradoxa (synonyme : Butyrospermum parkii (G. Don) Kotschy) et Vitellaria paradoxa subsp.
nilotica (Kotschy) A. N. Henry, Chithra & N. C. Nair (synonyme : Butyrospermum niloticum
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Kotschy). La premiere variété possede une pubescence moins dense et plus courte, et des fleurs
Iégérement plus petites que la seconde. On retrouve la variété subsp. paradoxa du Sénégal jusqu’en
Centrafrique et celle subsp. nilotica au Soudan et en Ouganda avec de petits peuplements en Ethio-
pie et en R.D.C. (Nikiema and Umali, 2007).

Les points jaunes indiquent les lieux ou I’espéce V. paradoxa a été repertoriée.

Figure 1.9 : Répartition géographique de Vitellaria paradoxa C. F. Gaertn (Pickering, 2019)

Synonymes : Bassia parkii G. Don ; Butyrospermum paradoxum (C. F. Gaertn.) Hepper ; Buty-

rospermum paradoxum subsp. parkii (G. Don) Hepper ; Butyrospermum parkii (G. Don) Kotschy.

Noms pilotes et commerciaux : Karité, arbre a beurre, beurre de galam, beurre/graisse de karité
(Francais) ; Shea butter tree, shea tree, bambouk butter tree, galam butter tree (Anglais)
Noms vernaculaires : Karehi (Fufuldé), Souaré (Tupuri), Quiré (Mudang)

Systématique :

Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Ebenales
Famille : Sapotaceae
Genre : Vitellaria

Espéce : paradoxa

Vitellaria paradoxa est un arbre caducifolié de petite a moyenne taille, pouvant atteindre
jusqu’a 15 a 25 m de haut ; avec un pivot de 1 & 2 m de long, des racines latérales peu profondes,
concentrées a une profondeur de 10 cm et s’étendant jusqu’a 20 m de la souche, des racines laté-
rales secondaires poussant jusqu’a la méme profondeur que le pivot. Son fat court, a généralement
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3 a4 mde long et jusqu’a 100 cm de diametre ; les écorces sont noiratres, grisatres ou rougeatres.
Elles sont rugueuses, profondément fissurées et découpées régulierement en carrés liégeux ou en
écailles rectangulaires, produisant du latex blanc lorsque coupées ; Ses cimes sont rondes a fuse-
Iées, ou en forme d’ombrelle ou de balai ; jeunes branches initialement pubescentes et rougeatres,
mais devenant glabres, branches en fleurs trapues atteignant jusqu’a 1,5 cm de diamétre, a nom-
breuses cicatrices foliaires. Feuilles disposées en spirale, souvent en groupes denses a I’extrémité
des branches, simples ; stipules petites et caduques ; pétiole de 3 a 10 cm de long ; limbe lancéolé
a ovale-oblong, de 10 a 25 cm x 4 & 14 c¢cm, base cunéiforme a arrondie ou légérement subcordée,
apex arrondi a aigu, bords entiers a ondulés, coriace, glabrescent a légerement poilu sur les deux
faces, pennatinervé a nervures proches et régulierement espacées. Inflorescences contiennent des
fascicules denses a I’extrémité d’un rameau, constitués de (8-) 30-40 (-100) fleurs bisexuées, ré-
gulieres, blanches ou blanc creme, odorantes ; pédicelle jusqu’a 3 cm de long ; sépales libres, en
2 verticilles de 1 & 4 cm de long, pubescents ; corolle a tube court et lobes (6 a 8) environ aussi
longs que les sépales, contournés dans le bouton ; étamines (6-8) insérées au sommet du tube de
la corolle, libres, staminodes (6-8), alternant avec les étamines, pétaloides, a pointe filiforme ;
ovaire supere, globuleux a ovoide, pubescent, (5-6) a (8-10)-loculaire, style long et mince. Baies
globuleuses a ellipsoides, de 4-8 cm x 2,5-5 cm, pesant 10-57 g, initialement vertes, mais devenant
verts jaunatres ou brunes a maturité, avec 1-2 graines. Graines globuleuses ou largement ellip-
soides, de 3-5 cm x 2-3,5 cm, pesant 5-16 g ; tégument plut6t fin, luisant, avec large cicatrice ;
amande constituée de deux cotylédons épais, charnus, fortement apprimés, et d’une radicule non-
exserte. Plantule a germination hypogee, les cotylédons restant dans la graine ; épicotyle de 3-4
cm de long, portant des feuilles rudimentaires stipulées (Nikiema and Umali, 2007).

1.4.4. Utilisations ethnomédicinales et propriétés pharmacologiques du genre Vitellaria

Les parties de V. paradoxa ont été citées dans le traitement de plusieurs affections en mé-
decine traditionnelle notamment dans le traitement des infections de la peau, des infections gastro-
intestinales, des rhumatismes, de la diarrhée, des ulcers, de I’asthme, de la tuberculose, du catarrhe,
...etc (Nikiema and Umali, 2007). Au Togo, les racines sont utilisées pour traiter le diabéte (Karou
et al., 2011). En cbte d’lvoire, la plante est également employée pour soigner le paludisme, les
caries dentaires, les névralgies (Sérémé et al., 2008). Au Cameroun, les feuilles de la plante sont
utilisées pour traiter les convulsions et I’épilepsie (Ngo Bum et al., 2011) tandis que les racines
sont utilisées contre le cancer de sein (Simo et al., 2014).

Les extraits des écorces du tronc de la plante ont montré des activités antimicrobiennes
(Ahmed et al., 2009), anti-inflammatoires (Eyong et al., 2015), antiamnésique, antioxydante
(Foyet et al., 2016) et anthelmintique (Ndjonka et al., 2017).
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1.4.5. Métabolites secondaires isolés du genre Vitellaria
Les travaux phytochimiques antérieurs menés sur V. paradoxa ont été effectués pour la
plupart sur les graines. Ces travaux ont conduit a I’isolement d’un nombre important de triterpenes,

de glycosides, de polyphénols, de flavonoides et d’acides gras.

1.4.5.1. Triterpénoides
Les triterpénes font partir de la classe majeure de métabolites ayant été isolés de V. para-

doxa. Quelques-uns isolés de cette plante sont énuméres dans le tableau 1.14 suivant :

Tableau 1.14 : Quelques triterpénoides isolés du genre Gardenia

Composés Références

Eyong et al., 2015

7,
K2

Acide 1a,2$,3f,190-tétrahydroxyurs-12-én-28-oique 163

Zhang et al., 2014

R=Ri;=H,A*> Acide bassique 164

R =0H, Ri=H Acide protobassique 165
R=R1=0H Acide 16a-hydroxyprotobassique 166
R=H,Ri=0H,A®>  Acide 16a-hydroxybassique 167

R=R:=H Acide 5,6-dihydrobassique 168
R=H, Ri=0OH Acide 5,6-dihydro-16a-hydroxybassique 169
Ry

% Toshihiro et al., 2010
©/\)‘\O
R1=CHa;, Ro=H a-Amyrine cinnamate 170
Ri=H, R,= CH3 [-Amyrine cinnamate 171
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Toshihiro et al., 2010

RO

7

R=H Butyrospermole 173
R=Ac Butyrospermole acétate 174

O)‘\o

Butyrospermole cinnamate 175

1.4.5.2. Les flavonoides
Les principaux flavonoides isolés de V. paradoxa sont entre autres la Catéchine 176, I’Epi-
catéchine 177 et la Quercétine 8. Ces composés ont été obtenus des graines (Zhang et al., 2014)

ainsi que des écorces (Eyong et al., 2015).

OH
OH
HO O .~~“‘\\\\
“OH
H
Catéchine 176 Epicatéchine 177

1.4.5.3. Les saponines
La quasi-totalité des saponines reportées de cette plante ont été isolées des graines de celle-

ci. Le tableau 1.15 ci-contre en présente quelques-uns.
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Tableau 1.15 : Quelques saponines isolés de V. paradoxa

Composés Références

A% Spinastérol-3-O-4-D-glucopyranoside 178
22-Dihydrospinastérol-3-O-4-D-glucopyranoside 179

R =GlIcA, Ri=H Acide 3-O-4-D-glucuronopyranosylprotobassique 180 Zhang et al., 2014
R =Glc, Ri=H Mi-glycoside | 181

R = CHsGIcA, Ri=H Paradoxoside C 182

R =Glc, Ri=0OH Acide 3-O-f-D-glucopyranosyl-16a-hydroxyprotobassique 183

R =Glc Acide 3-O-4-D-glucopyranosylbassique 184
R = CHsGIcA Paradoxoside E 185

>
B

R = Rha-(1—2)-Ara- Paradoxoside A 186
R = Xyl-(1—4)-Rha-(1—2)-Ara- Paradoxoside B 187
R = Rha-(1—3)-Xyl-(1—2)-Rha-(1—2)-Ara- Tieghemelin A 188
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OOH
“OH

R = Rha-(1—3)-Xyl-(1—2)-Rha-(1—2)-Ara-  Arginine C 189 Zhang et al., 2014

R = Glc-(1—3)-Glc- Paradoxoside D 190
Ho__-© on OH T
~0 0
HO HO Q : HO
HO 3 HO
HO OH oH OH OH
Api Ara Glc Rha
COOR
Q O
HO HO
OH OH
Xyl GlcA R=H

CHsGIcA R=CHs

1.4.5.4. Les sphingolipides
1.4.5.4.1. Généralités

Les sphingolipides sont des lipides complexes que I’on retrouve principalement chez les
animaux, les champignons, les virus ainsi que chez certains organismes eucaryotes. Ils sont cons-
titués d’une base aminée a longue chaine appelée base sphingoide, en général de 18 ou 20 atomes
de carbone, avec 2 (sphingosine) ou 3 groupes hydroxyles (phytoshingosine) et le plus souvent
une double liaison trans en position 4. La plupart des bases sphingoides d’origine naturelle sont
N-acétylées avec une longue chaine d’acide gras formant ainsi des céramides. Les acides gras de
la céramide varient en fonction de la longueur de la chaine (14 a 30 atomes de carbone), le degré
d’insaturation (mais sont le plus souvent saturés) ainsi qu’en fonction de la présence ou de I’ab-
sence d’un groupement hydroxyle sur le carbone en a ou celui en @ du carbonyle (Merrill and
Sandhoff, 2002).
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La sphingosine (ou 4-sphingénine ((2S,3R,4E)-2-amino-4-octadécen-1,3-diol)) avec 18
atomes de carbone, 2 groupements hydroxyles en positions 1 et 3, une fonction amine en position
2 et une double liaison de configuration trans, est la base sphingoide la plus répandue dans les
tissus animaux. Elle est souvent accompagnée par son anologue saturé, la dihydrosphingosine ou
sphinganine. La phytosphingosine encore appelée 4-D-hydroxy-8-sphingénine ((2S,3R,4R)-2-ami-
nooctadécanetriol est par ailleurs la base sphingoide la plus répandue chez les végétaux (Murali-
dhar et al., 2003).

NH, NH, NH, OH
HO_A~__~_(CH,),CH; HO._ -~ (CHp,CH; HO._ “._ A _(CH,),CH;
\/\OKH\/ \/\O(H\/ I
Sphingosine Sphinganine Phytosphingosine

Les sphingolipides sont les constituants essentiels des membranes cellulaires qui régulent
la prolifération, la survie et la mort de la cellule. lls peuvent se répartir en 9 sous-classes : Les
sphing-4'-énines ou sphingosines, les céramides, les phosphosphingolipides, les glycosphingoli-
pides neutres, les glycosphingolipides acides, les glycosphingolipides basiques, les glycosphingo-
lipides amphotéres et les arsénosphingolipides (Muralidhar et al., 2003).

1.4.5.4.2. Biosynthése

Les génes qui contrélent la voie de biosynthése des sphingolipides chez les plantes n’ont
été identifiés que récemment et certains mécanismes restent encore a décrypter, notamment en ce
qui concerne la régulation de ces voies (Raffaele et al., 2009). Les bases sphingoides ou longues
chaines de bases (LCBs) sont les précurseurs de la voie de biosynthése des sphingolipides. Elles
sont synthétisées a partir des acides gras Ci16-CoA (palmitoyl-CoA) et C1s-COA et de la sérine par
une sérine palmitoyltransférase (SPT) composée de 2 sous-unités AtLCB1 (Chen et al., 2006) et
AtLCB2 codee par 2 genes AtLCB2a et AtLCB2b (Dietrich et al., 2008). Les plantes possédent 8
LCBs différentes qui peuvent étre hydroxylées une ou deux fois par 2 bases sphingoides hydroxy-
lases codées par les genes SBH1 et SBH2 (Chen et al., 2008). A ces LCBs, se fixe un acide gras
sur le groupe amine pour former des céramides par des réactions catalysées par les céramides
synthases (dihydrocéramide synthase ou sphinganine acyl-transférase). A ce jour, 3 céramides
synthases ont été identifiés et sont codés par les génes LOH1 (At3g25540), LOH2 (At3g19260) et
LOH3 (At1g13580). Les céramides sont géneralement constitués d’un alcool aminé (la base sphin-
goide) relié par une liaison amide a un acide gras longue chaine. Ce sont des intermédiaires clefs
dans la biosynthése des sphingolipides. Le groupement hydroxyle primaire de la céramide peut
étre glycosylé pour former les sphingolipides complexes tels que des glucosylcéramides appelés
cerébrosides ou des phytoglycolipides (encore appelés inositolphosphorylcéramide, IPC ou GIPC)
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selon la nature du résidu glycosyl. Une inositolphosphorylceramide synthase (IPCS) a été identi-
fiee apres la caractérisation du mutant erh, mutant T-DNA inséré dans le gene At2g37940 (Wang
et al., 2008).

Serine + Palmitoyl CoA

lSPT

3-Cétosphinganine

l NADPH-reductase
N,
HO__~
OH Sphinganine (dihydrosphingosine) Céramide synthase
dihydrosphingosinehydroxylase

NH, OH

HO\/Y\/\/\/\/\/\/\/ OII\;/\/\/\/\/\/\/\

OH 4-hydroxysphinganine (phytophingosine)

Acide gras CoA HO\/Y\/\/\/\/\/\/\/

Céramide synthase OH
(dihydroceramide synthase) Dihydrocéramide desaturase

Glycocéramide synthase (B)

HO//,
OW (B) Glycocéramide ou glycosphingolipides

—> :
T 3 ou cérébroside

Schéma 1.4 : Biosynthese des sphingolipides (Wennekes et al., 2009).

1.4.3.3.3.3. Elucidation structurale des céramides

La spectroscopie infrarouge est utilisée pour déterminer la présence de I’amide secondaire,
les groupements hydroxyles, les chaines aliphatiques et les fonctions oléfiniques. C’est ainsi que
les absorptions & 3400, 1600 et 1530 cm™* suggérent la présence de la fonction amide. Les groupe-
ments hydroxyles apparaissent entre 3600 et 3380 cm™. Les absorptions a 2928, 2855 et 1467 cm
! correspondent aux chaines aliphatiques. Enfin les doubles liaisons apparaissent vers 1630 cm™
(Kang et al., 2001 ; Tazoo et al., 2007).

Sur le spectre de RMN H des céramides, on observe généralement un doublet d’un proton

vers on 8-9 (J = 8 Hz). Ce proton est échangeable a I’eau lourde et correspond au proton porté par
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I’azote de I’amide. Ce spectre présente également un triplet vers on 0,8-0,9 (6H) attribuable aux
méthyles terminaux, ainsi qu’un singulet large entre on 1,20-1,36 correspondant a la séquence
successive des methylenes, un multiplet entre o1 2,00-2,20 représentant les protons allyliques (au
cas ou la molécule a des doubles liaisons) ou en position £ du carbonyle. Dans le cas ou le composé
a une double liaison de configuration cis, deux multiplets presque confondus sont observés autour
de don 5,40 et trés distincts autour on 5,45-5,70 si celle-ci est de configuration trans. Sur le spectre
de RMN 2C on note pour ces doubles liaisons deux pics trés voisins ou chevauchants vers sc 130,0
pour la double liaison cis et autour de dc 130,0-136,0 si elle est trans. Par ailleurs la configuration
de cette double liaison peut également étre déterminée par les déplacements chimiques de ses car-
bones adjacents. En effet, les carbones méthyléniques adjacents a une double liaison de configu-
ration cis apparaissent autour de Jc 26-28 tandis que ceux adjacents a une double liaison trans
résonnent entre dc 32-33 (Kang et al., 2001 ; Tazoo et al., 2007). Ce spectre RMN 3C montre
deux carbones caractéristiques autour de oc 54,0 et 175,5 correspondant au carbone aliphatique
azométhine et au carbonyle de la fonction amide. On observe aussi le signal caractéristique de la
succession de méthylenes entre oc 29,0-33,0 ainsi qu’un signal & oc 14,4 attribuable aux méthyles

terminaux.

1.4.3.3.3.4. Activités biologiques

Des propriétés intéressantes ont été attribuées aux sphingolipides dans la prévention du
cancer du colon ou de la peau (Vesper et al., 1999). Les sphingolipides interagissent également
avec le cholestérol au niveau de I’intestin, ce qui limite son absorption. Certains sphingolipides
ont présenté des activités immuno-stimulatoires, antimicrobiennes, antivirales, inhibitrices de la
phospholipase A2 et antitumorales (Muralidhar et al., 2003). Ils s’avérent également posséder des
propriétés anti-inflammatoires et antidiabétiques (Muralidhar et al., 2003).

Les céramides ont une grande fonction biologique dans les cellules vivantes. Elles seraient
responsables du déclenchement de I’apoptose cellulaire et seraient aussi impliquées dans I’activa-
tion de la cascade de plusieurs protéines Kinases. L’apoptose est un processus nécessaire pour
I’homéostasie des tissus ; son arrét pourrait avoir de graves conséquences entrainant ainsi plusieurs
maladies telles que le cancer, le diabete, la neuropathie, la maladie de Parkinson, la maladie d’Al-
zheimer et I’athérosclérose (Voet and Voet, 2005). 1l est possible que la fonction biologique des
céramides soit liée a la double liaison C(4)=C(5) de la sphingosine. La configuration de cette
double liaison ne parait pas importante car qu’elle soit trans ou cis, les céramides induisent I’apop-

tose cellulaire (Vesper et al., 1999).
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1.4.3.3.3.5. Sphingolipides isolés de V. paradoxa
A notre connaissance, aucun sphingolipide n’a encore été publiée sur le genre Vitellaria.

Cependant un cérébroside, le (8E)-N-2'-hydroxytetracosanoyl-1-O-4-D-glucopyranosyl-4-hydro-
xy-8-sphingogenine 191 avait eté isolé des graines de Butyrospermun parkii, une espéce considé-

rée comme étant le synonyme de V. paradoxa (Nyaa et al., 2009).

OH
OH OY\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
0 HN  OH
H%O O ; AN
OH

OH
(8E)-N-2'-hydroxytetracosanoyl-1-O--D-glucopyranosyl-4-hydroxy-8-sphingogenine 191

1.4.3.3.5. Autres composés
En plus des composés mentionés plus haut, Zhang et al. (2014) avaient isolé I’ Arbutine

192, I’lsotachioside 193, le (2S,4S)-2-O-4-D-glucopyranosylpentane-2,4-diol 194, le (2R,4S)-2-
O-p-D-glucopyranosylpentane-2,4-diol 195, I’Acide gallique 73 et la Rutine 196.

R:©OH R=H Arbutine 192
GlcO R1= OCHjs Isotachioside 193

", OH R =CHs; Ri=H (2S,45)-2-0O-p-D-glucopyranosylpentane-2,4-diol 194
R =H;R:=CHs; (2R,4S)-2-O-5-D-glucopyranosylpentane-2,4-diol 195

OH

R = Rha-(1—6)-Glc  Rutine 196

Garba et Salihu (2011) ont a partir de I’extrait a I’éthanol de I’écorce de la racine de V.
paradoxa isolé un phthalate, le Butyl-2-ethylhexylphthalate 197 et une cétone, le 1-Phényl-1,4-

pentanedione 198.

Butyl-2-ethylhexylphthalate 197 1-Phényl-1,4-pentanedione 198
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Un peu plus t6t en 2007, Ndukwe et son équipe reportaient I’isolement de I’ Acide 3,5,6-
trihydroxy-7-octyl-5,6-dihydro-1-naphthalene carboxylique 199 (Ndukwe et al., 2007).
OH

HO '
HO O OH

o)
Acide 3,5,6-trihydroxy-7-octyl-5,6-dihydro-1-naphthaléne carboxylique 199

Des acides gras a I’instar de I’ Acide palmitique 200, I’Acide stéarique 201, I’ Acide oléique
202 et I’ Acide linoléique 203, avaient également été obtenus des graines de la plante (Hee, 2011).

O
n=7 Acide palmitique 200
HO . i
n n=9 Acidestéarique 201

Acide oléique 202

HO/U\/\/\/\/Z\/:\/\/\

Acide linoléique 203

1.4.3.3.2. Activité biologique de quelques métabolites secondaires isolés du genre V. paradoxa

La plupart des composés polaires isolés de I’extrait au MeOH des graines dégraissées de
V. paradoxa ont présenté des activités anti-radicalaires contre le DPPH, anti-inflammatoires, anti-
tumorales, des activités inhibitrices de la mélanogenése, et cytotoxique contre les cellules hu-
maines HL-60 (Toshihiro et al., 2010 ; Zhang et al., 2014).

Parmi ces composés, la Quercétine 8, I’ Acide protobassique 164, la Catéchine 176, I’'Epi-
catéchine 177, le 22-Dihydrospinastérol-3-O-$-D-glucopyranoside 179, I’Acide 3-O-4-D-glucu-
ronopyranosylprotobassique 180, le Mi-glycoside | 181, le Paradoxoside C 182, I’Acide 3-O-4-
D—glucopyranosyl-16a-hydroxyprotobassique 183, I’Acide 3-O-p-D—glucopyranosylbassique
184, Paradoxoside E 185, le Paradoxoside D 190, I’ Arbutine 192, I’Isotachioside 193, le (2S,4S)-
2-O-p-D-Glucopyranosylpentane-2,4-diol 194, le (2R,4S)-2-O-p-D-Glucopyranosylpentane-2,4-
diol 195, et la Rutine 196 ont présenté des activités inhibitrices de la mélanogenése ; la Quercétine
8, I’Acide gallique 73, la Catéchine 176, I’Epicatéchine 177, et la Rutine 196, ont montré des
activités antiradicalaires ; les activités anti-inflammatoires ont été enregistrées pour I’ Acide 3-O-
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S-D-glucuronopyranosylprotobassique 180, le Mi-glycoside | 181, le Paradoxoside A 186, le Pa-
radoxoside B 187, la Tiégheméline A 188, I’Arginine C 189, le Paradoxoside C 182, le Para-
doxoside D 190, I’Acide 3-O-4-D-glucopyranosylbassique 184 et I’ Acide bassique 164 ; les com-
posés 8, 73, 164, 165, 183-185, 188, et 189 ont montré des activités cytotoxiques contre les cel-
lules humaines HL-60 (Zhang et al., 2014). L’équipe de Toshihiro en 2010 a montré que le Lupéol
cinnamate 87 isolé de I’extrait & I’ AcOEt du beurre de karité, possede des propriétés anti-inflam-

matoire in vivo.
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Ce chapitre renferme les résultats de I’étude phytochimique des especes de plantes mises
en étude. Précisément nous présentons dans ce chapitre les résultats des extractions des diffé-
rentes parties des plantes étudiées, du criblage phytochimique des extraits obtenus, I’isolement,
la purification et la caractérisation des composés et enfin I’évaluation du potentiel biologique
des différents extraits et composés isolés.

Les trois especes C. populnea (Vitaceae), G. aqualla (Rubiaceae) et V. paradoxa (Sa-
potaceae) ont suscité notre attention d’une part pour leurs divers usages en médecine tradition-
nelle nottamment dans le traitement du diabéte et de certaines maladies microbiennes, et d’autre
part, parce que ces espéces n’avaient jusqu’au debut de nos travaux fait I’objet dans la littérature
d’aucune étude phytochimique comme c’est le cas de C. populnea et G. aqualla ou alors de trés
peu d’études phytochimiques comme c’est le cas de V. paradoxa.

11.1. Extraction, criblage phytochimique et fractionnement des différents extraits
11.1.1. Extraction et fractionnement des extraits des différentes parties de C. populnea
Les racines, les feuilles, les tiges et les rhizomes de C. populnea ont été récoltés au sein
du campus universitaire de Ngaoundéré, en septembre 2014. Au moyen des techniques chro-
matographiques ont été isolés : 6 composés de I’extrait a I’AcOEt de la poudre de racines, 6
composés de la poudre des feuilles (dont 3 de I’extrait a I’Hexane et 3 de celui au CHCIs) et 6
composés de la poudre des tiges dont 2 de I’extrait a I’'Hex et 4 de I’extrait a I’ AcOEt). Les
protocoles utilisés sont illustrés par les schémas 11.1, 11.2 et 11.3 ci-dessous.
Le fractionnement de I’extrait brut au MeOH de la poudre de rhizomes, a conduit a

I’isolement de deux composés qui avaient déja été isolé des racines.

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 75



Racines de C. populnea

«—— Découpage, séchage, broyage
Y

Poudre de racine (2 kg)

—— MeOH 10 L x 3

v

Extrait brut au MeOH (N9 ; 150 g)

Fraction au CHCI3
(N9-C ; 3,82 9)

+—— Hexane 800 mL x 5 —
Résidu Fraction a I’hexane

(N9-H ; 7,72 g)

A

— CHCI3 800 mL x 8

Résidu

Fraction au n-BuOH

A 4

<+— EtOAc 800 mL x 8

Résidu |e > Fraction a I’AcOEt
(N9-A ; 27,96 g)

(N9-B ; 87,13¢g) |*

Schéma 11.1 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des extraits des racines de C. populnea

<«—— n-BuOH 800 mL x 8
. CC gel dessilice
» Residu (21,87 g) Normasil 60
CHCl; CHCI3/AcOEt CHCI3/AcOEt CHCI3/AcOEt AcOEt
\ 4 v 7.3 \ 4 11 ) 4 3:7 \ 4
N9-AO0 N9-Al N9-A2 N9-A3 N9-A4
5mg 15 mg 38 mg 20 mg 875 mg
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Feuilles de C. populnea

Y

<+ Découpage, séchage, broyage

Poudre de feuilles (3 kgs)

A

[ MeOH 15 L x 3
y

Extrait brut au MeOH (N8 ; 165,32/315 q)

<+—— Hexane 800 mL x 5

Fraction au CHCI, (N8-C ; 11,17 g)

CC gel de silice Normasil 60
Hex-AcOEt 7:3

A 4

N8-C1

6 mg

Fraction au n-BuOH (N8-B ; 29,25 g)

Résidu e

Résidu [« » Fraction a I’hexane (N8-H ; 18,79 g)
— CHCI3 800 mL x 8 CC gel de silice Normasil 60
Hex-AcOEt 7,5:2,5%
4 N8-H3
Résidu 28 mg
«—— EtOACc 800 mL x 8

A 4

Fraction a I’AcOEt (N8-A ; 23,81 g)

{&—— n-BuOH 800 mL x 8

\ 4

Résidu (N8-R ; 78,37 g)

Schéma 11.2 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des extraits des feuilles de C. populnea
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Tiges de C. populnea

+— Découpage, séchage, broyage
A 4

Poudre de tiges (1 kg)

¢— MeOH5L x3

v

Extrait brut au MeOH (N10 ; 105 g)

<+—— H,0 500 mL

Précipité [«
<+—— Hexane 800 mL x
Phase aqueuse |« ¢
AcOEt500 mL x8 —» Fraction a I’hexane (N10-H ; 15,1 g)
¢ CC Silica gel Normasil 60
Fraction a I’AcOEt (N10-A ; 12 g) ’ Hex-AcOEt 9:1
v
CC Silica gel Normasil 60 Phase aqueuse N7Yn|]29-1
CH.Cl,-AcOEt 3:7

v
NYR-5 <«—— n-BuOH 500 mL x 8
15 mg * *

Phase aqueuse Fraction au n-BuOH (N10-B ; 25,6 q)

résiduelle

Schéma 11.3 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des extraits des tiges de C. populnea
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11.1.2. Obtention et fractionnement des extraits des différentes parties de G. aqualla

Les parties de G. aqualla ont été récoltées a Borongo dans I’arrondissement de Ngaoun-

déré 3° en Septembre 2014. Des différents extraits de poudres de feuilles, graines et écorces

séches, ont été isolés au moyen des techniques chromatographiques : 6 composés de I’extrait

au MeOH des graines (Schéma 11.4), 10 composés de I’extrait & I’ AcOEt et 5 composés de

I’extraits au MeOH des feuilles (Schéma 11.5), et 6 composés de I’extrait au MeOH des écorces

(Schéma 11.6).

Extrait a I’AcOEt (N4 ; 85,4 g)

Graines de G.

aqualla

v

l«—— Séchage, Broyage

Poudre de graines (400 g)

¢ AcOEt2Lx3

A

v

Résidu

"4— MeOH 2 L

Extrait au MeOH (N5 ; 49,38 g)

CC gel de silice
Normasil 60
Hex/AcOEt Hex/AcOEt AcOEt AcOEt/MeOH
7:3 7:3 8:2
v v A\ 4
Gag-1 Gag-2 N9-A3 Fr G2 Gag-4
4 mg 3mg 7 mg 150 mg 204 mg
Hex/AcOEt
8:2
v
Gag-6
7 mg

Schéma 11.4 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des graines de G. aqualla
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Feuilles de G. aqualla

«—— Découpage, séchage, broyage
v

Poudre de feuilles (3 kgs)

<+—— AcOEt10L x3

Résidu [«

v

Extrait a I’AcOEt (N1-A; 63,72 g)

—— ACOEt10L x3

¢ » Résidu —
CC gel de silice
Extrait au MeOH (N1-M; 50/104,5 g) Normasil 60
¢ Hex Hex/AcOEt 9:1 Hex/AcOEt 3:7
CC gel de silice Fr G13 y v v
Normasil 60 4mg Gaf-20 Gaf-22 Gaf-24
Hex/ACOEt 9,75:0,25 68 mg 90 mg 19 mg
Hex/AcOEt 9:1 lHex/AcOEt 8,5:1,5 h4
v 4 v Gaf-26
Gaf-1 Fr G10 N8-C1 Fr G11 5 T
6 mg 30 mg 55 mg 34 mg
Hex/CH2Cl2 9:1 Hex/AcOEt 8,5:1,5
v \4
Gaf-4 Gaf-8
75 mg 8 mg

Schéma 11.5 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des extraits des feuilles de G. aqualla
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Ecorces de G. aqualla

v

Poudre des écorces (1 Kg)

A

Extrait a I’hexane (N1 ; 6,64 g)

Extrait & I’AcOEt (N2 ; 9,42 g)

«—— Hexane5L x 3

Résidu

A

Extrait au MeOH (N3 ; 50/83,83 g)

v

Résidu

+—— AcCOEt5Lx3

4+ Découpage, séchage, broyage

<+—— MeOH5L x3

A

lHeX/ACoEt l ACOEt/MeOH
1.9

Gae-7
10 mg

CC gel de silice
Normasil 60
Hex/AcOEt Hex/AcOEt
v 9:1 v 1:1 v
Gae-2 Gae-4 Fr G25 Gag-4
5 mg 6 mg 1,96 g 53 mg
Hex/AcOEt 9:1
y
Gae-14 Gae-15
7,2 mg 14,1 mg

9:1

v

Résidu

Schéma 11.6 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement des écorces de G. aqualla

11.1.3. Obtention et fractionnement de I’extrait a I’AcOEt du bois des racines de V. para-

doxa

Le bois de racines de V. paradoxa a été recolté a Dang dans I’arrondissement de

Ngaoundeéré 3° en Avril 2016. De I’extrait & I’AcOEt de la poudre de bois de ces racines, 5

composés ont été isolés au moyen des techniques de chromatographie. Le protocole utilisé est

illustré par le schéma 11.7 ci-dessous.

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique

Rédigée par NYEMB Jean Noél

81




Bois de racines V. paradoxa

+— Découpage, sechage, broyage
\4

Poudre du bois des racines (1 Kg)

<+—— MeOH5L x 3

A 4

Extrait au brut MeOH (N12 ; 189,6 g)

+—— AcOEt 800 mL x 6

v

Extrait a I’AcOEt (N12-A ; 20,83 g)

A

CC gel dessilice Résidu
Normasil 60
AcOEt AcOEt/MeOH l lAcOEt/MeOH
v v 9802 9,5:0,5
Vr-2 Vr-4 Fr v2 Vr-5 Fr v3
120 mg 6 mg 2,19 3,75mg 1,759
AcOEt Hex/AcOEt
2:8

Vr-3 Vr-6
7mg 18 mg

Schéma 1.7 : Protocole simplifié d’extraction et de fractionnement du bois de racines de V.

paradoxa

11.1.4. Criblage phytochimique des différents extraits

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative basée sur des réactions de préci-
pitations et/ou de colorations. Ces derniéres permettent de mettre en évidence la présence ou
non de métabolites secondaires (alcaloides, flavonoides, ...etc.) dans une plante ou un extrait
de plante.

Les résultats de ce criblage (Tableau I1.1) ont révelé la présence de toutes les classes de
métabolites recherchées en fonction des extraits et des parties des plantes étudiées. On note
cependant une absence d’alcaloides dans toutes les parties de G. aqualla, ainsi que dans les
feuilles, tiges, et rhizomes de C. populnea. Les composes phénoliques étaient présents dans tous
les extraits a I’exception des extraits a I’hexane des tiges et racines de C. populnea ainsi que
celui des écorces de G. aqualla. De méme, seuls les extraits a I’AcOEt des feuilles de C. po-
pulnea et a I’ AcOEt des écorces de G. aqualla ne renfermaient pas de triterpénes et des stérols.

La présence de ces familles de composés dans nos extraits et donc dans les plantes étu-
diées est tres instructive, car elle justifie I’utilisation de ces dernieres en médecine tradition-

nelle.
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Tableau I1.1 :

Résultats du criblage phytochimique

Echantillons

Familles de composés

Plante

Organe

Extrait

Alcaloides

Flavonoides

Polyphénols

Saponines

Tanins

Triterpénes et Stérols

R. Mayer

R. Shinoda

FeClz 3%

IM

(AcO).Pb

R. Libermann Burchard

Feuilles

Hexane

+

+

+

CHCls

+

AcOEt

n-Butanol

Résidu

MeOH brut

4|+ ]+

4|+ ||+

4|+ +]

4|+ ||+

C. populnea

Tiges

Hexane

AcOEt

n-Butanol

Résidu

MeOH brut

4|+ ]+

4|+ ]+

4|+ +]

4|+ ]

Racines

Hexane

CHCls

AcOEt

n-Butanol

Résidu

MeOH brut

Rhizomes

MeOH brut

N S S

||+

N S S T

e o I I I o e o o o S o o g I

Graines

AcOEt

nd

MeOH

G. aqualla

Feuilles

AcOEt

MeOH

+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

Ecorces du tronc

Hexane

+ |+ |+ |+

AcOEt

MeOH

V. paradoxa

Bois de racines

AcOEt

Résidu

MeOH brut

4]+

]+

]+

4|+ |+
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11.2. Elucidation structurale des composés isolés

Au terme du processus d’isolement et de purification, 29 composés purs obtenus ont été
caractérisés au moyen de la RMN 1 et 2D, de la Spectrométrie de Masse (SM) et par comparaison
avec des données spectrales de la littérature pour les composés connus. Ces composés appartien-
nent a plusieurs classes de métabolites secondaires : les acétogénines (alcanes, alcénes, alcools,
esters d’acide gras), les cérébrosides, les chlorophylles, les composés phénoliques (acides phéno-
liques, aldéhyde phénolique, flavonoides, isocoumarine, stilbene), les glucosides stéroidiques, les

stéroides, les sucres et les triterpénes pentacycliques.
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11.2.1. Les acétogénines

Un alcane linéaire (Gae-2), un alcéne linéaire nouveau (Gaf-20), cing alcools (Gae-4,
Gae-15, Gaf-1, Gaf-22 et Gaf-26) et un dérivé nouveau d’esters d’acides gras (Gaf-20) ont été
obtenus des écorces et des feuilles de G. aqualla aucours de cette étude.

11.2.1.1. Identification du composé Gae-2

Gae-2 a été obtenu sous forme de poudre blanche dans I’hexane et est soluble dans le
CHCls. Sa nature aliphatique (alcane) a été établie par analyse de ses spectres de masse, et de RMN
'H et de RMN %3C,

Ce composé a été identifié au Nonacosane du fait de la présence sur son spectre de masse
TOF-ESI-MS+ du pic de I’ion quasi-moléculaire [M+H]* a m/z 409,3 ; des intégrations des diffé-
rents protons, ainsi que par comparaison de ses données RMN *H et *C a celles de la littérature
(Tripathi et al., 2006).

Gae2
SL501 26 (0.505) Cm (15:28) 1: TOF MS ES+
1081.7 4.4403

100 ‘
!

‘ sara
=

|

| [M-+F] “+sasassss

| s533

saz.3
315.3 |
1788 i I

Y1z s1s3
409.2 |

e15.3

| e skl e s e e i
1225 wpz, ] Lasin e 7848
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Figure 11.1 : Spectre de masse TOF-ESI-MS+ de Gae-2
e = G atre
H>-2: Fo-28|11, 1. [1,29

|
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Figure 11.2 : Spectre RMN *3C (CDCls;,125 MHz) et *H (CDCls, 500 MHz) de Gae-2

/\/\/\W

Nonacosane 204
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11.2.1.2. Elucidation structurale du composé Gaf-20

Le composé Gaf-20 a été obtenu dans I’hexane sous forme de poudre amorphe blanche
scintillante, soluble dans le CHCla.

Son spectre de masse TOF-MS-ESI (Figure 11.3) enregistré en mode positif présente le pic
d’un ion pseudo-moléculaire a m/z 792,6 pour [M+Na]* permettant aprés analyse de ses données
RMN 1 et 2D, de déduire pour ce dernier la formule moléculaire CssHi10, SOit une insaturation.

!gllzo e e X
SL510 19 (0.355) Cm (16:38) 1: TOF MS ES+
SRR 2 1.93e3

441.3 |

[M+Na]"

792.6

347.3 479.4 |
331.3 1455.4 |
295.3 { 393.4 ire.e 685.4

So0 = \ 603.4
479.7 521.4548.5 L

Z |
267.3 519.3 621.4 | 6.6 I

: 563.4 688.2
413.3 ‘ er9s 736.5 798.6

| o I TR PRI > - - it r > ™~ miz
| 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 |

| s89.2 2!
[se1.4 Il 650.4 [res- 847.6 ggs5.7 |
1] i

Figure 11.3 : Spectre de masse TOF-MS-ESI+ de Gaf-20

Le spectre RMN !H (Figure 11.4) du composé Gaf-20 présente des pics caractéristiques
d’un alcéne linéaire. En effet, ce spectre montre le signal d’un méthyne oléfinique a on 5,74 (1H ;
m;J=16,9;10,2; 6,7 Hz) et des signaux d’un méthyléne oléfinique a on 4,92 (1H ; m;J=17,1;
3,6;16Hz)et4,86 (1H; m;J=10,2;2,3;1,2Hz). Le spectre présente également un signal de
deux protons sous forme de doublet dédoublé a on 1,97 (2H ; dd ; J = 16,9 ; 10,2 ; 6,7 Hz). On
observe en outre sur ce spectre, les signaux caractéristiques d’une longue chaine aliphatique dont
les protons méthyléniques (CH2)n résonnent a on 1,20-1,30 sous forme de singulet large, et le
méthyle terminal 4 0,81 (3H, t, J =7,0 Hz).

Le spectre RMN C (Figure 11.5) du composé Gaf-20 confirme que ce dernier est un alcéne
linéaire par la présence des signaux de deux carbones oléfiniques a doc 139,3 et 114,1, des signaux
d’une série de carbones méthyléniques entre oc 22,8-33,9 et du signal d’un méthyle terminal a dc
14,2.

Le spectre COSY (Figure 11.6) de Gaf-20 présente plusieurs corrélations parmi lesquelles
les plus importantes sont les corrélations entre les deux protons du méthyléne oléfinique a on 4,92
(AH;m;J=17,1;3,6;16 Hz)et 486 (1H; m;J=10,2; 2,3; 1,2 Hz) ; celles entre ces deux
protons et le proton du méthyne oléfinique a ow 5,74 (1H ; m; J = 16,9 ; 10,2 ; 6,7 Hz), ce dernier

corrélant a son tour avec son méthyléne adjacent a on 1,97 (m).
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Figure 11.6 : Spectre COSY (CDClIs, 500 MHz) élargi de Gaf-20

La longueur de la chaine aliphatique a été déterminée par I’analyse du spectre TOF-MS-
ESI+ de ce composé. Elle a été déduite de la présence de I’ion fragment caractéristique [(M+Na)-
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C2H4]" a m/z 764,1 correspondant au clivage en o de la double liaison qui aboutit a la perte de
I’éthyléne (Schéma 11.8).

Au vu de tout ce qui précede, le composé Gaf-20 s’est vu attribué la structure du Penta-
pentaconténe. A la limite de nos connaissances, c’est la premiére fois que ce composé est isolé de
source naturelle.

35 7 9 35 51 53 9
Pentapentaconténe 205

L m/z603,4
1
55
"3 05 79 5 30 52 54
"« e
m/z T64,6 w2 6854

Schéma 11.8 : Fragmentation proposée de Gaf-20 en TOF-ESI-MS+

Tableau 1.2 : Données de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) et *C (CDCls, 125 MHz) de Gaf-20

N° on (Mult., J(Hz)) dc COSY
4,86 (ddt; 10,2 ;2,3 ; 1,2) H-1b ; H-2
! 4,92 (ddd ; 17,1; 3,6 ; 1,6) 1141 H-1a ; H-2
2 5,74 (ddt, 16,9; 10,2 ; 6,7) 139,3 2H-1; 2H-3
3 1,97 (m) 338 H-2 ; 2H-4
4-52 28,9-29,7 /
53 1,21-1,30 (m) 31,9 2H-26
54 22,7 2H-26 ; 3H-28
55 0,81 (t; 7,0) 14,1 2H-27
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11.2.1.3. Identification des composés Gae-15, Gaf-1, Gaf-26, Gae-4 et Gaf-22

Cing alcools indexés Gaf-1, Gaf-22, Gaf-26, Gae-4 et Gae-15 ont été obtenus sous forme
de poudre blanche des feuilles (pour les composés Gaf) et des écorces (pour ceux Gae) de G.
aqualla, et sont tous solubles dans le CHCls.

L’ analyse des données fournies par les spectres RMN 1 et 2D de chacun de ces composes
montre qu’ils sont tous des alcools aliphatiques primaires non ramifiés. En effet, nous observons
sur les spectres RMN *H de ces composés, des signaux correspondant a quatre groupes de protons :
dans les champs forts, on observe en effet un signal sous forme de triplet intégrant trois protons a
on 0,86-0,91 (3H, J = 6-8 Hz) correspondant au méthyle terminal ; un large singulet de protons a
on 1,29-1,33 représentant la succession de groupes méthyléniques linéaires -(CH2)n-. Autour de on
3,5-4,5 (2H, t, J = 6-8 Hz), on observe un triplet attribuable au méthyléne en position « de la
fonction alcool (-CH2-OH) ; un autre signal sous forme de multiplet de 2 protons autour de o 1,5-
1,6 attribuable au méthylene en position g de la fonction alcool (-CH,-CH»-OH) est également
visible sur ces spectres. Comme exemple nous présentons sur la figure I1.7 ci-dessous le spectre
RMN H du composé Gaf-22.
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Figure 11.7 : Spectre RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Gaf-22

Les spectres RMN 13C et DEPT de ces composés révélent les signaux d’un méthyle termi-
nale autour de dc 13,8-14,1 ; un oxyméthylene autour de oc 63-65, les autres méthylenes apparais-
sant entre dc 22-33. Tous les signaux des différents protons et carbones ont été attribués par I’en-
tremise de I’analyse des spectres COSY et HSQC.
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Figure 11.8 : Spectre RMN *3C (CDCls, 125 MHz) de Gaf-22

Compte tenu du fait que les données de RMN 1 et 2D de ces composeés étaient quasi iden-
tiques, I’identification de chacun d’entre eux a été rendue possible grace précisément aux intégra-
tions des amas de protons méthyléniques apparaissant entre on 1,20-1,33 ; seule différence exis-
tante au niveau de leurs spectres RMN *H. La confirmation a par la suite été apportée par les
spectres de masse TOF-MS-ESI+ de chacun de ces composés.

A la lumiere donc de tout ce qui précéde, les composés Gae-15, Gaf-1, Gaf-26, Gae-4 et
Gaf-22 ont respectivement éte identifiés au Docosanol 206, Nonacosanol 207, Tétratriacontanol
208, Heptatriacontanol 209 et a I’Octatriacontanol 210.

1 3
H /\/\/\M
© > 4 n

n=10, Docosanol 206

n=17, Nonacosanol 207
n=22, Tétratriacontanol 208
n=25, Heptatriacontanol 209
n=26, Octatriacontanol 210
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11.2.1.4. Elucidation structurale du composé Gae-14

Le composé indexé Gae-14 est une poudre blanche obtenue dans le mélange Hex/AcOEt
(6,5:3,5). Son spectre de masse (Figure 11.9) réalisé en électro-nébulisation en mode positif (ESI+)
donne un pic a m/z = 685,3 correspondant a I’ion pseudo-moléculaire [M+2NH4"+H]" qui est en

conformité avec la formule moléculaire Cs4HsgsO- a lui attribuée.

Gae1a
SLS510 30 (0.581) Cm (5:36) 1: TOF MS ES+
100 184.9 6.09e3

| | 3153
| | i [M-+2NH, - HT+

347.3 3933
3‘551. DAt 409.2

3103 =e0c) 441

559.4

603.3

473.3 492.4531.4
563.3 (6173 5,5, 6853 793.5

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 " 750 800

Figure 11.9: Spectre de masse TOF-MS-ESI+ de Gae-14

Son spectre de RMN H (Figure 11.10) présente des signaux d’un ester aliphatique. On peut
ainsi remarquer la présence d’un triplet a on 4,00 (2H, t, J = 6,7 Hz) caractérisant les protons d’un
groupe CHa lié a un groupement ester (-CH.OOC-). A 61 2,22 on a un triplet (J = 7,5 Hz) de deux
protons attribuable a un méthylene lié a un groupement carbonyle (-CH.COO-). Des multiplets
entre on 1,20 et 1,61 suggerent la présence d’une longue chaine carbonée alors que le signal a on
0,81 (6H, t, J = 7,0 Hz) révele la présence de deux groupements méthyles en bout de chaine.
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Figure 11.10 : Spectre RMN *H (CDClz, 500 MHz) de Gae-14
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Le spectre RMN 3C (Figure 11.11) de Gae-14 présente également des signaux de carbones
caractéristiques d’un ester aliphatique avec le signal d’une fonction ester a oc 174,0 ; le signal d’un
oxyméthylene a doc 64,3 ; ainsi que le signal de deux méthyles terminaux a oc 14,1. Les autres

groupements méthylénes résonnent entre Jc 22,7-31,9.
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Figure 11.11 : Spectre RMN 3C (CDCls, 125 MHz) de Gae-14

Le spectre COSY (Figure 11.12) de Gae-14 révéle un seul systeme de spin dd a la longue
chaine aliphatique. Ainsi, nous pouvons apercevoir sur ce spectre la corrélation entre les méthyles
terminaux et les protons méthyléniques a dc 1,20 (m) qui a leur tour montrent des corrélations avec
ceux a oc 1,54 (4H, m). Sont également visibles sur ce spectre, les corrélations entre les protons
des méthylénes a 1,54 (4H, m) et ceux a Jou 2,22 (2H, m) et a oc 4,00 (2H, t, J = 6,7 Hz).
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Figure 11.12 : Spectre COSY (CDCls, 500 MHz) de Gae-14

L’analyse de son spectre HSQC (Figure 11.13) a permis d’assigner sans ambigité aux pro-

tons leurs carbones correspondants (Tableau 11.3).
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Figure 11.13 : Spectre HSQC (CDCls, 500 MHz) de Gae-14
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Le spectre HMBC (Figure 11.14) présente quelques corrélations importantes parmi les-

quelles les corrélations entre les protons méthyléniques a o 2,22 (t ; 7,5 Hz) et les carbones a dc

25,1 ;29,7 et 174,0 ; et les corrélations entre les protons oxyméthyléniques a Jn 4,00 (t ; 6,7 Hz)

et les carbones a on 174,0 ; 28,7 et 26,0 (Schéma 11.9).
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Figure 11.14 : Spectre HMBC (CDCls, 500 MHz) de Gae-14
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Toutes ces données spectrales nous ont permis d’identifier le composé Gae-14 a I’heptaco-

sanoate d’heptadécyle 211 ; Composé isolé ici pour la premiere fois du régne végétale. Cette struc-

ture est supportée par la fragmentation proposée au schéma 11.10.

25
27 A o
26 17 2 2

Heptacosanoate d’heptadécyle 211

15

16’

17
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Schéma 1.9 : Importantes corrélations COSY (*H-H) et HMBC (*H-13C) de Gae-14
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Schéma 11.10 : Fragmentation proposée pour Gae-14

Tableau 11.3 : Données de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) et $3C (CDCls, 125 MHz) de Gae-14

N° on (Mult., J(Hz)) dc COSY
1 - 174,0 H,-2
2 2,22 (t;7,5) 34,4 Ho-1: Ho-3
3 1,54 (m) 25,1 2H-2 ; 2H-4
4-24 29,2-29,7
25 1,20-1,33 (brs) 31,9
26 22,7 H,-25 ; Hs-27
27 0,81 (t; 7,0 Hz) 14,1 H,-26
1 4,00 (t; 6,7 Hz) 64,4 H,-2'
2" 1,54 (m) 28,7 Hz-1'; Hp-3'
3 26,0
15' 1,20-1,33 (brs) 31,9
16' 22,7 H,-15'; Ha-17'
17" 0,81 (t; 7,0 Hz) 14,1 H,-16'
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11.2.2. Les cérébrosides
11.2.2.1. Elucidation structurale du composé Vr-4

Le composé Vr-4 se présentant sous forme de solide amorphe blanc a été obtenu du bois
de racines de V. paradoxa et a précipité dans le mélange AcOEt/MeOH (98:2). Soluble dans le
MeOH et le DMSO, il fond a 147-149°C. Ce composé donne une couronne violette au test de
Molish suggérant que la molécule est un glycoside.

Il s’est vu attribué la formule moléculaire CssH10sNO1o (3 insaturations) sur la base de
I’analyse de ses données spectrales RMN 1 et 2D ainsi que de son spectre de masse TOF-MS-ESI+
qui présente le pic de I’ion radicalaire [M]** a m/z 927 4.

(vrd
SL510 14 (0.269) Cm (12:25) 1: TOF MS ES+

100 8124 5.03e3

\

|

{
#

\

‘ 516.4

\

| 517.7

‘ [M]o+

‘ 4752

|
16681950 ‘ o 7545 7928 psas
! 2272

‘129.7 J sag 4 559'91 607.2 l 927.4

o bbbl dsanibd il bl A 1 o . L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Figure I11.15 : Spectre de masse ESI-TOF-MS+ de Vr-4

Les spectres de RMN 1D (*H et **C) du composé Vr-4 montrent des signaux caractérisques
d’un squelette de type glycosphingolipide qui présente généralement une fonction amide, une unité
osidique et deux longues chaines aliphatiques plus ou moins insaturées (Wu et al., 2004). En effet,
sur le spectre RMN *H du composé Vr-4 (Figure 11.16) on peut observer : un signal a du 7,54 (1H,
d, J=9,5 Hz) attribuable au proton d’une fonction amide secondaire -CONH- ; le signal du proton
anomérique d’une unité osidique a on 4,15 (1H, d, J = 7,7 Hz) dont la large constante de couplage
traduit la configuration £ de ce dernier ; les signaux de huit oxyméthines parmi lesquels quatre
apparaissant a on 2,95 (1H ;td ;J=8,9;2,7Hz) ;3,15(1H ;td;J=8,8; 3,0 Hz) ; 3,04 (1H ; dd
;J=9,1;3,7Hz) et 3,09 (1H, dd ; J=5,8; 2,0 Hz) ont été attribué a I’unité osidique ; les 3 autres
résonent a on 3,38 (1H, m) ; 3,31 (1H, m) et 3,86 (1H, dd ; J = 10,6 ; 6,7 Hz). Le spectre présente
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également les signaux de deux oxyméthylenes résonnant a on 3,66 (1H ; m) ; 3,81 (1H ;dd ; J =
10,6 ; 6,7 Hz) ; 3,44 (1H ; m) et 3,67 (1H ; m) ; deux longues chaines aliphatiques caractérisées
par la présence d’un singulet large entre on 1,20-1,36 et deux méthyles terminaux a 61 0,86 (6H ;
t; J = 6,9 Hz). Toutes ces données suggérent la nature glycosphingolipidique du composé Vr-4
(Wu et al., 2004) avec un squelette de base de type phytosphingosine (Merrill and Sandhoff, 2002 ;
Muralidhar et al., 2003). De plus, on observe les signaux de deux protons oléfiniques a on 5,37
(1H, m, H-8) et 5,31 (1H, m, H-9) suggérant que la molécule porte une double liaison.
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Figure 11.17 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) élargi (6w 2,90-5,80) de Vr-4
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Le spectre RMN **C du composé Vr-4 (Figure 11.18) montre une série de signaux parmi
lesquels le signal d’un carbone anomérique a oc 103,4 ; les signaux de quatre oxyméthines a 69,9 ;
73,4 ;76,4 ; 76,8 et le signal d’un oxyméthyléne a dc 61,0 attribués a I’unité osidique et dont la
comparaison avec les données de la littérature (Tazoo et al., 2007) ainsi que la large constante de
couplage (J = 7,7 Hz) du proton anomérique ont permis d’identifier le sucre comme étant le s-D-
glucopyranoside. La présence sur le spectre de RMN **C d’un carbone azométhinique a éc 49,8 et
d’un carbonyle a oc 173,7 confirme la présence d’une fonction amide secondaire au sein du sque-
lette carboné du compose Vr-4. A dc 130,2 et 129,7 nous observons les signaux de deux carbones
oléfiniques confirmant la présence d’une double liaison dont la configuration cis a été déterminée
par les déplacements chimiques des carbones allyliques respectifs a dc 26,6 et 26,5 (Figure 11.19).
En effet, il est connu que la géométrie d’une double liaison dans un alcene linéaire peut étre deter-
minée sur la base des déplacements chimiques des différents carbones des groupements méthy-
Iénes adjacents a la double liaison. Généralement, les carbones méthyléniques adjacents a une
double liaison de configuration cis apparaissent autour de oc 26-28 tandis que ceux adjacents a une
double liaison trans résonnent entre dc 32-33 (Kang et al., 2001 ; Tazoo et al., 2007). Les signaux
sur le spectre RMN *3C d’un autre oxyméthyléne a 6c 68,9 ; de trois autres oxyméthines a oc 70,5 ;
70,9 et 74,4 ainsi que le signal d’une longue chaine aliphatique a Jc 28,6-29,2 et deux méthyles
terminaux a oc 13,9 confirment I’hypothese selon laquelle le squelette de base sphingoide du com-
posé Vr-4 est de type phytosphingosine (Muralidhar et al., 2003). Il découle de I’analyse ci-dessus
que le composé Vr-4 serait un cérébroside de type phytosphingosine possédant une partie acide

gras hydroxylé en position C-2 et une unité s-D-glucopyranoside.
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Figure 11.18 : Spectre RMN *3C (DMSO-dg, 125 MHz) de Vr-4
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Figure 11.20 : Spectre DEPT-135 (DMSO-ds, 125 MHZz) de Vr-4

Le spectre COSY H-'H du composé Vr-4 (Figure 11.21) montre une corrélation entre le
proton amide a on 7,51 (d, J = 9,5 Hz) et celui azométhine a on 4,10 (1H ; dt; J=15,5; 5,3 Hz)
qui a son tour présente des corrélations avec trois autres protons oxymeéthines a on 3,81 (1H ; dd ;
J=10,6; 6,7 Hz) ; 3,38 (m) et 3,66 (m). Par la suite, le proton a Jn 3,38 présente une corrélation
avec celui a on 3,31 (m). Tout ceci confirme la présence dans la molécule d’un squelette de type
phytosphingosine. Le signal a 643,86 (1H ; dd ; J = 10,6 ; 6,7) présente une corrélation avec un
méthyléne a on 1,50 qui lui-méme montre une tache de corrélation avec I’amas de méthyléne entre
1,20-1,36 et cet amas corrélant a son tour avec le méthyle a o4 0,86 et (3H ; t; J = 6,9 Hz). On
peut également observer sur ce spectre les corrélations entre les deux protons oléfiniques a 615,37
et 5,31 ainsi que celles respectives entre ces différents protons et leurs méthylénes adjacents a on
1,94 et 1,98. Des corrélations additionnelles sont observées entre les protons de I’unité f-D-glu-

copyranose.
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Le spectre HSQC (Figure 11.23) a permis d’attribuer les différents protons caractéristiques

A

a leurs carbones respectifs.
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Figure 11.21 : Spectre COSY (DMSO-ds, 500 MHZz) de Vr-4
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Figure 11.22 : Spectre COSY (DMSO-ds, 500 MHZz) élargi de Vr-4
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Figure 11.23 : Spectre HSQC (DMSO-ds, H : 500 et °C : 125 MHz) élargi de Vr-4

La longueur de la chaine de base a été déterminée par I’analyse du spectre TOF-MS-ESI+
(Figure 11.15) du composé Vr-4 qui présente le pic de I’ion radicalaire fragment caractéristique a
m/z 475,2 [Glc-OCH2CHCH(OH)CH(OH)(CH2)sCHCH(CH2)9CHs]** (Figure 11.15, Schéma
11.12). Ce fragment combiné a celui observé a m/z 166,8 [CHCH(CH2)9CHs]** qui résulte du cli-
vage en « de la double liaison A confirment la position de la double liaison sur la longue chaine
de base. La présence de I’'unité osidique est confirmée ici par les ions fragments & m/z 764,6 [M-
163]°* et a m/z 606,2 [M-180-C1oH21]** ; ce dernier resultant de la perte du glucose suivie du
clivage en a de la double liaison A8. La longueur de la chaine acide gras a été déduite a partir du
fragment a m/z 515,4 [GIcOCH2C(=NHCO)CH(OH)CH(OH)(CH2)3sCHCH(CH)9CHs]** résul-
tant du clivage en a du carbonyle de la fonction amide suivie de la perte de deux protons.

La configuration absolue des carbones asymétriques du composé Vr-4 a été déduite des
observations relevant de la biosynthése de la phytosphingosine ainsi que de la comparaison des
déplacements chimiques des protons et carbones caractérisques avec ceux des cérébrosides simi-
laires reportés dans la littérature. En effet, il a été établi que les déplacements chimiques du proton
H-2 et surtout des carbones C-1 a C-4 ainsi que des carbones C-1' et C-2' des cérébrosides sont
particulierement importants pour la détermination de la stéréochimie du squelette phytosphingo-
sine (Hua and Pei, 2001 ; Zhang et al., 2011). La revue de la littérature révéle d’une part que la

configuration absolue du carbone C-2 de la plupart des cérébrosides naturels est 2S et d’autre part
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la biosynthese des cérébrosides naturels suggére une configuration 2S, 3S et 4R du squelette phy-
tosphingosine (Merrill and Sandhoff, 2002 ; Yang et al., 2011 ; Lee et al., 2015). Ainsi donc, au
vu des déplacements chimiques du proton H-2 (4,10 ; dt; J = 15,5 ; 5,3 Hz) et des carbones C-1
(oc 68,9), C-2 (oc 49,8), C-3 (dc 74,4), C-4 (oc 70,5), C-1' (oc 173,8) et C-2' (6c 70,9) ainsi que de
tous les faits ci-dessus mentionnés, la configuration absolue du composé Vr-4 a été trouvée essen-
tiellement identique a celle reportée pour d’autres cérébrosides ayant un squelette (2S,3S,4R)-phy-
tosphingosine et une partie acide gras (2'R)-hydroxylée.

A partir de I’analyse des données spectrales 1D et 2D, la structure du composé Vr-4 a été
déterminée comme étant le (2'R)-2'-hydroxy-N-[(Z,2S,3S,4R)-1-O-4-D-glucopyranosyl-3,4-dihy-
droxynonadéc-8-én-2-yllnonacosanamide nommé Vitellaroside 212 décrit ici pour la premiére
fois.

(2’R)-2'-hydroxy-N-[(Z,2S,3S,4R)-1-O-#-D-glucopyranosyl-3,4-dihydroxynonadéc-8-én-

2-yllnonacosanamide (Vitellaroside) 212

Schéma 11.11 : Importantes corrélations COSY de Vr-4

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 101



]
O\’/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

m/z 606,2
A
Mz 515 Amemememeneeeeeen . on i
p HN OH o m/z 166,8
» Glc’;’o\/:Y\/\/;/z\/\/\/\/\/
m/z4902 - : :
» : OH .
m/z4752 : :
“a /2 464.6 | Réarrangement de Mc Lafferty
-H,O
v
OH
OW/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
HN OH
Glc/o\/\‘/w_\
»
m/z331,3

m/z754.6 e
Schéma 11.12 : Fragmentations proposées du composé Vr-4 en TOF-ESI-MS+
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Tableau 11.4 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz), 13C (DMSO-ds, 125 MHz) et COSY de

Vr-4

Position on (mult. J(Hz)) Jc COSY

Squelette de Base

1 3,66 (m) 68.9 H-1b
3,81(dd; 10,6 ; H-1la ; H-2

6,7)

2 4,10 (dt; 15,5;5,3) 49,8 H-1b ; H-3

3 3,38 (m) 74,4 H-2 ; H-4

4 3,31 (m) 70,5 H-3; H>-5

5 1,92 (m) 32,3

6 1,50 (m) 25,5

7 1,94 (m) 26,6

8 5,37 (m) 130,2 H-9 ; Ha-7

9 5,31 (m) 129,7 H-8 ; H2-10

10 1,98 (m) 26,5

11 32,0

12-16 28,6-29,2

17 1,20-1,34 (m) 313

18 22,1 H.-17 ; Hs-19

19 0,86 (t;6,9) 13,9 H.-18

OH-3 4,77 (d; 6,4) / H-3

OH-4 4,35 (t; 7,3) / H-4

NH 7,54 (d;9,5) / 4,10

Partie N-acyl (acide gras)

1 / 173,7 /

2' 3,86 (dd; 10,6 ; 6,7) 70,9 Hz-3’

3 1,60 (m) ; 1,49 (m) 34,3 H-2'

4 24,4

5'-26’ 28,6-29,2

271 1,20-1,34 (m) 313

28’ 22,1 H.-27"; Hs-29'

29’ 0,86 (t; 6,9) 13,9 H,-28'

OH-2’ 5,60 (d ; 4,9) - H-2'

Unité glucosidique

1" 4,15 ;7,7) 103,3 H-2"

2" 2,95 (td ; 8,9 ; 2,7) 73,4 H-1"; H-3"; OH-2"

3" 3,15 (td; 8,8 ; 3,0) 76,5 H-2" ; H-4" ; OH-3"

4" 3,04 (dd;9,1;3,7) 69,9 H-3", H-5" ; OH-4"

5" 3,09 (dd ; 5,8;2,0) 76,9 H-4"; 2H-6"

6" 3,44 (m) 610 H-5" ; Hb-6" ; OH-6"

3,67 (m) ' H-5" ; Ha-6" ; OH-6"

OH-2" 4,95 (d; 3,5) / H-2"

OH-3” / H-3"

OH-4" 491 (d; 4,3) / H-4"

OH-5" / /

OH-6" 4,52 (t;5,6) / 2H-6"
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11.2.3. Les chlorophylles
11.2.3.1. Identification du composé N8-H3

Le composé N8-H3 a été obtenu des feuilles de C. populnea sous forme de poudre verte-
sombre soluble dans le DMSO et le CHCIs. Sa nature de type chlorophylle a été suggérée par sa
texture et par analyse de sa CCM qui présente une tache verte sur plaque apres révélation a H2SOa
dilué. Son spectre de masse enregistré en Electrospray haute résolution et en mode positif (Figure
11.24) présente le pic de I'ion pseudo-moléculaire [M+Na]* & m/z 645,2560 compatible avec la

formule moléculaire C3sHssN4Os renfermant 20 insaturations.

o7 WD : =1 : 2018/03,/23 15:53:00
F =774 : MBH3 led
i = e d St b B 1
{ARTERIL>
Evant: 1 MS; F1)H—4 msz ——— /ESl + ~A—ZAE—% 191.091901429033) (RIS 021 A¥Fy-FS: 33
1910818
1000000 | [
’ +
| [M+Na]
|
" Bo7.1doe ASI90C
: | 1
150 200 250 S0 450 A00 450 S00 560 800 (F114] 700

Figure 11.24 : Spectre de masse HRESI-MS de N8-H3

Le spectre RMN *H du composé N8-H3 (Figure 11.25) enregistré dans le DMSO-dg pré-
sente les signaux caractéristiques d’un squelette de type chlorine (Helaja, 2000). On peut ainsi
observer les signaux de trois protons oléfiniques sous forme de singulet a 0w 8,91 (1H, s) ; 9,13
(1H, s) ; et 9,55 (1H, s) ; un groupement vinylique dont les protons résonnent a o 6,01 (1H, m) ;
6,16 (1H, m) et 7,93 (1H, m) ; trois singulets de 3 protons chacun, résonnant a on 2,85 ; 3,32 et
3,62 attribués a des groupements méthyles directement connectés a des cycles aromatiques. Un
autre groupement méthyle était visible a on 1,55 sous forme de doublet. A 61 1,44 (3H ;t; J =Hz)
et 3,31 (2H, m), on a les signaux d’un groupement éthyle directement substitué a un cycle aroma-
tique. Le spectre présente également les signaux d’un groupement proprionate de méthyle parmi
lesquels : deux méthylenes a on 2,25 (1H, m) ; 2,13 (1H, m) ; 2,44 (1H, m) et 2,19 (1H, m) ; un
groupement méthyle ester a on 3,47 (3H, s). Tous ces signaux caractéristiques en plus du signal
d’un groupement méthyle ester supplémentaire a oy 3,56 (3H, s) et ceux de deux groupements
amines secondaires a dn 1,60 (1H, s) et 1,62 (1H, s) sont similaires a ceux reportés dans la littéra-
ture pour I’ester méthylique du phéophorbide A (Kamarulzaman et al., 2011) a la seule différence
que sur le spectre du composé N8-H3 on note I’absence remarquable du signal a on 6,27 (s) carac-
térisant généralement le proton H-15a de I’ester méthylique du phéophorbide A, et la présence du

signal d’un proton échangeable a 0w 7,74 (s) attribué & un groupement hydroxyle.
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Figure 11.25 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de N8-H3

Le spectre RMN **C du composé N8-H3 (Figure 11.26) en combinaison avec celui HMQC
(Figure 11.27) révélent la présence de 36 signaux de carbones répartis en 19 carbones quaternaires
(dont 3 carbonyles : deux esters a oc 171,8 et 173,6 ; une cétone cyclique a oc 193,3 ; un carbone
aliphatique a oc 89,8 et 15 oléfiniques) ; 6 méthines parmi lesquels 4 oléfiniques et 2 aliphatiques ;
4 méthylenes (un oléfinique et trois aliphatiques) et 7 méthyles (Tableau 11.6).

| 1 scoe

ahundance

Figure 11.26 : Spectre RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de N8-H3

Chaqgue proton a été attribué a son carbone correspondant grace a I’analyse du spectre
HMQC (Figure 11.27), tandis que les positions des carbones quaternaires ont été confirmées par
I’analyse du spectre HMBC (Figure 11.28). Ainsi, sur le spectre HMBC du composé N8-H3, on
pouvait apercevoir les corrélations du singulet a oc 3,32 et les carbones & 6c 141,8 ; 132,6 et 136,3 ;
les corrélations entre les protons du méthyléne oléfinique a Jn 6,01 et 6,16 et le carbone a 136,3
ainsi que les corrélations respetives entre les deux groupements méthoxyles a on 3,47 et 3,56 avec
les carbones a dc 173,6 et 171,8. D’autres corrélations HMBC des différents protons du composé
N8-H3 sont consignées dans le tableau 11.5.
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Figure 11.27 : Spectre HMQC (DMSO-ds, tH : 500 et 3C : 125 MHz) de N8-H3
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Figure 11.28 : Spectre HMBC (DMSO-dg, 'H : 500 et 3C : 125 MHz) de N8-H3

Tenant compte de toutes ces analyses et en comparant les données du composé N8-H3 a
celles de la littérature, ce dernier a été identifié comme étant la Méthyl-15a-a-hydroxyphéophor-
bide A ou 15a-a-hydroxyphéophorbide A méthyle ester 213, un tétrapyrrole intermédiaire de la
dégradation de la chlorophylle A. C’est la premiére fois que ce composé est isolé d’une espéce de
la famille des Vitaceae. Précédemment isolé de Clerodendrum cyrtophyllum il est connu pour ses
proprietés cytotoxiques contre les cellules cancéreuses chimio-sensibles KB, A-549, HCT-8,
CAKI-1, 1A9 (OVCAR), MCF-7, SK-MEL et résistantes KB-7d et KB-CPT (Cheng et al., 2001).
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Méthyl-15a-a-hydroxyphéophorbide A 213
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Tableau 11.5 : Données RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz), **C (DMSO-ds, 125 MHz) et HMBC de

N8-H3
N°  ou (Mult, J (Hz)) Jc HMBC Cheng et al. (2001)*
1 - 1418 - 142,0
2 - 132,6 - 131,7
2a 3,32 (s) 12,1 1;2;3 12,0
3 - 136,3 - 136,3
3a 7,93 (m) 129,2 2,3 128,9
6,01 (M) 3

3b 6.16 () 1235 323 1227
4 - 1359 - 136,1
5 9,13 (s) 97,5 4 97,8
6 - 1537 - 155,2
7 - 136,8 - 136,1
7a 2,85 (s) 11,1 6;7:8 11,0
8 - 1453 - 145,0
8a 3,31 (m) 18,8 8b 19,3
8b 1,44 (t) 17,8 8:8a 17,3
9 - 1492 - 150,9
10 9,55 (s) 104,8 8;11;12 104,0
11 - 137,5 - 137,7
12 - 129,4 - 129,3
12a 3,62 (5) 12,1 12,2
13 - 127,2 - 126,9
13a - 193,33 - 191,9
14 - 149,2 - 149,8
15 - 110,6 - 107,6
15a - 89,8 - 89,0
15b - 171,8 - 1723
15¢ 3,56 (5) 53,2 15b 53,4
16 - 162,6 - 162,4
17 4,11 (m) 51,8 51,8
17a 2,25(m);213(m) 305 17c; 18 31,4
17b  244(m);219(m) 31,2  17;17a;17c 31,1
17c - 1736 - 174,0
17d 3,47 (s) 50,3 17c 51,7
18 4,60 (m) 49,9 18a;19; 50,3
18a 1,55 (d) 22,8 17 ;18; 19 22,6
19 - 1734 - 172,8
20 8,91 (s) 94,6 1;2;18 93,6

OH-15a 7,74 (s) - 15 ; 15a ; 15b -

NH-A 1,60 (s) - - -

NH-C 1,62 (s) - - -

* Données enregistrées dans le CDCls; a 125 MHz.
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11.2.4. Les composés phénoliques
Un total de huit composés phénoliques a été isolé des différentes parties des plantes étu-
diées. Parmi ceux-ci, on distingue deux acides phénoliques, quatre flavonoides, une isocoumarine

et un stilbéene.

11.2.4.1. Les acides phénoliques
11.2.4.1.1. Identification du composé N9-A2

Le composé N9-A2 a été obtenu des racines de C. populnea et du bois de racines de V.
paradoxa, sous forme d’une poudre beige soluble dans le MeOH. Il donne une réaction positive
au test au FeCls caractéristique des composés phénoliques.

L’étude de son spectre RMN *H (Figure 11.29) a montré un profil relativement simple. En
effet, sur le spectre RMN H de ce composé, il est observé la présence d’un signal de deux protons
sous forme de singulet & 61 6,93 (2H, s) attribuables a deux protons aromatiques chimiquement
équivalents, un singulet large d’un proton a 6n 12,23 attribuable au proton de la fonction acide
carboxylique, et enfin deux derniers signaux sous forme de singulet large intégrant un total de trois
protons et apparaissant a on 9,19 (2H, sl) et 8,88 (1H, sl) ; ces derniers signaux correspondent a

trois groupement hydroxyles. Ces données montrent clairement la présence d’un acide benzoique

trinydroxylé.
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Figure 11.29 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 600 MHz) de N9-A2

Les données de RMN 3C (Figure 11.30) confirment cette hypothése en présentant 5 signaux
de carbones dont des méthines C-2 et C-6 résonnant tous deux a dc 109,2 ; un carbonyle a dc 167,9

et quatre carbones quaternaires aromatiques a dc 120,9 ; 138,4 et 145,9.
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Figure 11.30 : Spectre RMN *3C (DMSO-dgs, 150 MHz) de N9-A2

Toutes ces données ont été attribuées et confirmées par comparaison avec les données de
la littérature (Guo et al., 2007). Elles montrent clairement qu’il s’agit d’un dérivé de I’Acide ben-
zoique connu sous le nom d’Acide gallique 73. 1l a été précédemment isolé de Cissus pteroclada
(Yi-jie et al., 2016) et de plusieurs autres especes de plantes a I’instar de Allan blackia floribunda,
Garcinia densivenia, Bridelia micrantha, Caesalpinia sappan, et Dillenia indica (Nayeem et al.,
2016). 1l est connu pour ses propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, an-
tiplasmodiales, anthelminthiques, et antidiabétiques (Nayeem et al., 2016).

OH
5
HO. 4 6
1
0]
HO™ 3

2
OH

Acide gallique 73

Tableau 11.6 : Données RMN H (DMSO-ds, 600 MHz) et 3C NMR (DMSO-ds, 150 MHz) de
N9-A2

N° ox (Mult., J (Hz)) Oc Benabdelaziz (2015)*
1 - 120,9 1211
2 6,93 (s) 109,2 109,0
3 - 1459 1457
4 - 138,4 138,3
5 - 1459 1457
6 6,93 (s) 109,2 109,0
COOH 12,23 (sl) 167,9 168,0
OH-3; OH-5 9,19 (sl) - -
OH-4 8,88 (sl) - -

* Données enregistrées dans CD;0OD a 150 MHz
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11.2.4.1.2. Identification du composé Gag-2

Le composé Gag-2 a été obtenu sous forme de poudre blanche des graines de G. aqualla,
et est soluble dans le MeOH. Son spectre RMN *H donnant un total de trois protons aromatiques
laisse envisager un noyau benzénique trisubstitué.

L’analyse de ce spectre (Figure 11.31) montre un proton aromatique a o 7,44 (1H, dd, J =
8,2 ; 1,9 Hz) couplant avec deux autres protons aromatiques en ortho et en meta ; un proton aro-
matique a on 7,41 (1H ; d; J = 1,9 Hz) couplant en meta ; un proton aromatique a Jn 6,82 (1H ;
d; J = 8,2 Hz) couplant en ortho ; un groupement méthoxyle sous forme de singulet a o1 3,81.

BRUKER
A

CH, |
H-2
H-6 H-5
11 10 o 8 7 e s a 3 2 1 ppm

Figure 11.31 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gag-2

Les spectres RMN 23C (Figure 11.32) présente huit signaux de carbone dont un -OCHjs, trois
CH aromatiques et quatre carbones quaternaires dont un carbonyle. Au vu des intégrations protons,
du nombre de carbone et de la formule brute (CsHsOs), cela laisse supposer un cycle aromatique
tri-substitué ayant pour substituant un groupement acide carboxyliqgue —COOH, un groupement
hydroxyle —OH et un groupement méthoxyle —OCHs.

v v v v v v v v v T c
200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 ppm "

Figure 11.32 : Spectre RMN®C (DMSO-ds, 125 MHz) de Gag-2
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La comparaison des valeurs des déplacements chimiques des 'H et **C du composé Gag-2
avec celles de la littérature nous a permis d’identifier le composé Gag-2 a I’Acide 4-hydroxy-3-
méthoxybenzoique (Acide vanillique) 214, composé connu, précédemment isolé de Cynanchum
paniculatum (Weon et al., 2012) et de Leptoderris fasciculata (Kouame, 2012) et connu pour ses
propriétés neuroprotectrices (Weon et al., 2012).

Acide vanillique 214

Tableau 11.7 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et 3C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
Gag-2

N° ou (Mult., J (H2)) Jc (Kouame, 2012)*

1 - 1231 123,0
2 7.41(d; 1,9) 112,7 1135
3 - 147,2 149,1
4 - 151,0 152,1
5 6,82 (d; 8,2) 1149 1155
6 744 (dd;82;1,9) 1234 1249
COOH - 166,8 167,5
OCHs 3,82 (s) 55,5 56.4
OH - - -

* Données enregistrées dans I’ Acétone-ds 2 125 MHz

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 112



11.2.4.1.3. Identification du composé Gag-6

Le composé Gag-6 obtenu des graines de G. aqualla a précipité sous forme de poudre
blanche soluble dans le MeOH. Il donne une réaction positive au test au FeClz caractéristique des
composés phénoliques.

La comparaison des données spectrales de ce composé avec celles du composé Gag-2 ré-
vele de grandes similitudes. La différence majeure se situe au niveau du signal d’un proton réson-
nant a on 9,76 (1H, s) et qui correle en HSQC avec un carbone a dc 190,9. Ce signal est attribuable
au proton d’un groupement aldéhyde (Mukonyi and Ndiege, 2001). Ainsi, le composé Gag-6 pos-
sede un groupement —HCO en lieu et place du groupement -COOH dans le composé Gag-2. L at-
tribution compléte des différents signaux de protons et carbones ainsi que les positions relatives
des substituants ont été rendues possible grace aux expériences DEPT, COSY, HSQC et HMBC.
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Figure 11.33 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gag-6
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Figure 11.34 : Spectre RMN *C (DMSO-dg, 125 MHz) de Gag-6
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Tenant en compte toutes ces considérations, et en comparaison avec les données de la lit-
térature, Gag-6 a été identifié comme étant la 4-hydroxy-3-méthoxybenzaldehyde connue sous le
nom de Vanilline 154 (Xiang et al., 2011). Il a précedemmment été isolé de Gardenia volkensii
(Bernard and Runner, 2007).

Vanilline 154

Tableau 11.8 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et 3C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
Gag-6

N° on (Mult., J (Hz)) Jc (Xiang et al., 2011)*

1 - 1287 126,1
2 7,41 (d; 1,9) 110,7 1151
3 - 148,1 148,1
4 - 153,0 152,7
5 6,82 (d; 8,0) 1154 110,0
6 7,44 (dd;8,0;1,9)  126,0 129,8
HCO 9,76 (5) 190,9 190,1
OCHs 3,87 () 55,5 55,4
OH 10,26 (s) - -

* Données enregistrés dans I’ Acétone-dg & 100 MHz.
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11.2.4.2. Les flavonoides
11.2.4.2.1. Identification du composé NYR-5

Le composé NYR-5 a été obtenu des tiges de C. populnea et se présente sous forme de
poudre jaune pale qui a précipité dans le mélange CH.>Clo/AcOEt (30 : 70). Il répond positivement
au test de Shinoda des flavonoides.

Le spectre RMN *H du composé NYR-5 (Figure 11.35) présente un profil relativement sim-
ple, laissant apparaitre deux doublets a 6w 7,94 (J = 8,8 Hz) et 6,94 (J = 8,8 Hz), integrant chacun
pour deux protons. Il s’agit ici d’un systeme AA'BB’ de deux paires de protons aromatigques cou-
plés en ortho et suggérant la présence d’un noyau aromatique symétrique. Nous avons également
pu mettre en evidence un systeme AB de deux protons couplant en meta et dont les signaux réson-
nentaon 6,50 (1H ;d;J=2,1Hz)et 6,94 (1H ;d; J = 2,1 Hz), deux singulets d’un proton chacun
aon 12,97 et 6,79 correspondant pour le premier a un groupement hydroxyle chélaté en position 5
et pour le second au proton en position 3 du cycle C d’une flavone (Markham and Geiger, 1994).

—i8t
-y
755
<733
=3
iy
<
<

nnnnn

—————

OH-5 31 e T = L I RS A | S
I / A / H-2"; H—6' \ h—@::
\ 4 / 00000
[ES =
EE i 3 k SIREETE SIS s
OH-4' OH-7
.- \ JL‘-J-;M—-LI——JUL_-L\“__JK_-.—.

x | e = — | ER—— | S— — E—. — — .k S S [ | s

091

1 u{

2
o | w
01
110
2=
0=

13.0 7.0 6.5 6.0

10.0 9.5
f1 (ppm)

Figure 11.35 : Spectre de RMN *H (DMSO-dg, 500 MHz) de NYR-5

Le spectre RMN 3C (Figure 11.36) a révélé 15 signaux de carbones parmi lesquels on a
dénombré 7 CH aromatiques apres analyse des spectres DEPT-135. On a ainsi pu observer parmi
ces signaux, le signal a oc 181,7 caractéristique d’un groupe carbonyle conjugué (Tanaka et al.,
1984), et les signaux a oc 128,5 et 115,9 caractéristiques chacun d’une paire de carbones magnéti-

quement équivalents.
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L attribution compléte des signaux réalisée au moyen de I’analyse des spectres de corréla-

tions COSY, HSQC et HMBC, ainsi que la comparaison des données spectrales avec celles rele-

vées dans la literature, ont conduit a I’identification de NYR-5 a I’ Apigénine 5. Ce composé a déja

été caractérisé dans le genre Cissus, et plus particulierement chez C. digitata (Al-Said et al., 1991).

Apigénine 5

Tableau 11.9 : Données RMN ‘H (DMSO-ds, 500 MHz) et 13C (DMSO-ds, 125 MHz) de NYR-5

N°  on(Mult. ; J (Hz)) oc Wawer and Zielinska (2001)*
1 - - -

2 - 163,7 164,1
3 6,79 (5) 102,9 102,8
4 - 181,7 181,8
5 - 1614 161,1
6 6,21 (d; 2,1) 98,9 98,8
7 - 164,1 163,8
8 6,50 (d ; 2,1) 93,9 94,0
9 - 157,3 157,3
10 - 103,7 103,7
1 - 121,2 1213
2' 7,94 (d; 8,8) 128,5 128,4
3’ 6,94 (d; 8,9) 1159 116,0
4' - 161,1 161,5
5’ 6,94 (d; 8,9) 1159 116,0
6’ 7,94 (d; 8,8) 128,5 128,4

* Données enregistrées dans le DMSO-dg & 75 MHz
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11.2.4.2.2. Identification du composé Vr-2

Le composé Vr-2 a été obtenu du bois de racines de V. paradoxa. Il précipite dans I’ AcOEt
sous forme de poudre blanche soluble dans le MeOH et répond positivement au test de Shinoda
caracteristique des flavonoides, en donnant une coloration rouge-brique.

Le spectre RMN H du composé Vr-2 (Figure 11.37) enregistré dans le DMSO-ds révéle les
signaux de 5 protons aromatiques entre Jn 6,1 et 7,7 attribuables aux protons aromatiques des
cycles A et B d’un flavonoide substitué en 5, 7, 3' et 4' (Lhuillier, 2007). Sur ce spectre, on observe
aon590 (1H;d;J=23Hz)et573 (1H; d; J = 2,3 Hz) deux protons aromatiques couplant
entre eux et dont la méme constante de couplage (J = 2,3 Hz) est typique d’un couplage en meta
sur un cycle aromatique. Ces deux signaux sont respectivement caractéristiques des protons H-6
et H-8 du cycle A d’un flavonoide substitué en C-5 et C-7. Le spectre présente également les
signaux de trois autres protons aromatiques a on 6,90 (1H ; d;J=15Hz); 6,68 (1H;d;J=38,0
Hz) et 6,66 (1H ; dd ; J = 8,2 ; 1,7 Hz) formant un systéme ABX d’un noyau benzénique 1,3,4-
trisubstitué. Ces signaux sont caracteristiques du cycle B 1',3",4-trisubsititué d’un flavonoide. Le
spectre présente également les signaux de deux protons non équivalents d’un CH a on 2,69 (1H ;
dd;J=16,3;4,4Hz)et 2,47 (1H ;d;J = 3,7 Hz), ainsi que les signaux de deux protons oxymé-
thines sous forme de singulets larges a on 4,74 (1H, sl, H-2) et 4,02 (1H, sl, H-3). Toutes ces
données sont caractéristiques d’un flavonoide sans groupement carbonyle, suggérant une structure
de type flavane (Fathy et al., 2002), substituée en position 3 par un groupement hydroxyle dont le
signal apparait a on 4,69 (1H ; d ; J = 4,0 Hz).
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Figure 11.37 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de Vr-2

L’analyse du spectre RMN *3C (Figure 11.38) vient confirmer les précédentes assertions en
montrant les signaux de 15 carbones qui, aprés analyse des spectres DEPT-135 et HSQC ont été
répartis en 7 CH dont 2 hybridés sp® a oc 64,9 et 78,0 ; 5 aromatiques & oc 94,0 ; 95,1 ; 114,7 ;
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114,8 et 118,0 ; et un CH2 a dc 28,2 ; ce qui permet de déduire la présence de 7 carbones quater-
naires aromatiques, dont 5 oxygénés a oc 144,5; 144,4 ; 156,5 ; 156,2 et 155,7 ; les deux autres
carbones non oxygénés résonnent a dc 98,5 et 130,6. Ces signaux des carbones confirment I’hy-

pothese d’un squelette de type flavane du composé Vr-2 (Fathy et al., 2002).
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Figure 11.38 : Spectre RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de Vr-2

Toute cette analyse nous a permis d’identifier le composé Vr-2 comme étant la Catéchine
177, composé connu, précédemment isolé des graines (Zhang et al., 2014) et des écorces (Eyong
et al., 2015) de V. paradoxa. Elle est connue pour ses propriétés antioxydantes, antiradicalaires et

inhibitrice de I’a-glucosidase (Kato et al., 2008).

Catéchine 177

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 118



Tableau 11.10 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de

Vr-2
N° on (Mult., J (Hz)) oc  Almahy and Alhassan (2011)*
2 4,74 (sl) 78,0 80,9
3 4,02 (sl) 64,9 66,2
4 2,69 (dd ; 16,3 ; 4,4) 28 977
2,47 (d, 3,7) ’ ’
5 - 156,2 156,0
6 5,90 (d; 2,3) 95,1 93,7
7 - 156,5 156,
8 5,73 (d; 2,3) 94,0 95,0
9 - 155,7 155,2
10 - 98,5 99,0
1 - 130,6 130,5
2' 6,90 (d ; 1,5) 114,7 115,0
3’ - 1445 1447
4 - 1444 1447
5 6,68 (d; 8,0) 114,8 1144
6’ 6,66 (dd;8,2;1,7) 118,0 118,3

OH-3 4,69 (d ; 4,0)

OH-5 8,81 (sl)
OH-7 8,81 (sl)
OH-3' 8,97 (s)
OH-4' 9,18 (s)

* Données enregistrées dans le DMSO-ds & 100 MHz
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11.2.4.2.3. Identification du composé Vr-5

Le composé Vr-5 a été isolé du bois des racines de V. paradoxa et se présente sous forme
de poudre jaune dans le systeme AcOEt/MeOH (95:5). Soluble dans le MeQOH, il donne une réac-
tion positive au test de Shinoda laissant envisager une structure de type flavonoide.

L’examen du spectre RMN *H de ce composé (Figure 11.39) montre des similitudes avec
celui du composé Vr-2 précédent laissant apparaitre des signaux caractéristiques des cycles A et
B d’un flavonoide substitué au niveau des positions 5, 7, 3" et 4". A 61 6,20 (1H ; d ; J = 2,1 Hz) et
6,43 (1H; d; J = 2,1 Hz), on a les signaux de deux protons aromatiques couplant en meta. Un
systeme ABX de trois protons d’un noyau benzénique 1,3,4-trisubstitué apparait a on 7,69 (1H ;
d;J=22Hz); 756 (1H,dd,J=8,5;2,2Hz) et 6,90 (1H; d; J = 8,5 Hz). On note par ailleurs
la présence d’un singulet a on 12,50 (1H ; s) suggérant la présence d’un groupement hydroxyle
chélaté, probablement due & la proximité d’un groupement carbonyle. De cette analyse, il ressort
qu’on est donc en présence d’une unité flavonoidique de type flavonol tétrasubstituée en positions
5, 7, 3' et 4’ par des groupements hydroxyles, les autres groupements hydroxyles apparaissant
respectivement a 10,80 (1H, s) ; 9,61 (1H, s) ; 9,36 (1H, s) et 9,32 (1H, sl).
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Figure 11.39 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) élargi de Vr-5

Comme pour le composé Vr-2, le spectre RMN C du composé Vr-5 (Figure 11.40) pré-
sente 15 signaux de carbones a la seule différence que celui-ci ne comporte aucun CH, ni CH;
hybridé sp®. Parmi les signaux observés, on distingue dix carbones quaternaires dont un carbonyle
a oc 175,8 et un carbone oxygéné caractéristique d’un flavonol a oc 135,7. On observe en outre les

signaux de cing CH aromatiques (Tableau 11.11).
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Figure 11.40 : Spectre RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de Vr-5

Toutes ces données comparées avec celles relevées dans la littérature (Lhuillier, 2007), ont
permis de suggeérer pour le composé Vr-5 la structure ci-dessous qui est celle de la 5,7,3',4'-tétra-
hydroxyflavonol communément connue sous le nom de Quercétine 8. C’est un composé qui a déja
été isolé des graines de V. paradoxa par Zhang et al., (2014). Réputé pour étre le plus actif des
flavonoides, il est connu pour ses propriétés antioxydantes (Mc Anlis et al., 1999), anti-inflamma-
toires (Tarayre and Lauressergues, 1977), anti-histaminiques (Thornhill and Kelly, 2000), et inhi-
bitrices de I’a-glucosidase (Kato et al., 2008).

Quercétine 8
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Tableau 11.11 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C (DMSO-ds, 125 MHz) de Vr-5

N° on (Mult. ; J (H2)) dc Wawer and Zielinska (2001)*
2 - 146,8 146,9
3 - 135,7 135,9
4 - 175,8 176,0
5 - 160,7 160,9
6 6,20 (d ; 2,1) 98,2 98,3
7 - 163,9 164,0
8 6,43 (d; 2,1) 93,2 93,5
9 - 156,1 156,3
10 - 103,0 103,2
1 - 121,9 122,2
2' 7,69 (d;2,2) 115,0 115,3
3 - 145,0 145,2
4' - 147,7 1478
5’ 6,90 (d ; 8,5) 115,6 115,8
6’ 7,56 (dd;8,5;22) 1199 120,1
OH-3 10,80 (s) - -
OH-5 12,50 (s) - -
OH-7 9,61 (s) - -
OH-3' 9,36 (s) - -
OH-4' 9,32 (s) - -

*Données enregistrées dans le DMSO-ds a 75 MHz
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11.2.4.3. Les isocoumarines
11.2.4.3.1. Identification du composé N9-A4

Le composé N9-A4 a précipité dans la fraction a I’ AcCOEt des racines de C. populnea et a
également été obtenu au cours de la CC de cet extrait, ou Il a précipité dans le systeme AcOEt/
MeOH (90:10) sous forme de cristaux blancs.

L’étude du spectre RMN H (Figure 11.41) du composé N9-A4 a montré un profil relative-
ment simple, permettant de mettre en évidence la présence d’un proton aromatique sous forme de
singulet a o1 7,00 (1H, s) caractéristique d’un cycle benzénique pentasubstitué et un groupement
méthoxyle a on 3,78. On observe également sur ce spectre les signaux d’une unité osidique dont
le proton anomérique résonne a dx 4,99 (1H ; d) avec une large constante de couplage J = 10,5 Hz
traduisant la configuration £ de ce dernier (Bahia et al., 2010). Les autres signaux de ce sucre
résonnent a on 4,00 (1H ;dd ; J=10,5;9,5) ;3,66 (1H ;td;J=9,1;5,4);3,20(1H ;td;J=9,3;
54);358(1H;ddd;J=9,7;7,7;21);345(1H;dd;J=13,1;5,6) et 3,85 (1H;d;J=11,6).
Les signaux de cinq protons échangeables avec le D20 et attribuables a cing groupements hy-
droxyles, étaient également visibles a on 8,46 (1H, s) ; 9,77 (1H, s) ; 5,69 (1H ; d ; J = 5,4 HZ) ;
547 (1H;d;J=54)et4,94 (1H ;t;J=10,5 Hz).
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Figure 11.41 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de N9-A4

Le spectre APT (Figure 11.42) de ce composé présente 14 signaux de carbones, entre
autres : un groupement méthoxyle a dc 59,8 ; un oxyméthylene a Jc 61,0 ; six méthines parmi
lesquels un CH aromatique a Joc 109,4 et cing oxyméthines a oc 72,0 ; 79,7 ; 73,9 ;70,9 ; et 81,9 ;
et six carbones quaternaires dont un carbonyle a oc 163,3 et cing carbones aromatiques a oc 118,0 ;
115,9;148,0 ; 140,5 ; et 150,8. La comparaison des données spectroscopiques de I’unité osidique
avec celle de la littérature, a permis d’identifier la présence du glucose, et le carbone anomérique

a dc 72,0 suggere que le composé N9-A4 est un dérivé C-glucoside (Bahia et al., 2010).
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Figure 11.42 : Spectre APT (DMSO-ds, 125 MHz) de N9-A4

L’absence sur le spectre proton du signal correspondant au groupement hydroxyle OH-2’,
la résonnance du proton H-2' (on 4,00) dans les champs plus faibles que ceux des autres protons
du glucose a I’exception du proton anomérique (on 4,99), ainsi que I’apparition du signal de C-2’
a dc 79,7 suggeérent que les carbones C-2' et C-1 sont reliés par un groupement ester. L’hypothése
du C-glucoside ainsi que les positions des différents substituants ont été étayées par I’analyse des
spectres COSY, HSQC et HMBC.

L’ensemble des données précédentes a permis d’établir la structure du composé N9-A4
comme étant la Bergénine 39, composé isolé précédemment de Cissus pteroclada (Lin et al., 2012)
et de plusieurs autres espéces végétales a I’instar de Endopleura uchi (Da Silva et al., 2009), Ber-
genia ligulata (Uddin et al., 2014), Mallotus philippensis (Khan et al., 2016) ..., etc. La Bergénine
39 est connue pour ses nombreuses propriétés parmi lesquelles les propriétés hépato-protectrices
(Kim et al., 2000), antimicrobiennes (Da Silva et al., 2009), antiplasmodiales (Liang et al., 2013 ;
Khan et al., 2016), cytotoxiques contre les cellules HelLa et HepG2 (Liang et al., 2013), et neuro-
protectrices (Takashi et al., 2003).

Bergénine 39
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Tableau 11.12 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz), et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de

N9-A4
N° on (Mult., J (Hz)) APT Lin et al. (2012)*
co - 1633 1633
1 - 118,0 118,0
2 - 1159 1159
3 - 148,0 148,0
4 . 140,5 140,5
5 - 150,8 150,9
6 7,00 (s) 109,4 109,4
OCHs 3,78 (s) 59,8 59,8
OH-3 8,46 (5) - -
OH-5 9,77 (s) - -
1 4,99 (d ; 10,5) 72,0 72,0
2" 4,00 (dd ; 10,5 ; 9,5) 797 79,7
3 3,66 (td; 9,1 ;5,4) 73,9 73,6
4 3,20 (td ;9,3 ; 5,4) 70,9 70,6
5  358(ddd;9,7;7,7;21) 81,9 81,7
o 3,45 (dd ; 13,1 ; 5,6) 610 611
3,85 (d; 11,6) ! !
OH-3' 5,69 (d ; 5,4) - -
OH-4' 5,47 (d ; 5,4) - -
OH-6' 4,94 (t; 10,5) - -

* Données enregistrées dans le DMSO-dg & 125 MHz
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11.2.4.4. Les stilbénes
11.2.4.4.1. Identification du compose N9-Al

Le composé N9-Al a été isolé des racines de C. populnea et a précipité dans le systéeme
Hex/AcOEt (30 : 70) sous forme de poudre jaunatre soluble dans le MeOH.

Son spectre RMN *H (Figure 11.43) a montré des signaux caractéristiques d’un stilbéne. En
effet, on observe sur ce spectre des signaux caractéristiques d’un systéeme AB: de trois protons
aromatiques dont deux résonnent a on 6,38 (2H, s, J = 2,1 Hz) et le troisiéme a o 6,11 (1H ; t; J
= 2,1 Hz), un systeme AB de deux protons oléfiniques a o+ 6,92 (1H, d, J = 16,3 Hz) et 6,81 (1H,
d, J = 16,3 Hz) avec une constante de couplage élevée (J = 16 Hz) qui confére a la double liaison
la conformation trans. On note également dans ce spectre un systéeme AA'BB’ de quatre protons a
on 7,39 (1H, d, J = 8,6 Hz) et 6,75 (1H, d, J = 8,6 Hz), caractéristique d’un noyau benzénique

para-substitué.
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Figure 11.43 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de N9-A1

Son spectre RMN 3C (Figure 11.44) présente les signaux de 14 carbones qui grace aux
spectres DEPT-135 et HSQC ont été repartis en 9 méthines et 5 carbones quaternaires. L’exploi-
tation des autres spectres de RMN 2D (COSY et HMBC) a permis I’attribution compléte de tous
les signaux.

L’ensemble de ces données spectroscopiques en comparaison avec celles présentes dans la
littérature nous a permis d’identifier le composé N9-A1 comme étant le trans-Resvératrol 49, com-
posé connu, précédemment isolé du genre Cissus plus précisément de I’espéce C. repens (Wang
et al., 2007), ainsi que de plusieurs autres plantes a I’instar de Morus alba, Vitis vinifera (Park and
Boo, 2013), ...etc. Il est connu pour ses propriétés anticancéreuses, anti-inflammatoires, antioxy-
dantes, vasorelaxantes, estrogéniques (Frémont, 2000), antidépréssives et neuroprotectrices (Xu et
al., 2010).
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trans-Resvératrol

49

Tableau 11.13 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de

N9-A1
N° on (Mult,, J (Hz))* o  Lee et al. (2009)*
1 - 139,2 1411
2 638(d;21) 1043 105,8
3 - 159,0 159,7
4 611 (t;2,1)  101,7 102,6
5 - 159,0 159,7
6 638(d;21) 1043 105,8
a 6,81(d;163) 1256 127,0
B 6,92 (d;163) 1278 129,4
1 - 127,8 130,4
2" 739(d;86) 1280 128,8
3 675(d;86) 1158 116,5
4 - 157,2 158,4
5 675(d;86) 1158 116,5
6 739(d;86) 1280 128,8
OH-3 ; OH-5 9,18 (s) - -
OH-4 9,53 (5) - -

* Données enregistrées dans CD;0OD a 125 MHz

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique

Rédigée par NYEMB Jean Noél

127



11.2.5. Les glucosides stéroidiques
11.2.5.1. Identification du composé N9-A3

Ce composé a été obtenu des racines de C. populnea et des graines de G. aqualla. 1l se
présente sous forme de poudre blanche soluble dans le mélange CHCls/MeOH (1:1) et dans le
DMSO. Il donne une coloration bleue-verdatre au test de Liebermann-Birchard indiquant ainsi
son appartenance a la classe des stéroides.

Le spectre RMN *H de ce composé (Figure 11.45) présente le signal d’un proton oléfinique
a on 5,33 (1H, m), les signaux de six groupements méthyles dans la région allant de 1 0,65 a 0,96
parmi lesquels deux méthyles angulaires a o1 0,65 (3H, s) et 0,96 (3H ; s) ; trois doublets & o1 0,90
(3H;d;J=65Hz2),0813H;d;J=69Hz)et0,80(3H;d;J=6,9Hz); et enfin un signal
sous forme de multiplet a 0,82 (3H, m, J = 7,2 Hz). Le signal sous forme de multiplet a 61 3,46
(1H ; m) suggeére la présence d’un proton oxyméthine. Ce sont la des signaux typiquement carac-
téristiques des sitostérols (Sandjo, 2009). En plus de ces signaux de stéroides, on observe sur ce
spectre des signaux caractéristiques d’une unité osidique parmi lesquels un doublet a 61 4,22 (1H ;
d; J = 7,8 Hz) assigné a un proton anomérique, dont la large constante de couplage 3J suggére
ainsi une configuration f de ce dernier (Bahia et al., 2010). Cing autres signaux sont présents sur
ce spectre de RMN *H et correspondent sans doute aux protons de la partie osidique. Ces signaux
apparaissant a on 3,64 (1H ;d;J=11,1Hz);3,40(1H;dd;J=11,1;5,4Hz);3,02(1H;t;J=
89Hz);3,12(1H;t;J=88Hz);290(1H;t;J=83Hz);3,07(1H;ddd;J=11,1;58;1,9
Hz), ont été respectivement attribués (Tableau I1.14). Les signaux a 4,87 (3H, sl) et & 4,43 (1H, sl)
ont été attribués a quatre protons échangeables avec DO due aux quatre groupements hydroxyles

de I’unité osidique.
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Figure 11.45 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de N9-A3
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Le spectre RMN *C (Figure 11.46) de ce composé présente les signaux de 35 atomes de
carbones, répartis a I’aide du spectre DEPT-135 en 3 C, 14 CH, 12 CH; et 6 CHa. Sur ce spectre,
sont clairement visibles les signaux caractéristiques d’un phytostérol, notamment des carbones
oléfiniques apparaissant a oc 140,4 et 121,2 ; I’oxyméthine a éc 77,2 ; les méthines a oc 49,6 ; 56,1
et 55,4 ; enfin les six groupements méthyles a oc 11,7 ; 11,8 ; 18,6 ; 18,9 ; 19,1 et 19,7. Le carbone
anomérique de I’unité osidique apparait a oc 100,7 et les autres signaux des carbones osidiques
résonnent a oc 76,7 ; 73,4 ; 70,1 et 61,1.
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Figure 11.46 : Spectre RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de N9-A3

Toutes les valeurs de protons et de carbones ont été attribuées apres I’analyse des spectres
de RMN 2D de corrélation homonucléaire COSY et hétéronucléaires HSQC et HMBC ainsi qu’en
comparant ces données avec celles trouvées dans la littérature.

Le compose N9-A3 a donc été identifié comme étant le 35-O-D-glucopyranosyl-S-sitosté-
rol ou Daucostérol 215, composé précédemment isolé de Cissus pteroclada (Chi et al., 2010), C.
sicyoides (Beltrame et al., 2002), Triumfetta cordifolia (Sandjo, 2009), Cordia platythyrsa (Da-
bole, 2013), Paulinna pinnata (Lunga et al., 2014), Pseuderanthemum palatiferum (Nualkaew et
al., 2015), ...etc. Le Daucostérol 215 est connu pour ses propriétés antimicrobiennes (Beltrame et
al., 2002 ; Lunga et al., 2014), inhibitrice de I’a-glucosidase isolé du Bacillus stearothermophilus
(Sheng et al., 2014), et hypoglycémique (Nualkaew et al., 2015).

3p-0-D-glucopyranosyl-g-sitostérol 215
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Tableau 11.14 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
N9-A3

N° on (Mult., J (Hz)) Oc Sheng et al. (2014)*
1 1,77 (m) ; 0,95 (m) 36,8 36,1
2 1,82 (m); 1,48 (m) 29,3 31,3
3 3,46 (m) 76,9 76,6
4 2,11 (m), 2,35 (m) 38,2 38,2
5 - 140,4 140,3
6 5,33 (m) 121,2 121,0
7 1,93 (m) ; 1,39 (m) 314 31,3
8 1,49 (m) 31,3 31,2
9 0,87 (m) 49,6 49,5
10 - 36,2 35,5
11 1,38 (m) ; 1,47 (m) 20,6 20,5
12 1,97 (m) ; 1,12 (m) 39,2 39,2
13 - 41,8 41,8
14 0,96 (m) 56,1 56,1
15 1,53 (m) ; 1,00 (m) 23,8 23,7
16 1,20 (m) ; 1,22 (m) 27,8 27,7
17 1,07 (m) 55,4 55,3
18 0,65 (s) 11,7 11,6
19 0,96 (s) 18,9 18,8
20 1,32 (m) 35,5 36,7
21 0,90 (d ; 6,5) 18,6 18,5
22 1,29 (m) ; 0,97 (m) 33,3 33,3
23 1,15 (m) ; 1,09 (m) 25,4 25,4
24 0,89 (m) 45,1 45,1
25 1,63 (m) 28,7 28,6
26 0,81(d; 6,9) 19,1 19,0
27 0,80 (d; 6,9) 19,7 19,6
28 1,18 (m) ; 1,24 (m) 22,6 22,5
29 0,82 (m) 11,8 11,7
1 4,22 (d;7,8) 100,8 100,7
2’ 2,90 (t, 8,3) 73,5 73,4
3 3,12 (t, 8,8) 76,8 76,9
4' 3,02 (t;8,9) 70,1 70,0
5 3,07 (ddd ; 11,1;5,8;1,9) 76,8 76,7
3,64 (d;11,1)
6’ 61,1 61,0

3,41 (dd;11,1;5,4)
*Données RMN enregistrées dans le DMSO-ds a 100 MHz
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11.2.5.2. Identification du composé Vr-3

Le composé Vr-3 obtenu du bois de racine de V. paradoxa précipite dans I’acétone sous
forme de cristaux blancs et fond a 284-285°C. Il réagit positivement au test de Liebermann-Bur-
chard (coloration bleue-vert) et a celui de Molish (coloration rouge brigque), ce qui suggére que ce
dernier est un phytostérol glycosylé.

Le spectre RMN *H de Vr-3 (Figure 11.47) révéle les signaux de trois protons oléfiniques a
on 5,21 (1H,dd, J=9,3 ;5,9 Hz), 5,08 (1H, d, J = 9,0 Hz), et 5,17 (1H, dI ; J = 4,9), le signal d’un
proton oxyméthyne a o 3,97 (1H, m), ainsi que les signaux de six groupements methyles parmi
lesquels deux méthyles angulaires & 61 0,58 (3H, s) et 0,72 (3H, s), les trois autres méthyles appa-
raissant sous forme de doublet a 610,86 (3H ;d;J=6,4 Hz); 0,92 (3H; d; J=6,6 Hz) et 1,08
(3H; d; J=6,5Hz). Le spectre fait également ressortir les signaux d’une unité glucosidique dont
le proton anomérique a 5,03 (1H, d, J = 7,2 Hz) suggére une configuration 4 de cette derniére. Les
autres signaux des protons osidiques résonnaient & 614,08 (1H ;t; J =8,2 Hz) ; 4,02 (1H ; m) ;
4,29 (1H;m);4,34(1H; m);4,60(1H;d;J=10,1 Hz)et4,42 (1H;dd;J=117;5,3Hz).
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Figure 11.47 : Spectre RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de Vr-3

Le spectre RMN C du composé Vr-3 (Figure 11.48) présente les signaux de 34 carbones
qui sur la base du spectre DEPT-135 ont été repartis en 6 CH3, 9 CH>, 16 CH et 3 carbones qua-
ternaires. Les signaux a dc 130,1 et 139,2 sont caractéristiques d’un A%2-stérol tandis que ceux a
dc 118,4 et 140,1 sont caractéristiques d’un A’-stérol. Ces signaux suggérent I’existence de deux
doubles liaisons dans le squelette du dit composé et ont respectivement été attribués a la double
liaison de la chaine latérale A%, et a celle A’. Le carbone oxyméthinique du squelette stéroidique
résonne a oc 77,6 tandis que les signaux de I’unité glucosidique apparaissent a oc 102,7 ; 72,3 ;
78,9 ;75,9 ;79,1 et 63,4 (Tableau 11.15).

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 131



Les différents signaux des protons et carbones ont été attribués par le biais de I’analyse des
spectres COSY, HSQC et HMBC.
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Figure 11.48 : Spectre RMN *3C (CsDsN, 125 MHz) de Vr-3

Toute cette analyse spectrale en comparaison avec les données de la littérature nous a per-
mis d’identifier le composé Vr-3 au 3-O-4-D-glucopyranosylspinastérol 178. Ce composé a déja
été isolé des graines de V. paradoxa (Zhang et al., 2014) ainsi que de nombreuses autres plantes
parmi lesquelles Koreana stewartia (Lee et al., 2011), Scrophularia takesimensis (Kim et al.,
2012), ...etc. Il est connu pour ses propriétés anti-inflammatoires remarquables (Lee et al., 2012).

OX i~ O

3 2 0OH

3p-0-D-glucopyranosyl-g-spinastérol 178
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Tableau 11.15 : Données RMN H (CsDsN, 500 MHz) et 3C NMR (CsDsN, 125 MHz) de Vr-3

N° on (Mult., J (Hz)) Jc Lee et al. (2011)*
1 1,67 (m); 0,95 (m) 378 375
2 2,07 (m) ; 1,62 (m) 30,5 30,2
3 3,99 (m) 77,6 77,2
4 2,03 (m), 1,40 (m) 35,2 34,7
5 1,22 (m) 40,7 40,3
6 1,70 (m) 30,5 30,2
7 5,17 (dl ; 4,9) 118,4 117,9
8 - 140,1 139,6
9 1,58 (m) 50,1 49,7
10 - 35,0 34,9
11 1,49 (m) ; 1,42 (m) 22,2 21,8
12 1,96 (m) ; 1,19 (m) 40,1 39,8
13 - 43,9 43,6
14 1,83 (m) 55,8 55,4
15 1,55 (m) ; 1,44 (m) 23,8 23,5
16 1,80 (m) ; 1,31 (m) 29,4 29,1
17 1,25 (m) 56,5 56,2
18 0,58 (5) 12,7 12,4
19 0,72 (s) 13,5 13,2
20 2,05 (m) 41,6 41,3
21 1,08 (d ; 6,5) 22,1 21,9
22 5,21 (dd; 9,3 ; 5,9) 139,2 138,7
23 5,08 (d ; 9,0) 130,1 129,6
24 1,58 (m) 51,9 51,6
25 1,54 (m) 32,7 32,3
26 0,86 (d; 6,4) 19,7 19,3
27 0,90 (d ; 6,6) 21,8 21,5
28 1,42 (m) ; 1,20 (m) 26,2 25,9
29 0,88 (M) 13,0 12,7
1 5,03 (d;7,2) 102,7 102,3
2" 4,08 (t, 8,2) 75,9 75,5
3 4,34 (m) 79,1 78,8
4 4,29 (m) 72,3 71,9
5 4,02 (m) 78,9 78,6
6 460 (d; 10.1) 63,4 63,0

4,42 (dd; 11,7 ;5,3)

*Données enregistrées dans la CsDsN a 100 MHz

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique

Rédigée par NYEMB Jean Noél

133



11.2.6. Les stéroides
11.2.6.1. Identification du composé N9-A0

Le composé obtenu des racines de C. populnea précipite sous forme de poudre blanche
dans I’hexane. Il est soluble dans le CHCIs et répond positivement au test de Liebermann-Burchard
en donnant une coloration bleu-vert caractéristique des stéroides.

Les spectres de RMN *H (Figure 11.49) et 13C (Figure 11.50) du composé N9-AOQ indique un
ensemble de signaux identiques a ceux relevés pour le composé décrit plus haut a quelques diffé-
rences pres. La différence principale entre les spectres de ces deux composés réside dans le fait
que les spectres du composé ne présentent pas les signaux caractéristiques de la partie glucosi-
dique. Le compose a par conséquent été identifie au p-sitostérol 216, et cette identification est en
accord avec les données de la littérature (Sheng et al., 2014). C’est un composé commun a presque
toutes les plantes supérieures du regne végétal. Plusieurs études ont montré qu’il présente des pro-
priétés antinéoplasique, anti-inflammatoire, angégionique..., (Saeidnia et al., 2014).
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Figure 11.49 : Spectre RMN *H (CDCls, 500 MHz) de N9-A0
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Figure 11.50 : Spectre RMN *3C (CDCls, 125 MHz) de N9-A0
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p-Sitostérol 216

Tableau 11.16 : Données 13C NMR (CDCls, 125 MHz) de N9-AQ

N° on (Mult., J (Hz)) Oc Sheng et al. (2014)*
1 37,3 37,3
2 31,9 31,9
3 353(ddd;159;11,0;4,6) 718 71,8
4 42,4 42,4
5 - 140,8 140,8
6 535(t; 5,1) 1217 121,7
7 32,0 32,0
8 31,9 31,9
9 50,1 50,2
10 - 36,6 36,6
11 21,1 21,1
12 39,8 39,8
13 - 42,3 42,3
14 56,8 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,2
17 56,1 56,1
18 0,71 (s) 11,9 11,9
19 1,04 (s) 19,0 19,4
20 36,2 36,2
21 0,88(d; 1,8) 18,8 18,8
22 34,0 34,0
23 26,3 26,3
24 45,9 45,9
25 29,3 29,3
26 0,95 (d; 6,6) 19,4 19,8
27 1,01 (d; 7,0) 19,8 19,4
28 23,1 23,2
29 0,85 (ch) 12,0 12,2

* Données enregistrées dans le CDCl; a 100 MHz
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11.2.7. Les sucres
11.2.7.1. Identification du composé Gag-4

Le composé Gag-4 a été obtenu des graines et des écorces de G. aqualla. Il se présente
sous forme de paillettes blanches qui fondent entre 166-168°C. Soluble dans le DMSO et I’eau, il
réagit avec le réactif de Molish laissant envisager une structure de type polysaccharide.

Son spectre RMN H (Figure 11.51) indique deux signaux de quatre protons oxyméthi-
niques identiques deux a deux, sous forme de multiplets a o+ 3,45 et 3,55. A dn 3,39 (m) et 3,62
(m) on a les signaux de deux oxyméthylénes identiques. Nous observons également sur ce méme
spectre des signaux de protons échangeables par D20 dont deux doublets a on 4,12 et 4,40 ; et un
triplet a 4,31 correspondant respectivement aux hydroxyles de la molécule.

I1-3; H14

II-1b; H1-6b

Figure 11.51 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gag-4

Le spectre RMN *C du composé Gag-4 (Figure 11.52) présente uniquement trois signaux
dont deux a dc 71,3 et 69,7 correspondant a quatre oxyméthines identiques deux a deux et le dernier
signal a Jc 63,8 correspondant a deux oxyméthylénes identiques. Ces signaux ont facilement été
assignés aux atomes de carbones respectifs grace au spectre HSQC qui faisait ressortir 2 CH, et 4
CH.
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Figure 11.52 : Spectre RMN *3C (DMSO-dg, 125 MHz) de Gag-4

Toutes ces données spectrales comparées a celles de la littérature suggerent pour le com-
posé Gag-4, la structure ci-dessous qui est celle de I’hexan-1,2,3,4,5,6-hexol ou D-Mannitol 162,
polyol dérivant du Glucose. Composé connu, le D-Mannitol 162 a été isolé de plusieurs especes
du genre Gardenia a I’instar de G. sootepensis, G. lucida, G. jasminoides, G. pomodora et G.
vogelii (Parmar et al., 2000) ; Ainsi que de plusieurs autres plantes a I’instar de Pleurotus cornu-
copiae (Hagiwara et al., 2005), ...etc. Le D-Mannitol 162 est connu pour ses propriétés antihyper-

tensives (Hagiwara et al., 2005).

HOQ, OH )

'"HO OH

D-Mannitol 162

Tableau 11.17 : Données RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
Gag-4

N° on (Mult., J (Hz)) oc Hagiwara et al. (2005)*
_ 3,39 (m)
1:6 3,62 (m) 63,8 63,6
2:5 3,55 (m) 71,3 71,2
3:4 3,45 (m) 69,7 69,6
OH-1; OH-6 4,31 (t; 5,7) - -
OH-2; OH-5 4,40 (d; 5,1) - -

OH-3; OH-4 4,11 (d; 6,9) - -
*Données enregistrées dans le D,O a 125 MHz
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11.2.7.2. Identification du composé Gae-7

Le composé Gae-7 a été obtenu des écorces de G. aqualla sous forme de solide amorphe
blanc qui précipite dans le mélange AcOEt-MeOH (90:10). Soluble dans H20 et dans le DMSO,
il répond positivement au test de Molish caractéristique des polyols et fond entre 123-124°C.

Ce composé possede des données spectrales qui se rapprochent de celles du D-Mannitol
162 (Gag-4). En effet, son spectre RMN *H (Figure 11.53) présente les signaux de quatres protons
oxymeéthiniques sous forme de multiplets a on 3,68 ; 3,54 ; 3,55 et 3,47 ; ainsi que ceux de quatres
protons oxymethyléniques apparaissant a on 4,28 ; 3,96 ; 3,62 et 3,40 toujours sous forme de mul-
tiplets. Le spectre présente également des signaux de protons ne corrélant avec aucun carbone en
HSQC, et de ce fait attribués aux groupements hydroxyles de la molécule. 1l s’agit entre autres de
deux doublets a 6w 4,75 (1H ; d; J=5,6 Hz) et 4,41 (1H ; d ; J = 5,5 Hz), d’un triplet & o1 4,33
(1H ; t; J = 5,7 Hz) ainsi que du signal de deux autres protons qui se chevauchent a 6n 4,14 (2H ;
ov). On distingue par ailleurs sur ce méme spectre le signal sous forme de singulet de trois protons
apparaissant a on 2,03 (3H, s) attribuables aux signaux du méthyle d’un groupement acétyle.
Toutes ces informations sont corroborées par les corrélations *H-'H observées sur le spectre
COSY.

Son spectre de RMN *3C (Figure 11.54) complétement découplé montre huit signaux
d’atomes de carbone dont I’analyse par les techniques DEPT et HSQC a permis de mettre en évi-
dence : quatre carbones oxyméthines hybridés sp® résonnant a dc 68,2 ; 69,3 ; 69,4 et 71,2 ; deux
carbones oxyméthyléniques apparaissant a dc 63,8 et 67,0 ; un méthyle a dc 20,8 et 1 carbone
quaternaire a oc 170,5.

& )
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Figure 11.53 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gae-7
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Figure 11.54 : Spectre RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) de Gae-7

L’attribution compléte des signaux de RMN H et 13C a été accomplie par la com-
binaison des données des spectres COSY, HSQC et HMBC.
Sur la base de toute cette analyse, nous avons attribué au composé Gae-7 la structure ci-
dessous qui est celle du au D-Mannitol acétate ou 1-O-acétyl-D-mannitol 217. Ce composeé a pre-
cedemment été isolé de Fucus vesiculosus (Lindberg, 1953).

HOQ OH

23456 OH
01

,— 'HO OH

O
D-Mannitol acétate 217

Tableau 11.18 : Données de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) et 1*C (CDCls, 125 MHz) de Gae-7

N° on (Mult., J (Hz)) Oc
4,28 (m)
1 396 (m) 67,0
2 3,68 (M) 68,2
3 3,54 (m) 69,3
4 3,55 (m) 69,4
5 3,47 (m) 71,2
3,62 (m)
6 3.40 (m) 638
1 - 170,5
2 2,03 (s) 20,8
OH-2 4,75 (d: 5,6) -
OH-3; OH-4 4,14 (d; 7,1) -
OH-5 4,41 (d; 5,5)
OH-6 433 (t; 5,7) -
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11.2.8. Les triterpénes pentacycliques
11.2.8.1. Identification du composé NYR-1

Le composé NYR-1 a été isolé des tiges de C. populnea. Il précipite sous forme de poudre
blanche dans le mélange Hex/AcOEt 30%. Soluble dans le CHCls, il réagit positivement au test
de Liebermann-Birchard (coloration rouge brique) orientant vers une structure de type triterpéne.

Sur son spectre RMN H (Figure 11.55), la majorité des signaux sont observés dans la région
des hauts champs, indiquant la présence de protons aliphatiques. Parmi eux, huit signaux de trois
protons chacun résonnant sous forme de singulets entre on 0,91 et 1,40 confirment ainsi la présence
des huit méthyles d’un squelette triterpénique. On observe également sur ce spectre deux signaux
sous forme de singulets d’un proton chacun a on 2,46 et 5,65. En général, ces deux protons n’ap-
paraissent pas sous forme de singulet ; cette multiplicité ainsi que le déblindage de ces deux pro-
tons nous font penser que les protons habituellement en position C-11 du squelette triterpénique
ont été substitués par un groupement fortement électro-attracteur. Par ailleurs, le signal caractéris-
tique du proton oxyméthine H-3 des triterpénes qui apparait le plus souvent a on 3-4 est inexistant
sur ce spectre du composé NYR-1, ce qui suggere que le groupement hydroxyle généralement en
C-3 a été oxydé en une fonction cétone. Cette hypothése est supportée ici par la présence des
signaux a on 2,39 (1H ; ddd ; J=15,8;6,5; 4,1 Hz); 1,44 (m) ; 2,66 (1H ; ddd ; J=15,8;6,5;
4,1 Hz);et299 (1H;ddd;J=13,6;7,1; 4,1 Hz), que nous avons grace aux spectres COSY et
HSQC attribués aux méthylénes adjacents en C-1 et C-2 de ce type de squelette.
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Figure 11.55 : Spectre RMN !H (CDCls, 500 MHz) de NYR-1

L’analyse du spectre RMN *3C (Figure 11.56) a fourni plus d’indications confirmant les
assertions ci-dessus enoncées. Les 30 signaux de ce spectre confirme I’hypothese d’un squelette
de type triterpene pour le composé NYR-1 avec huit méthyles dont I’expérience HSQC a permis
de définir sans ambiguité les corrélations protons. La double liaison A% habituelle de ce type de
composeé est représentée ici par les signaux a oc 128,1 et 171,1 dont le trés fort déblindage confirme
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I’hypothese de la proximité d’un groupement attracteur. On observe également sur ce spectre les

signaux de deux groupements carbonyles a dc 217,2 et 199,5 attribués respectivement aux car-

bones C-3 et C-11 du fait du déblindage de la double liaison A2 observé plus haut et de I’absence

du signal du carbone oxyméthine C-3 qui apparait généralement a ¢ 70-80 pour ce type de com-
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Figure 11.56 : Spectre RMN *3C (CDCls, 125 MHz) de NYR-1

I--5000

Toutes ces données spectrales en comparaison avec celles trouvées dans la littérature, nous

ont permis d’identifier le composé NYR-1 comme étant le 18-Isooléan-12-en-3,11-dione 218 ;

composé précédemment isolé de Euonymus hederaceus (Hu et al., 2005) et de la propolis (Dabole,

2013).

18-isooléan-12-en-3,11-dione 218
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Tableau 11.19 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
NYR-1

N° on (Mult., J (Hz)) d. _ Huetal. (2005)
1 2099 (ddd; 13,6;7,1; 4,1); 1,44 (m) 39,8 40,0
2,66 (ddd; 15,8;11,2; 7,1);
2 2,39 (ddd; 15,8; 6,5; 4,1) 34,2 34,5
3 - 217,2 217,4
4 - 478 48,0
5 1,34 (m) 55,5 55,6
6 1,59 (m) 18,8 19,0
7 1,50 (m) 32,1 32,3
8 - 45,3 45,5
9 2,47 (s) 61,1 61,2
10 - 36,7 36,9
11 - 199,5 199,7
12 5,65 (S) 128,1 128,2
13 - 171,1 171,3
14 - 43,5 43,7
15 1,88(td;13,6;44);123(m) 265 26,7
16 2,10 (td:13,7;45);101(m) 26,4 26,6
17 - 32,4 32,6
18 2,18 (dd ; 13,6 ; 3,3) 47,7 47,9
19 1,12 (m) ; 1,11 (m) 45,3 455
20 - 31,1 31,3
21 1,39 (m) ; 1,21 (m) 34,5 34,7
22 1,36 (M) ; 1,32 (m) 36,5 36,7
23 1,14 (s) 26,4 26,7
24 1,10 (s) 21,4 21,6
25 1,30 (s) 15,7 15,9
26 1,21 (s) 18,6 18,9
27 1,40 (s) 23,4 23,6
28 0,90 (s) 28,8 29,0
29 0,93 (s) 33,1 338
30 0,92 (s) 23,5 23,3

*Données enregistrées dans le CDCl; a 125 MHz
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11.2.8.2. Identification du composé N8-C1

Le composé N8-C1 isolé des feuilles de C. populnea et de G. aqualla (N8-C1) a précipité
sous forme de poudre blanche dans le mélange Hex/AcOEt 70:30. Il donne une coloration rouge
intense qui vire au violet avec le réactif Liebermann-Biirchard, ce qui nous fait penser que N8-C1
est un triterpénoide.

Les spectres de RMN!H (Figure 11.57) et RMNC (Figure 11.58) montrent des signaux
caractéristiques d’un composé de la classe des A'? ursénes (Mahato and Kundu, 1994).

En effet, sur le spectre RMNH du composé N8-C1 on note la présence de signaux a des
champs tres élevés que I’on peut attribuer, sans ambiguité, a sept groupements méthyles : nous
distinguons notamment cing singulets a 61 0,68 ; 0,75 ; 0,90 ; 0,91 et 1,04 et deux doublets a Jn
0,81 (J = 6,5 Hz) et 0,87 (J = 7,4 Hz). La détection de ces deux doublets nous oriente sur I’hypo-
these d’une molécule de type ursane et ces deux signaux sont identifiés aux méthyles portés res-
pectivement par les carbones C-19 et C-20. Le squelette de base de ce type de composé renferme
8 méthyles dont 6 angulaires ; I’observation de 7 signaux de méthyles indique donc qu’un d’entre
eux a été oxydé. Nous observons également la présence du signal d’un proton résonnant sous forme
de triplet & on 5,13 (J = 3,4 Hz) attribuables au proton H-12 des triterpénes de type A2 ursénes
(Mahato and Kundu, 1994). Le signal d’un proton a 6+ 3,00 (1H, dt, 10,2 ; 5,2 Hz) est caracteéris-
tique du proton oxyméthynique en position 3 de ce type de composé. Le signal a on 4,27 (1H, d, J
= 5,2 Hz) est relatif au groupement hydroxyle en position 3-4 du cycle A, tandis que le signal & on
2,11 (1H, d, J = 11,3 Hz) est genéralement celui du méthine en position C-18.

Sur le spectre RMN3C (Figure 11.58) de N8-C1 (N8-C1), on dénombre 30 signaux de car-
bones confirmant ainsi la structure triterpénique de N8-C1. L’analyse du spectre DEPT-135 con-
jointement & celui HSQC a permis de répartir ces carbones en six carbones quaternaires parmis
lesquels un carbone oléfinique & dc 138,2 et un carbonyle résonnant & oc 178,3 ; six CH dont un
oléfinique a dc 124,6 et un oxyméthine a dc 76,8 ; neuf CH., et sept CHa.
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Figure 11.57 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de N8-C1
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Figure 11.58 : Spectre RMN *3C (DMSO-dg, 125 MHz) de N8-C1

Lattribution compléte des différents signaux de *H et de *C a été rendue possible grace a
I’analyse des spectres HSQC, COSY et HMBC.

Considérant I’ensemble des informations recueillies et analysées, et nous référant aux don-
nées de la littérature, nous avons pu établir que le composé N8-C1 (N8-C1) représentée ci-dessous
est I’Acide ursolique 110. Il est largement distribué dans le regne végétal et est présent dans de
nombreuses familles de plantes (Babalola and Shode, 2013). A la limite de nos connaissances,
c’est la premiére fois que ce composé est isolé d’une espéce du genre Cissus. L’Acide ursolique
110 est connu pour ses proprietés anti-inflammatoires, hépatoprotectrices, analgésiques, antimi-
crobiennes, antimycotiques, virostatiques, immuno-modulatrices, diurétiques, antispasmodiques,

anti-athérosclérose, antitumorales, anti-VIH-1 (Liu et al., 1995 ; Babalola and Shode, 2013).

Acide ursolique 110
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Tableau 11.20 : Données RMN *H (CDsOD, 500 MHz) et $3C NMR (CDsOD, 125 MHz) de N8-
C1

N°  du (Mult, J (Hz)) oc Seebacher et al. (2003)*

1 38,2 39,2
2 27,0 28,2
3 3,00(dt;10,2:52) 768 78,2
4 - 38,3 38,9
5 54,8 55,9
6 18,0 18,8
7 32,7 337
8 - 41,6 40,1
9 47,0 48,1
10 - 36,5 37,5
11 22,8 237
12 5,13 (t; 3,4) 1246 1257
13 - 138,2 139,3
14 - 41,6 42,6
15 27,5 28,8
16 23,8 25,0
17 - 46,8 48,1
18 2,11 (d; 11,3) 52,4 53,6
19 - 38,5 39,5
20 38,4 39,4
21 30,2 31,1
22 36,3 37,4
23 0,91 (s) 28,2 28,8
24 0,90 (s) 16,01 16,5
25 0,75 (5) 15,2 157
26 0,68 (5) 16,9 17,5
27 1,04 (s) 23,3 24,0
28 - 178,3 179,7
29 0,81(d ; 6,5) 17,0 17,5
30 0,87 (d; 7,4) 21,1 21,4

* Données enregistrées dans la pyridine-ds a 150 MHz
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11.2.8.3. Identification du composé Gag-1

Le composé Gag-1 isolé des graines de G. aqualla, se présente sous forme de poudre
blanche soluble dans le CHCIs. Il réagit positivement au réactif de Liebermann-Blrchard, suggé-
rant ainsi une structure de type triterpénique.

Les spectres de RMN tH (Figure 11.59) et RMN *3C (Figure 11.60) du composé Gag-1 pré-
sentent des signaux caractéristiques d’un composé de la classe des oléanénes A'? (Mahato and
Kundu, 1994).

En effet, on observe 7 singulets bien individualisés aux déplacements de Jn 0,68 ; 0,71 ;
0,85;0,88 ;0,90 ; 1,10 et 1,23 confirmant la présence de sept méthyles d’un squelette triterpénique
pentacyclique. Le squelette de base de ce type de composé renferme 8 méthyles angulaires ; I’ob-
servation de 7 indique donc qu’un d’entre eux a été oxydé. Nous observons également la présence
du signal d’un proton résonant a ow 5,23 sous I’aspect d’un triplet (J = 3,5 Hz) attribuable au proton
d’un groupement méthine impliqué dans une double liaison que I’on peut situer en position 12. Le
signal sous forme de multiplet a on 3,01 caractérisant un proton pour lequel le carbone porteur
posséde une fonction alcool secondaire, est généralement caractéristique de I’oxymethine en po-
sition C-3 des oléan-12-enes avec une configuration 4 de I’hydroxyle (Mahato and Kundu, 1994).
Le singulet a on 4,31 est relatif au groupement hydroxyle en position 3-4 du cycle A, tandis que le
signal & on 2,73 (1H, dd, J = 12,8 ; 4,4 Hz) est généralement celui du méthine en position C-18.
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Figure 11.59 : Spectre RMN!H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gag-1

Le spectre RMN *3C du composé Gag-1 présente 30 signaux qui confirment la présence
d’un triterpéne avec sept méthyles. Pour des raisons biogénétiques, sur un oléanéne, ces méthyles
sont portés par les carbones quaternaires C-4 (Me-23 a Jc 28,2 et Me-24 a oc 16,00), C-10 (Me-
25 4 oc 15,1), C-8 (Me-26 a oc 16,8), C-13 (Me-27 a dc 26,9) et C-20 (Me-29 a Jc 32,8 et Me-30
a oc 23,3). Par ailleurs, la double liaison est confirmée par la présence dans le spectre des signaux
aoc 143,7 et 121,5. Le groupement oxyméthinique est confirmé par le déplacement chimique a oc
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78,9 tandis que le signal résonant a oc 54,8 signe I’identité du carbone C-5 de ce type de squelette,

indiquant ainsi que la décaline A/B est une trans-décaline.
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Figure 11.60 : Spectre RMN®C (DMSO-ds, 125 MHz) de Gag-1

Toutes ces données spectrales en comparaison avec celles de la littérature nous ont permis
d’identifier le composé Gag-1 a I’Acide oléan-12-én-28-oique ou Acide oléanolique 97. Ce com-
posé a déja été isolé d’autres especes du genre Gardenia, a I’instar de G. turgida (Parmar et al.,
2000). 1l a également été isolé de plusieurs autres plantes telles que Triumfetta cordifolia (Sandjo,
2009), Callistemon viminalis, Syzygium guineense, Syzygium aromaticum (Djoukeng, 2005), ...
etc. L’Acide oléanolique 97 est connu pour ses nombreuses propriétés parmi lesquelles les pro-
priétés anti-inflammatoires, anti-hyperlipidémiques, antimicrobiennes, hépatoprotectrices et anti-
virales (Liu et al., 1995).

23 24

Acide oléanolique 97
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Tableau 11.21 : Données RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
Gag-1

N° on (Mult., J (Hz2)) oc Seebacher et al. (2003)*
1 39,0 39,0
2 27,2 28,1
3 3,03 (m) 78,9 78,2
4 - 38,4 39,4
5 54,8 55,6
6 18,0 18,8
7 32,1 33,4
8 - 38,0 39,8
9 47,1 48,2
10 - 36,6 37,4
11 22,6 23,8
12 5,23 (t; 3,7) 1215 122,6
13 - 1437 1448
14 - 40,8 42,2
15 28,2 28,4
16 25,6 23,8
17 - 45,7 46,7
18 2,73 (dd, 13,9; 4,4) 41,3 42,1
19 - 454 46,6
20 30,4 31,0
21 33,3 34,3
22 32,4 33,2
23 1,27 (s) 28,2 28,8
24 0,85 (s) 16,0 16,5
25 0,68 (s) 15,1 15,6
26 0,71 (s) 16,8 17,5
27 1,10 (s) 26,9 26,2
28 - 178,9 180,0
29 0,88 (s) 32,8 33,4
30 0,90 (s) 233 23,8

* Données enregistrées dans la pyridine-ds a 150 MHz
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11.2.8.4. Identification du composé Gaf-4

Le composé Gaf-4 a été obtenu des feuilles de G. aqualla sous forme de poudre blanche
soluble dans le CHCIs. Il réagit positivement au test de Liebermann-Birchard en donnant une
couleur rouge-violacée, caractéristique des triterpenes.

Le spectre RMN H de ce composé (Figure 11.61) présente six singulets parmi lesquels cing
intégrant trois protons chacun a 6+ 0,83 ; 0,96 ; 0,99 ; 1,06 ; 1,71 et un intégrant six protons a ou
1,10. Le signal a on 1,71 (3H, s) est attribué au méthyle d’un groupement vinylique dont la pré-
sence est confirmée ici par les signaux de deux protons oléfiniques a on 4,72 (1H, d, J = 2,4 Hz) et
4,60 (1H, dd, J = 2,4 ; 1,3 Hz). Ces signaux sont typiques d’un triterpene pentacyclique de type
lupane indiquant ainsi que le composeé Gaf-4 appartient a la classe des lupanes. Le signal sous
forme de multiplet a on 2,42 (m) est attribué au proton H-19 de ce type de composé. On note sur
le spectre, I’absence du signal du proton oxyméthine H-3 apparaissant généralement autour de Ju
3,17.

[FARO-Gaf4

! P 2%
E ] £3533

101=
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Figure 11.61 : Spectre RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Gaf-4

Les spectres RMN 13C (Figure 11.62) et DEPT-135 de Gaf-4 montrent les signaux de 30
carbones répartis en 7 méthyles, 11 méthylenes, 5 méthines et 7 carbones quaternaires. Les grou-
pements méthyles apparaissent a oc 14,5 ; 15,8 ; 16,0 ; 18,0 ; 21,0 et 26,7 respectivement pour les
carbones C-27, C-26, C-25, C-28, C-24 et C-23 des triterpenes de type Lupane (Xu et al., 2018).
Lessignaux a oc 19,3 ; 109,4 et 150,9 confirment la présence d’un groupement vinylique. Le signal
du carbonyle a oc 218,2 attribuable a une fonction cétone cyclique pourrait justifier I’absence du
proton oxyméthine H-3, suggérant ainsi une probable oxydation du groupement hydroxyle géné-

rlement présent a cette position.
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Figure 11.62 : Spectre RMN *3C (CDCls, 125 MHz) de Gaf-4

Les spectres HSQC, COSY et HMBC ont permis une attribution compléte des signaux aux
différents carbones et protons de la molécule.

La comparaison de toutes ces données spectroscopiques avec celles de la littérature (Xu et
al., 2018), nous a amené a identifier le composé Gaf-4 a la Lupénone 37, composé connu déja
isolé du genre Gardenia notamment de G. saxatilis par Suksamrarn et al. (2003) et de plusieurs
autres plantes (Xu et al., 2018) ainsi que de la propolis (Sakava et al., 2014). Le Lupénone est un
agent thérapeutique et chimiopréventif connu pour ses propriétés anti-inflammatoires, antivirales,
antidiabétiques et anticancéreuses (Xu et al., 2018).

Lupénone 37
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Tableau 11.22 : Données RMN H (CDCls, 500 MHz) et 3C NMR (CDCls, 125 MHz) de Gaf-4

N° on (Mult., J(Hz)) Jc Xu et al. (2018)*
1 1,92 (m) ; 1,39 (m) 39,6 39,6
2 2,52 (M) ; 2,45 (m) 34,2 34,1
3 - 218,2 218,2
4 - 47,4 47,2
5 1,37 (m) 54,9 54,9
6 1,72 (m) ; 1,50 (m) 19,7 19,6
7 1,48 (m) ; 0,91 (m) 336 33,5
8 - 40,8 40,7
9 1,44 (m) 49,8 49,8
10 - 36,9 36,8
11 1,46 (m) ; 1,33 (m) 21,5 21,4
12 1,74 (m) ; 1,13 (m) 25,2 25,1
13 1,72 (m) 38,2 38,1
14 - 42,9 42,8
15 1,12 (m) ; 1,07 (m) 27,5 27,4
16 1,53 (m) ; 1,42 (m) 35,5 35,5
17 - 43,0 42,9
18 1,43 (m) 47,9 47,9
19 2,42 (m) 48,3 48,2
20 - 150,9 150,8
21 1,95 (m) ; 1,37 (m) 29,8 29,8
22 1,43 (m) ; 1,24 (m) 40,0 39,9
23 1,10 (s) 26,7 26,6
24 1,06 (s) 21,0 20,9
25 0,96 (5) 16,0 157
26 1,10 (s) 15,8 15,9
27 0,99 (s) 14,5 14,4
28 0,83 (5) 18,0 17,9
4,72 (d; 2,4)
29 4,60 (dd;2,4;1,3) 1094 109.5
30 1,71 (s) 19,3 19,2

* Données enregistrées dans le CDCls a 25 MHz
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11.2.8.5. Identification du composé Gaf-8

Le composé Gaf-8 a été isolé des feuilles de G. aqualla sous forme de poudre verte, soluble
dans I’acétone. Il réagit positivement au réactif Liebermann-Burchard en donnant une coloration
rouge violacée caractéristique des triterpenes.

Le spectre de RMN *H du composé Gaf-8 (Figure 11.63) présente dans la zone des champs
forts, les signaux de sept groupements méthyles entre on 0,77 et 1,12 : on distingue notamment six
singulets a o 0,77 ; 0,83 ; 0,93 ; 1,02 et 1,12 ainsi que deux doublets a o4 0,89 (d, J = 6,7 Hz) et
0,96 (d, J = 6,9 Hz). La présence de ces doublets nous oriente sur I’hypothese d’un squelette tri-
terpénique de type ursane. Le spectre RMN *H de Gaf-8 présente en outre les signaux d’un proton
oléfinique a o1 5,18 (t, J = 3,6 Hz) et d’un proton oxyméthinique a én 3,15 (dd, J = 11,8 ; 5,6 Hz)
correspondant respectivement aux protons H-12 et H-3 des urs-12-énes. On note également la
présence d’un oxyméthyléne a o 3,33 (m) et deux singulets de protons échangeables au D20 a dn
3,69 et 3,78 que nous pouvons attribuer aux protons des groupements hydroxyles.

L’analyse des spectres RMN *3C (Figure 11.64) et DEPT-135 du composé Gaf-8 confirme
son appartenance a la classe des triterpenes. En effet on observe les signaux de 30 carbones répartis
en 6 carbones quaternaires, 7 méthines, 10 méthylénes et 7 méthyles. Les signaux a Jc 126,3 ;
138,9 ; et 78,9 sont typiquement caractéristiques des triterpénes pentacycliques de type urs-12-
ene. Les spectres révelent a oc 70,7 le signal d’un groupement oxymethyléne, tandis que les si-
gnaux des groupements méthyles apparaissent a oc 28,7 ; 15,9 ; 16,4 ; 17,7 ; 23,9 ; 17,5 et 21,5.
L attribution complete de ces signaux a été réalisee par I’analyse du spectre HSQC.

' FH-3 s -
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Figure 11.63 : Spectre RMN *H (Acétone-ds, 500 MHz) élargi de Gaf-8
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Figure 11.64 : Spectre RMN *3C (Acétone-ds, 125 MHz) de Gaf-8

La comparaison des valeurs des déplacements caractéristiques des *H et *3C du composé
Gaf-8 avec celles de la littérature nous a permis d’identifier ce dernier comme étant le 34, 284-
dihydroxyurs-12-éne appelé Uvaol 219, précédemment isolé de Ochrosia elliptica Labill par EI-
shiekh et al. (2017).
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Tableau 11.23 : Données RMN H (Acétone-ds, 500 MHz) et *C NMR (Acétone-ds, 125 MHz)
de Gaf-8

N° ou (Mult., J(Hz)) Jc El-shiekh et al. (2017)*
1 37,6 39,3
2 28,8 27,3
3 3,15 (dd; 11,8; 5,6) 78,9 79,0
4 - 38,6 38,8
5 56,2 55,2
6 19,1 18,3
7 39,5 32,8
8 - 40,2 40,0
9 48,5 47,7
10 - 37,7 36,9
11 25,0 23,4
12 5,18 (t; 3,5) 126,3 125,0
13 - 1387 1387
14 - 42,8 42,0
15 29,3 26,0
16 24,0 23,4
17 - 37,7 36,9
18 53,8 54,0
19 - 38,9 39,4
20 39,9 39,4
21 33,9 30,6
22 31,4 36,4
23 1,02 (s) 28,7 28,1
24 0,93 (s) 15,9 157
25 0,77 () 16,4 15,6
26 0,83 (s) 17,7 16,8
27 1,12 (s) 23,9 23,3
28 3,33 (M) 70,7 69,9
29 0,89 (d; 6,7) 17,5 17,4
30 0,96 (d, 6,9) 21,5 21,3

*Données enregistrées dans CDCl; a 100 MHz
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11.2.8.6. Identification du composé Gaf-24

Le compose Gaf-24 obtenu sous forme de poudre blanche des feuilles de G. aqualla, a préci-
pité dans I’ AcOEt et répond positivement au test de Lieberman-Birchard, en donnant une colora-
tion rouge-violacée caractéristique des triterpenes. L’analyse de son spectre TOF-MS-ESI+ (Fi-
gure 11.65) révele les pics des ions quasi-moléculaire [M+H]* a m/z 505,3 et pseudo-moléculaire
[M+Na]* a m/z 527,3 qui, en combinaison avec I’analyse des données spectrales RMN 1 et 2D ont

permis de lui attribuer la formule brute C3oHasOs renfermant 7 degrés d’insaturations.
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Figure 11.65 : Spectre TOF-MS-ESI+ de Gaf-24

Le spectre RMN H (Figure 11.66) de Gaf-24 présente les signaux de quatre méthyles an-
gulaires a o+ 0,68 ; 0,88 ; 1,08 et 1,28 (3H, s, chacun), un méthyl secondaire a on 0,84 (3H, d, J =
6,7 Hz), un proton oléfinique d’une double liaison trisubstituée a on 5,17 (H, t, J = 2,8 Hz ; H-12),
un proton oxyméthinique a on 3,58 (1H, m, H-3), deux groupements oxyméthyléniques, le premier
apparaissant a oy 3,81 (1H, dd, J =114 ; 3,1 Hz ; H-23a) et 3,38 (1H, dd, J = 11,6 ; 7,5 Hz ; H-
23b), le second apparaissant a on 3,79 (1H, dd, J=10,8 ; 5,0 Hz ; H-24a) et 3,44 (1H, dd, J=11,0;
4,7 Hz ; H-24b). Toutes ces données en plus de la présence du signal a 2,36 (s), suggérent que le
composé Gaf-24 est un dérivé triterpénique de type ursane possédant une double liaison A? et un
groupement a-hydroxyle en position C-19 (Young et al., 2011 ; Tan et al., 2014). Les signaux
apparaissant a on 4,80 (1H, d, J = 4,6 Hz), 4,35 (1H, t, J= 4,9 Hz), 4,01 (1H, dd, J=7,2; 3,3 H2)
et 3,77 (1H, s) ont été attribués aux quatre groupements hydroxyles de la molécule parmi lesquels
trois sont attachés au cycle A tandis que le quatrieme est relié au cycle E.
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Figure 11.66 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) de Gaf-24

Les spectres RMN **C (Figure 11.67) DEPT-135 et HSQC (Figure 11.69) du composé Gaf-
24 confirment son appartenance a la classe des triterpénes de type ursane possédant une double
liaison A2 et un a-OH en position C-19. En effet, la présence sur le spectre RMN *3C des signaux
de 30 carbones parmi lesquels un oxyméthine a dc 72,0 ; deux carbones oxyméthyléniques a oc
60,7 et 61,7 ; un carbone quaternaire oxygéné a Joc 71,5 ; un carbonyle dc 178,9 et une double
liaison trisubstituée a oc 126,8 et 138,5; confirme le squelette d’un acide tétrahydroxyurs-12-

énoique avec un groupement a-hydroxyle en C-19.

FARO-GAF24
BCNMR

=1n%
-135

=140
7203
1R
M
52
318
88
548
1
)02
—
85
77
58
61
L]
M
35
18
02
93
25
M

1 ' | Jh

Figure 11.67 : Spectre RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) de Gaf-24

Le spectre COSY *H-H (Figure 11.68) de Gaf-24 montre les corrélations entre le proton a
on 3,58 (m) et ceux a on 1,57 (m) et 1,41 (m), entre le proton a on 5,17 (t, J = 2,6 Hz) et les deux
protons a on 1,92 (m) et 1,82 (m). Une autre corrélation était observée entre le proton a on 1,25 (m)
et le méthyle a o1 0,84 (d ; J = 6,7 Hz).
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Figure 11.68 : Spectre COSY (DMSO-ds, 500 MHz) de Gaf-24

Les positions des différents groupements hydroxyles et méthyles ont été assignées par des
corrélations HMBC longue distance parmi lesquelles la corrélation du proton a on 2,36 avec les
carbones a oc 71,5 ; 126,8 ; 138,5 et 178,9 vient confirmer le fait que le composé Gaf-24 est du
type 19a-hydroxyurs-12-ene. Les corrélations sans ambiguité des protons a 043,81 (dd, J=11,4;
3,1 Hz) et 3,38 (dd, J =11,6 ; 7,5 Hz) avec les carbones a dc 72,0 et 46,8 ; ainsi que des protons a
on 3,79 (dd, J=10,8; 5,0 Hz) et 3,44 (dd, J = 11,0 ; 4,7 Hz) avec les carbones a oc 72,0 ; 45,4 et
46,8 ; ont permis de placer les deux groupements hydroxymethylénes sur les carbones C-23 et C-
24. Les différents groupements méthyles ont été attribués a partir des corrélations longue distance
des protons a Jon 1,08 () et les carbones a oc 53,1 ; 71,5 et 41,4 ; les protons a o 0,84 (d, J = 6,7
Hz) avec les carbones a oc 71,5 ; 41,4 et 26,2 ; les protons a on 0,68 (S) avec les carbones a 32,7 ;
46,8 ; 40,9 ; 46,6 et 38,0 ; les protons a on 0,88 (s) avec les carbones a oc 36,0 ;46,6 et 38,0 ; et
enfin la corrélation des protons a ou 1,28 (s) avec les carbones a dc 40,9 ; 138,5 et 28,3 (Tableau
11.24).
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Figure 11.69 : Spectre HSQC (DMSO-ds, 500 MHz) de Gaf-24
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Figure 11.70 : Spectre HMBC (DMSO-ds, 500 MHZz) de Gaf-24

La comparaison de ces données avec celles de la littérature nous a permis d’identifier le
composé Gaf-24 a I’Acide 19¢,238,24a-trihydroxyursolique 220, composé précédemment isolé
des écorces de Nauclea officinalis par Tao et al. (2012). Au cours de cette étude, I’Acide
190,23p,240-trihydroxyursolique avait montré une activité inhibitrice significative de I’oxyde ni-
trique (NO) produite par les lipopolysaccharides (LPS)-induites a la production du NO dans les

cellules macrophages RAW 264.7 des souris.
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OH OH
Acide 19a,234,24a-trihydroxyursolique 220

Tableau 11.24 : Données RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) de
Gaf-24

N°_ on (Mult, J(H2)) o, COSY HMBC __ Tao et al. (2012)*
1 L141(m), 113 (m) 327 372
> 157(m),141(m) 259 233
3 3,58 (M) 72,0 H-2p 4 72,0
4 i 45.4 455
5 1,59 (m) 46.8 46,1
6 150(m),133(m) 184 18,4
7 187(m), 156 (m) 36,0 327
8 i 40,9 39,0
9 1,18 (m) 46,6 46.8
10 i 38,0 36,0
11 1,92 (m), 182 (m) 233 252
12 517(t:28 1268  2H-11 14,18 126,7
13 i 1385 138,6
14 i 42,7 41,0
15 0,87 (m), 1,66 (m) 283 28.1
16 153 (m), 1,61(m) 269 25,9
17 i 46.9 46.8
18 2,36 (s) 53,1 19,12, 13, 28 53.2
19 i 715 i 71.6
20 1,25 (m) 414 3H-30 20, 21, 22 414
21 1,60(m), 112(m) 262 26,9
22 1,61(m), 149 (m) 372 38,0
381 (dd, 11,4 : 3,1) 3,5
23 338(dd, 11.6:75 OL7 3,5, 23 61,7
3.79 (dd, 10,8 : 5,0) 24-Hp, 24-OH 4,5
24 344(dd, 11,0;47) 607 H-24c 3 608
25 0,68 (3) 16,4 1,5,8,9,10 15,3
26 0,88 (s) 15.4 7.9, 10 16,3
27 1,28 (s) 23.9 8, 13, 15 23.9
28 i 178,9 ) 178,9
29 1,08 (s) 26,4 18, 19, 20 26,4
30 084(d67) 163 H-20 19, 20, 21 16,4

* Données enregistrées dans le DMSO-dg & 100 MHz
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11.3. Transformations chimiques

Le deuxieme aspect de notre travail a consisté a entreprendre des transformations chi-
miques sur les composés ayant été isolés en quantité appréciable, en vue de potentialiser leurs
activités biologiques. C’est ainsi que nous nous sommes intéressés a la Catéchine 177 et au D-
Mannitol 162.

11.3.1. Réaction de Pechmann a partir de la Catéchine 177 (Vr-2)

C’est une réaction de synthese des coumarines a partir de la condensation des phénols et
des p-cétoesters ou des acide S-céto carboxyliques en présence d’un catalyseur acide H2SO4, P20Os,
AICls...etc. Cette réaction est également connue comme étant la synthése de Pechmann, cyclo-
condensation de Pechmann (ou condensation de Pechmann) ou cyclisation de Pechmann.

Le résultat de cette réaction dépend a la fois de la nature du phénol, du S-cétoester et du
réactif de condensation. La présence sur le composé phénolique d’un groupement électro-donneur
en position meta du groupement hydroxyle favorise davantage la condensation de Pechmann tandis
que les phénols avec un groupement électro-attracteur en position meta de I’hydroxyle ou un grou-
pement électro-donneur a une position autre que celle meta de I’hydroxyle résistent a cette réac-
tion. Par ailleurs la présence des substituants en position « ou y sur le -cétoester ralentit la réac-
tion.

La réaction a été effectuée sur la Catéchine isolé du bois de racines de V. paradoxa, avec
I’acétoacétate d’éthyle en utilisant le dilode comme catalyseur & 110°C et en absence de solvant,
tel que décrit par Prajapati and Gohain (2007). Notons que c’est la premiére fois que cette réaction
est effectuée sur la Catéchine 177.

L’unique réactivité du I, tant dans les milieux aqueux que dans ceux organiques, et surtout
sa stabilité font de lui un catalyseur doux utilisé depuis plus d’une décennie comme acide de Lewis
dans de nombreuses transformations chimiques (Prajapati and Gohain, 2007). L utilisation de I’ap-
proche sans solvant est meilleure parce qu’elle conduit a un rendement plus élevé en un temps plus
réduit. L’avantage donc de cette méthode est qu’elle est plus efficace, plus économique et amie de
I’environnement.

Au vu de tout ce qui a été mentionné plus haut (paragraphe 2), nous pouvons dire que la
condition idoine pour qu’un composé phénolique subisse une cyclisation de Pechmann est que non
seulement la position ortho du groupement hydroxyle doit étre libre, mais le composé doit égale-
ment comporter un groupement électrodonneur en position meta du groupement hydroxyle. De ce
point de vue, et vu la structure de la Catéchine 117, la réaction de Pechmann ne peut avoir lieu que
sur le cycle A de celle-ci (Schéma 11.13). Par ailleurs, la présence du groupement hydroxyle en

position 2' du cycle C de la Catéchine 117 augmente la densité électronique de la position 6' qui
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devient a son tour plus susceptible a une attaque électrophile. La réaction va donc se poursuivre
par une substitution électrophile en position 6' suivie d’une cyclisation favorisée par la proximité
de I’hydoxyle en position 3. Cette réaction a conduit au final a I’Acide 2-[(2'aS,10'aR)-4',13',12'-
trihydroxy-1',9'-diméthyl-7'-oxo0-1',2'a,3',10'a-tetrahydro-3H-isochromeno[4,3-b]pyrano[2,3-h]
chromenyl] acétique 221.
OH

@f )
HO O 0 O I,
+ MO/\ A, 110°C
OH
OH

Schéma 11.13 : Réaction de synthese de Pechmann & partir de la Catéchine 117

La premiére étape de cette synthese et qui constitue la réaction de Pechmann proprement
dite débute par une transestérification suivie d’une cyclisation et d’une déshydratation (Schéma
11.14). L utilisation de I’acétoacétate d’éthyle comme S-cétoester entraine la libération de I’éthanol
dans le milieu. Notons que ce mécanisme n’est pas spécifique, puisqu’il a été démontré que le
mécanisme de cette réaction de Pechmann peut suivre I’'une des trois voies suivantes, sinon les
trois de fagon simultanée (Daru and Sterling, 2011) :

e Trans-estérification puis attaque électrophile et enfin élimination de I’eau ;
e Attaque électrophile puis élimination de I’eau et enfin trans-estérification ;

o Attaque électrophile suivie d’une trans-estérification et enfin élimination de I’eau.
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Schéma 11.14 : Mécanisme de la réaction de synthése de Pechmann

These de Doctorat/Ph.D en Chimie Organique Rédigée par NYEMB Jean Noél 161



La deuxiéme étape de cette réaction qui peut étre considérée comme une réaction secon-
daire liée a la structure de type catéchine du substrat, se déroule en quatre phases : substitution
électrophile aromatique sur le cycle C de la catéchine, élimination d’une molécule d’eau, hydro-
lyse de I’ester puis cyclisation. Au cours de la premiére phase, I’attaque électrophile se fait sur le
groupement acétyle de I’acétoacétate d’éthyle suivie de I’élimination d’une molécule d’eau qui va
par la suite hydrolyser la fonction ester du groupement électrophile. Enfin, interviendra une cycli-
sation qui ici est due a la proximité du groupement OH en position 3.

OH

Schéma 11.15 : Mécanisme de la 2™ étape de la synthése de Pechmann a partir de la Catéchine

La premiére étape de cette réaction qui est la synthése de Pechmann et qui a lieu sur le
cycle B de la Catéchine se matérialise sur les spectres RMN *H (mal résolu), **C et DEPT-135 du
produit obtenu par I’absence des signaux des protons H-8 (on ) et C-8 (dc 94,0) de la Catéchine et
I’apparition du signal d’un carbone quaternaire a oc 102,1 (C-9'a) en lieu et place du carbone C-8
de la Catéchine et aussi des signaux supplémentaires d’un méthyle angulaire a on/oc 2,32/23,9
(Me-9") ; d’un proton oléfinique a on 5,81 (H-8') lié a un carbone a 109,5 (C-8"), d’un deuxiéme
carbone quaternaire a dc 154,9 (C-9') et du carbonyle d’une fonction lactone a 6c 160,6 (C-7").

La deuxiéme étape qui a conduit au produit final, s’est quant a elle matérialisée par la
disparition des signaux de H-6'/C-6' a on/dc 11/118,0 de la Catéchine, au profit du signal d’un
carbone quaternaire a 122,1 (C-15"). La présence supplémentaire d’un carbone quaternaire réson-
nant a dc 76,7 d’un méthyle angulaire dn/oc 1,53/26,5 ; d’un méthyléne & on/oc 1,53/26,5 proba-
blement déblindé par la proximité de la fonction acide résonnant ici a oc 168,8.
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Tous les carbones protonés de la molécule ont été attribués grace a I’analyse du spectre
HSQC. L’observation des corrélations HMBC longue distance entre le proton H-8' (o1 5,81) et les
carbones C-7' (160,6), C-9'a (dc 102,3) et Me-9' (dc 23,9) ; entre les protons du méthyle en position
9' (H3-9") résonnant a 0w 2,33 et les carbones C-9'a, C-2 (dc 109,5) et C-9' (dc 154,9) entre le proton
H-14" a o1 6,64 et les carbones quaternaires C-1' (oc 76,7) et C-14'a (dc 122,4) ; entre les protons
du méthyle en position Hs-1'" et les carbones C-2 (dc 47,), C-1' (6c 76,7) et C-10'b (dc 131,5) té-

moignent ainsi de la réussite de la réaction.

FARO-NHR-1 ” 2 2
THNMR it

—58
—in

00000

—_—
—_—
—_— b
———
—T—

T

U

]

-]

00000

THNMR T

o
sssss
uuuuu

uuuuu

-151

eeeee

Neol i hiE=e

Me-9" 2000

\ 1500

uuuuu

AN =00
e e e Do o) ——r
el ||
]
2's Za 2 22 P 20 1o 1
1L (ppm)

W
3

27 28 25 s 1.7 16 15 1.4

Figure 11.72 : Spectre RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) élargi (6w 1,4-2,8) de NHR-1
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Figure 11.73 : Spectre RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) de NHR-1
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Figure 11.74 : Spectre DEPT-135 (DMSO-dg, 125 MHz) de NHR-1
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Figure 11.75 : Spectre HSQC (DMSO-ds, 500 MHz) de NHR-1
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Figure 11.76 : Spectre HMBC (DMSO-ds, 500 MHz) élargi (on 4,50-7,50) de NHR-1
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Figure 11.77 : Spectre HMBC (DMSO-ds, 500 MH2) élargi (6w 1,47-2,40) de NHR-1
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Tableau 11.25 : Données RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz), 3C NMR (DMSO-ds, 125 MHZ) et
HMBC (DMSO-ds, 500 MHz) de NHR-1

N° ou (Mult., J(Hz)) Jc HMBC

1 - 168,8 -

2 2,62(m);2,66(m) 477

1 - 76,7 -

2" / / /

2'a 4,28 (s) 61,7

3 2,82(m);272(m) 250

3a - 103,1 -

4 - 153,6 -

5 6,32 (5) 946  3a;4';5a;9%a

5 - 153,2 -

6' - - -

7 - 160,6 -

8! 5,81 (5) 1092 7';9;9a; Me9

9 - 154,9 -

9a - 102,1 -

9 - 1535 -

10' - - -
10'a 4,70 (s) 704  10b;13'; 14
10 - 1221 -

11" 6,78 (5) 1162  10a;10b; 12

12" - 146,2 -

13' - 144,0 -

14' 6,64 (5) 1124 1':13'; 14
14'a - 131,5 -
Me-1' 1,50 (s) 26,7 1';2; 14
Me-9' 2,32 (s) 23,9 8':9:9a
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11.3.2. Réaction d’acétalisation du D-Mannitol 162 (Gag-4)

L’ acétalisation est une réaction de protection des diols conjugués. En effet, les diols réa-
gissent avec les aldéhydes, les cétones, le 2,2-diméthoxypropane et le 2-méthoxypropéne pour
donner des acétals cycliques.

La réaction a été effectué sur le D-Mannitol. En fonction du réactif utilisé, le produit de
I’acétalisation du D-Mannitol varie du fait de sa structure de type polyol. La méthode utilisée ici
est celle développée par De Alvarenga et al. (2006) qui fait intervenir un exces de chlorure de zinc
(1) anhydre dans de I’acétone anhydre a température ambiante. Seuls les hydroxyles en position
1,2 et 5,6 ont été protégés conduisant a la formation du 1,2:5,6-di-O-Isopropylidene-D-mannitol

222, qui est un intermédiaire de synthese connu.

OH OH

OH znCl, (excés)/acétone
Temp. amb./24H

>

0

H OH

222 (Rdt: 90%)
Schéma 11.17 : Réaction d’acétalisation du D-Mannitol

Schéma 11.18 : Mécanisme de la réaction de synthése de I’acétalisation

La formation du diacétal est marquée par I’apparition sur le spectre RMN *H des signaux
a 1,25 et 1,29 intégrant six protons chacun et attribuables aux quatre groupements méthyles des
deux cycles acétals. Sur son spectre RMN 13C, on note également un supplément de trois signaux
a oc 25,5; 26,8 et 108,1 attribuables aux carbones des quatre groupements méthyles (C-8, C-8’,

C-9 et C-9') et aux deux carbones quaternaires (C-7 et C-7') des cycles acétals.
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Outre ces signaux, on peut également observer sur le spectre RMN H, un doublet de deux
protons a ow 4,70 (2H, d, J = 77,7 Hz) attribuables aux deux groupements hydroxyles OH-3 et OH-
4, deux doublets dédoublés de deux protons chacun a on 3,86 (2H, dd, J = 8,2 ; 5,0 Hz) et 3,96
(2H, dd, J = 8,2 ; 6,2 Hz) attribuables respectivement aux protons Hz-1 et H2-6, un triplet a on 3,43
(2H, t, J = 8,0 Hz, H-3 ; H-4) et un multiplet a 6n 4,01 (2H, m). On remarque donc ainsi la dispa-
rition des signaux des hydroxyles en position 1, 2, 4 et 6 apparaissant généralement sur le spectre
RMN 'H du D-Mannitol. L’attribution compléte des signaux des différents protons et carbones a
été effectuée grace a I’analyse des spectres COSY, HSQC et HMBC.
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Figure 11.78 : Spectre RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) de NHR-2
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Figure 11.79 : Spectre RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) de NHR-2
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Figure 11.81 : Spectre HSQC (DMSO-ds, 500 MHz) de NHR-2
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Figure 11.82 : Spectre HMBC (DMSO-de, 500 MHz) de NHR-2
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Tableau 11.26 : Données RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz), 3C NMR (DMSO-ds, 125 MHZ) et
HMBC (DMSO-ds, 500 MHz) de NHR-2

N o (MUIL, J(H2) o HMBC
3.86 (dd; 8,2 ; 5.0) N
! 396 (dd:8,2;62) 000 23337
2 4,01 (m) 74,8 3.7
3 343 (t : 8,0) 703 1:2
4 343 (t : 8,0) 70,3 56
5 4,01 (m) 74,8 4.7
3,86 (dd: 8,2 : 5.0) o
6 396(dd:82:62) 000 4idiT
7 i 108,1
7 i 108,1
8 1,25 (s) 25,4 7:9
g 1,25 (s) 25,4 7.9
9 1,29 (s) 26,8 7:8
9 1,29 (s) 26,8 7.8
OH-3; OH-4 471(d;7.7) i
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11.4. Etude pharmacologique des especes C. populnea, G. aqualla et V. paradoxa

Les activités pharmacologiques de certains extraits et quelques composés isolés des trois
plantes mises en étude C. populnea, G. aqualla et V. paradoxa, ont été évaluée in vitro et axées
sur trois tests principaux : I’activité antioxydante, I’activité antimicrobienne, I’inhibition de I’ac-

tivité enzymatique.

11.4.1. Mise en évidence de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits et composés isolés a été eévaluée par leur capacité a
inhiber le radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) et aussi par la quantification des poly-
phénols totaux des extraits grace au réactif de Folin-Ciocalteu.

L’évaluation de I’activité antiradicalaire dans notre laboratoire se fait par la méthode spec-
trophotométrique au DPPH, un radical stable. Cette méthode repose sur la réduction en solution
de ce radical DPPH en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene, aboutissant ainsi a la
formation de la forme non radicalaire DPPH-H. Cette transformation entraine un changement de
coloration de la solution qui vire alors du violet au jaune, et qui peut étre visualisé spectrophoto-
métriqguement a 517 nm. La capacité de chaque échantillon a piéger le radical DPPH a été exprimé
ici en terme de pourcentage d’inhibition pour les échantillons inactifs et de concentration inhibi-
trice pour ceux actifs. En effet, a la suite d’un criblage préliminaire & une concentration de 2
mg.mL? pour les extraits et de 10 mM pour les composés purs, les échantillons ayant montré un
pourcentage d’inhibition (PI) inférieur a 50 étaient considérés comme inactifs tandis que ceux avec
un Pl > 50 étaient considérés comme actifs et leurs concentrations inhibitrices 50 (Clso) ont par la
suite été déterminées en effectuant une série de huit dilutions a partir de la solution mere (2 mg.mL"
1). Rappelons que la Clso est la concentration minimale de I’échantillon a tester, nécessaire pour
inhiber 50 % I’activité du radical DPPH. Plus cette valeur est grande, moins I’activité est impor-
tante et vice-versa. Les valeurs des Clso ont été déterminées graphiquement a partir des courbes
logarithmiques des absorbances (prises apreés réaction) en fonction des concentrations des extraits,
ceci a I’aide du logiciel GraphPad Prism 5.01.

Il serait plus judicieux de noter ici que seuls les extraits ayant montré une présence plus ou
moins marquée des composés phénoliques lors du criblage phytochimique, ont été soumis a ce test

anti-radicalaire au DPPH dont les résultats sont confinés dans le tableau 11.27.
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Tableau 11.27 : Résultats des activités antiradicalaires des extraits des plantes étudiées

Echantillons DPPH
Plantes Parties Extraits Codes  Clso (Ug.-mL1)+SEM/% Inhibition
MeOH brut N8 37,24 £ 0,75°
Hexane N8-H 139,00 + 4,04°
. CHCls N8-C 35,98 %
Feuilles ACOEt N8-A 66,68 + 3,06°
n-BuOH N8-B 65,86 + 2,95°
Résidu N8-R 17,50 + 1,17¢
MeOH brut N9 49,92 +2,71¢
Hexane N9-H 177,83 + 9,53f
. CHCls NO-C 100,70 + 3,37¢
C.populnea  Racines ACOEt N9-A 43,78 +2,14"
n-BuOH N9-B 37,08 + 0,40°
Résidu N9-R 38,81 + 1,37%"
MeOH brut N10 33,76 +£ 0,572
Hexane N10-H n.d.
Tiges AcOEt N10-A 21,74 +0,85%
n-BuOH N10-B 25,89 + 0,77
Résidu N10-R n.d.
Rhizomes MeOH brut N11 16,20 + 0,62°
Grai AcOEt N4 n.d.
raines MeOH N5 13,96 %
. AcOEt N6 28,31 %
G. aqualla Feuilles MeOH N7 54,6 + 3,10°
Hexane N1 n.d.
Ecorces AcOEt N2 19,74 %
MeOH N3 40,27 %
A . n-propylgallate 5,56 + 0,22
Témoins positifs EBHA 8.84 + 0,56

Les valeurs affectées de lettres différentes, different significativement au seuil de probabilité P < 0,05 (test de Newman-Keuls).

Il ressort de ces résultats que tous les extraits testés ont montré une capacité plus ou moins
élevée a inhiber I’action du radical DPPH. L’extrait au CHCIz des feuilles de C. populnea, les
extraits au MeOH des graines et a I’ AcOEt des feuilles, a I’ AcOEt et au MeOH des écorces de G.
aqualla, étaient considérés comme inactifs avec des pourcentages d’inhibition allant de 13,96 % a
40,27 %. Pour ce qui est des extraits actifs, les Clso variaient de 16,20 + 0,62 ug.mL™* a4 177,83 +
9,53 ug.mL™,

L’extrait brut au MeOH des rhizomes de C. populnea (N11) a présenté I’activité anti-radi-
calaire la plus élevée avec une Clso de 16,20 + 0,62 pug.mL™, suivie par la fraction résiduelle des
feuilles (N8-R), puis par I’extrait & I’AcOEt des tiges (N10-A) de la méme plante avec des Clso de
17,5+ 1,17 pg.mL? et 21,74 + 0,85 pg.mL? respectivement. Tous ces extraits ne présentent au-
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cune différence significative dans leurs activités (P < 0,05) qui demeurent toutefois significative-
ment inférieures a celles enregistrées pour le n-propylgallate (Clso = 5,56 + 0,22 pg.mL™) et pour
le t-Butylhydroxyanisole (t-BHA, Clso = 8,84 + 0,56 ug.mL™?) utilisés ici comme contrdles posi-
tifs. L activité la plus faible de tous les extraits testés a été enregistré pour I’extrait a I’hexane des
racines de C. populnea (Clsp = 177,87 + 9,53 pg.mL™). Parmi les extraits de G. aqualla, seul
I’extrait au MeOH était actif avec une Clso = 54,6 * 3,10 pug.mL*. Nous remarquons par ailleurs
qu’il y a une différence significative (P < 0,05) entre I’activité anti-radicalaire de I’extrait le plus
actif de C. populnea (N11, qui est également le plus actif de tous les extraits testés) et celle de
I’extrait le plus actif de G. aqualla (N7). Parmi les composes isolés, seule la Bergénine (N9-A4) a
été testé et a montré une tres faible activité avec un pourcentage d’inhibition de 17,89 %, ce qui
lui a valu d’étre considérée comme inactive.

Suite aux résultats obtenus apres les tests anti-radicalaire sur les extraits ci-dessus réperto-
riés, nous avons entrepris d’évaluer la quantité de polyphénols totaux contenu dans I’extrait le plus
actif qui est I’extrait brut au MeOH des rhizomes de C. populnea. La méthode traditionnelle utili-
sée dans notre laboratoire est la méthode colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu basée sur la
réduction du réactif phosphotungstique-phosphomolybdate en milieu légérement basique par les
ions phénolates, entrainant ainsi une coloration bleue qui présente un maximum d’absorption a
760 nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée & partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage, établie avec un standard étalon (Acide gallique, 15-200 pg.mL™?) et
exprimée en grammes d’équivalents d’Acide gallique par 100 grammes d’extrait (g EAG.100 mg"
1).

Les résultats de I’évaluation de la teneur en polyphénols totaux ont montré que I’extrait
brut au MeOH des rhizomes de C. populnea est riche en polyphénols totaux avec une teneur de
20,69 + 2,13 g EAG/100 gEX.
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11.4.2. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée uniquement sur les composés iso-
Iés par la méthode in vitro de microdilution en milieu gélosé pour les champignons et celle de
microdilution en bouillon pour les bactéries. Cette méthode permet de déterminer, pour chaque
échantillon, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), concentration la plus faible permettant
I’inhibition totale de la croissance microbienne (Andrews, 2001). Parmi les souches microbiennes
utilisées, quatre étaient des souches de référence de laboratoire de type ATCC (American Type
Culture Collection) obtenues par le biais du Laboratoire de Bactériologie et Mycologie du Centre
Pasteur de Yaoundé. Il s’agit entre autres de S. typhi ATCC 6539, P. aeruginosa ATCC 9721, C.
albicans ATCC 9002 et C. parapsilosis ATCC 22019. Les autres souches E. coli et C. krusel
auxquelles s’ajoutent deux autres S. typhi et C. albicans étaient des isolats provenant de Ayub
Teaching Hospital of Abbottabad (Pakistan) pour ce qui est de E. coli et C. albicans et du Centre
Pasteur de Yaoundé pour les souches C. Krusei et S. typhi. Les composés testés sont des composés
purs appartenant aux familles des alcanes, alcénes, alcools, esters aliphatiques, stéroides, triter-
pénes, composes phénoliques et sucres.

Les résultats des tests antibactériens présentés dans le tableau 11.29 montrent qu’a I’excep-
tion de I’alcane Gae-2, de I’alcéne Gaf-20, et des triterpenes Gaf-4 et NYR-1 qui n’ont montré
aucune activité contre I’ensemble des souches bactériennes testées, tous les autres composés ont
présenté en fonction des souches bactériennes, des activités plus ou moins élevees. Dans cette
étude, I’évaluation de I’activité s’est faite selon la méthode proposée par Kuete (2010) qui suppose
que I’activité antimicrobienne d’un composeé peut étre definie comme significative pour une CMI
<10 pg.mL?, modérée pour 10 < CMI < 100 pg.mL* et faible pour une CMI > 100 pg.mL™. Dans
notre cas, un composé était considéré comme étant inactif lorsque sa CMI était supérieure a 128
pg.mL?* (CMI > 128 pg.mL™?).

D’apres ces résultats (Tableau 11.28), tous les composés de la classe des alcools (Gae-2,
Gaf-22 et Gae-15) ont présenté une faible activité (CMI = 128 pug.mL™) qui s’étend sur la totalité
des souches bactériennes a I’exception de S. typhi, isolat qui s’est montré résistant contre I’action
antibactérienne de tous les trois composes de cette classe. Le Nonacosanol (Gaf-1) a présenté une
faible activité contre E. coli et P. aeruginosa, I’Octatriacontanol (Gaf-22) uniquement contre S.
typhi ATCC 6539 tandis que le Docosanol 206 (Gae-15) quant a lui a faiblement inhibé la crois-
sance de ces trois souches.

De tous les triterpénes pentacycliques évalués, seuls I’Acide ursolique 149 (N8-C1),
I’Uvaol 284 (Gaf-8) et I’Acide 19a,234,24a-trihydroxyursolique 285 (Gaf-24) ont montré des ac-
tivités relatives en fonction des souches testées. Ainsi, I’Acide ursolique 149 (N8-C1) a présenté
une activité modérée (CMI = 64 pg.mL™) contre P. aeruginosa, et faible (CMI = 128 pg.mL™?)
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contre les deux souches de S. typhi avec une activité bactéricide contre S. typhi ATCC 6539. L’ac-
tivité de I’Uvaol 219 (Gaf-8) était modérée contre S. typhi ATCC 6539 et P. aeruginosa avec des
CMI de 64 et 16 pg.mL™ respectivement, et faible (CMI = 128 pg.mL™) contre S. typhi isolat. E.
coli s’est montré résistant a ces deux composés. L’Acide 19a,238,24a-trihydroxyursolique 220
(Gaf-24) était actif contre toutes les souches de bactéries, avec une activité bactéricide modérée
(CMI =32 pug.mL?) contre I’isolat de S. typhi, modérée (CMI = 32 ug.mL?) contre P. aeruginosa
et faible (CMI = 128 ug.mL™) contre E. coli et S. typhi ATCC 6539.

L’activité antibactérienne des composés phénoliques testés ici dépendait également des
souches bactériennes et du type de composé. Ces composés appartenant a trois classes principales
(flavonoides, coumarines, acides phénoliques) ont présenté des activités allant de significatives a
faibles. L activité la plus marquée c’est-a-dire significative a été enregistrée avec la Bergénine 39
(N9-A4) et la Quercétine 8 (Vr-5) contre P. aeruginosa avec un effet bactéricide pour chacun des
deux composés. La Bergénine 39 (N9-A4) et I’ Acide gallique 73 (N9-A2) sont les seuls composés
phénoliques ayant présenté des activités contre chacune des souches bactériennes avec une activité
modérée enregistrée contre E. coli, S. typhi ATCC 6539, et S. typhi isolat avec un effet bactéricide
contre les deux derniéres souches. Une activité bactériostatique modérée a été enregistrée pour la
Quercétine 8 (\Vr-5) contre E. coli et pour I’Acide gallique 73 (N9-A2) et la Catéchine 177 (Vr-2)
contre P. aeruginosa. L’Apigénine 5 (NYR-5) a montré une faible activité contre E. coli et une
activité bactéricide modérée contre P. aeruginosa.

La souche isolat de S. typhi s’est révélée résistante vis-a-vis des deux glucosides
stéroidiques, le Daucostérol 215 (N9-A3) et le Spinastérol-3-O-4-D-glucopyrannoside 178 (Vr-3).
Le Daucostérol 215 (N9-A3) n’a présenté qu’une faible activité (CMI = 128 pg.mL™) contre P.
aeruginosa et une activité bactéricide modérée (CMI = 32 pug.mL™?) contre E. coli. Le Spinastérol-
3-0-$-D-glucopyrannoside 178 (Vr-3) quant a lui était modérément actif (CMI = 64 pg.mL™) sur
S. typhi ATCC 6539 et faiblement sur E. coli et P. aeruginosa avec un effet bactéricide sur cette

derniére.
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Tableau 11.28 : Résultats des activités antibactériennes (CMI et CMB (ug.mL™?)) des composés

Bactéries
: E. coli (isolat) S. typhi S. typhi (isolat) P. aeruginosa
2eCisb ATCC6539 ATCCO721
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Alcane
Gae-2 - - - - - - - -
Alcénes
Gaf-20 - - - - - - - -
Alcools
Gaf-1 128 - - - - - 128 -
Gaf-22 - - 128 - - - - -
Gae-15 128 - 128 - - - 128 128
Triterpénes
N8-C1 - - 128 128 128 - 64 -
Gaf-4 - - - - - - - -
Gaf-8 - - 64 - 128 - 16 64
Gaf-24 128 - 128 128 32 64 32 -
NYR-1 - - - - - - - -
Composés Phénoliques
N9-A4 64 - 32 128 64 128 8 32
NYR-5 128 128 - - - - 64 128
Vr-2 - - 128 128 64 - 16 128
Vr-5 16 128 - - - - 8 32
N9-A2 64 - 64 128 32 64 16 128
Glucosides
32 32 - - - - 128 -
Vr-3 128 - 64 - - - 64 128
Sucres
Gag-4 64 128 32 128 32 32 128 128
Gae-7 64 - 128 - 32 - 64 128
Autres
VR-4 - - - - 64 - 32 128
NHR-1 8 64 64 128 32 128 8 32
NHR-2 - - - - - - 128
Ciprofloxacine 0,5 0,5 0,5 1 0,5 0,5 0,5 1

Le D-Mannitol 162 (Gag-4) a montré des activités bactéricides modérées contre toutes les
souches bactériennes a I’exception de P. aeruginosa, contre laquelle son activité était faible (CMI
= 128 pg.mL™?) avec toujours un effet bactéricide. Son homologue monoacétylé, le D-Mannitol
acétate 217 (Gae-7) a vu son activité subir gquelques modifications en fonction des souches
bactériennes. Celle-ci a diminué vis-a-vis de S. typhi ATCC 6539 et s’est plut6t accrue contre P.
aeruginosa passant de faible & modérée (CMI = 64 pg.mL™). L’acétalisation du D-Mannitol 162

(Gag-4) a par ailleurs entrainé une diminution de son activité antibactérienne puisque le composé
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obtenu, le 1,2:5,6-di-O-Isopropylidéne-D-mannitol 222 (NHR-2) n’a présenté qu’une faible
activité (CMI = 128 ug.mL™) contre P. aeruginosa.

L’Heptacosanoate d’heptadécyle 211 (Gae-14) a présenté une faible activité (CMI = 128
ug.mL?) contre toutes les souches bactériennes étudiées, avec un effet bactéricide contre P.
aeruginosa. Le Vitellaroside 212 (\Vr-4) quant a lui n’a montré aucune activité contre E. coli et S.
typhi ATCC 6539 ; cependant, il était modérément actif avec des CMI de 64 et 32 pg.mL™, res-
pectivement contre S. typhi et P. aeruginosa avec un effet bactéricide contre cette derniére souche.

Le derivé nouveau coumarinoflavanol, Acide 2-[(2'aS,10'aR)-4',13',12"-trihydroxy-1',9'-di-
méthyl-7'-0xo0-1',2'a,3',10'a-tetrahydro-3H-isochromeno [4,3-b]pyrano[2,3-h]chromenyl] acétique
221 (NHR-1) obtenue par hemisynthése a partir de la Catéchine 177 (\Vr-2), a montré des activités
antibactériennes significatives contre E. coli (CMI = 8 ug.mL™?) et P. aeruginosa (CMI = 8 pg.mL"
1) avec respectivement des effets bactériostatique et bactéricide. Cependant, il s’est révélé modé-
rément bactéricide contre toutes les souches de S. typhi (CMI = 64 et 32 pg.mL™ respectivement
pour les souches ATCC6539 et celle isolée).

Il ressort des résultats des activités antifongiques présentés dans le tableau 11.29 que tous
les composés étaient inactifs contre toutes les souches de champignons testées, a I’exception de
Gae-15, Gaf-24, Vr-3 et NHR-1. En effet, le Docosanol 206 (Gae-15) et le Spinastérol-3-O-4-D-
glucopyrannoside 178 (\Vr-3) ont chacun montré de faibles activités (CMI = 128 pg.mL™) contre
toutes les souches de champignons utilisées. C. krusei a été plus sensible a I’ Acide 2-[(2'aS,10'aR)-
4'13',12'-trihydroxy-1',9'-diméthyl-7'-oxo-1',2'a,3',10'a-tetrahydro-3H-isochromeno  [4,3-b]py-
rano[2,3-h]Jchromenyl] acétique 221 (NHR-1) (CMI = 64 pug.mL?). L’Acide 19a,238,24a-trihy-
droxyursolique 220 (Gaf-24) était le plus actifs de tous les composés testés avec un effet fongicide

modérée contre chacun des champignons.
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Tableau 11.29 : Activités antifongiques (CMI et CMF (ug.mL™)) des composés vis-a-vis des dif-

férentes levures étudiées

Levures
: C. albicans C. albicans (isolat) C. parapsilosis  C. krusei (isolat)
Echantillons ATCC9002 ATCC22019
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF

Alcane
Gae-2 - - - - - - - -
Alcénes
Gaf-20 - - - - - - - -
Alcools
Gaf-1 - - - - - - - -
Gaf-22 - - - - - - - -
Gae-15 128 - 128 - 128 - 128 -
Triterpénes
N8-C1 - - - - - - - -
Gaf-4 - - - - - - - -
Gaf-8 - - - - - - - -
Gaf-24 32 32 32 32 64 64 32 32
NYR-1 - - - - - - - -
Composés Phénoliques
N9-A4 - - - - - - - -
NYR-5 - - - - - - - -
VR-2 - - - - - - - -
VR-5 - - - - - - - -
N9-A2 - - - - - - - -
Glucosides

VR-3 128 - 128 - 128 - 128 -
Sucres
Gag-4 - - - - - - - -
Gae-7 - - - - - - - -
Autres
VR-4 - - - - - - - -
NHR-1 128 - 128 - 128 - 64 -
NHR-2 - - - - - - - -
Kétoconazole 0,5 64 0,25 64 2 16 2 64
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11.4.3. Mise en évidence de I’inhibition de I’activité enzymatique

Le potentiel inhibiteur d’enzymes des extraits et composés isolés a éte évalué contre I’a-
glucosidase et deux isozymes (h-TNAP et h-1AP) de la phosphatase alcaline.

Les extraits ont uniquement été évalué pour leur capacité a inhiber I’action de I’a-glucosi-
dase. L’efficacité de nos différents extraits a été comparée sur la base des valeurs de leurs Clsg

résultantes comme le montre le tableau 11.30 ci-dessous.

Tableau 11.30 : Résultats de I’inhibition de I’a-glucosidase par les extraits

Echantillons a-Glucosidase
Plantes Parties Extraits Codes Clso (ug.mL™)+SEM/% Inhibition

MeOH brut N8 0,58 + 0,01%P

Hexane N8-H 1,53 +0,23°

CHCls N8-C 2,95 +0,51°¢

Feuilles AcOEt N8-A 1,55 +0,35°

n-BuOH N8-B 1,10 + 0,303

C. populnea Résidu N8-R 0,94 + 0,044
MeOH brut N9 0,33 +0,04¢

Hexane N9-H 2,42 +0,34°

CHCls N9-C 1,13 £ 0,173

Racines AcOEt N9-A 5,83 +0,07¢

n-BuOH N9-B 0,36 + 0,05"¢

Résidu N9-R 0,57 + 0,054

. AcOEt N4 n.d.
Graines MeOH N5 35,08%
G. aqualla ) AcOEt N6 20,03 + 1,80"
Feuilles MeOH N7 9,65 + 0,06¢
Teémoin positif Acarbose 234,6 + 2,01 (nM)

Les valeurs affectées de lettres différentes, difféerent significativement au seuil de probabilité P < 0,05 (test de Newman-Keuls).

Les résultats confinés dans le tableau 11.30 ci-dessus, montrent que tous les extraits a I’ex-
ception de I’extrait au MeOH de graines de G. aqualla, ont présenté une activité inhibitrice de I’a-
glucosidase élevée. L activité la plus significative a été enregistrée pour I’extrait brut au MeOH
des racines de C. populnea (N9) avec une Clso de 0,33 + 0,04 pg.mL? tandis que I’activité la plus
faible était celle de I’extrait a I’ AcOEt des feuilles de G. aqualla (N6, Clsp = 20,03 + 1,80 ug.mL"
1). Parmi tous les extraits de feuilles de C. populnea, I’extrait brut au MeOH (N8) présentait I’ac-
tivité la plus élevée (Clso = 0,58 + 0,01 pg.mL™) tandis que I’activité la plus faible revenait a
I’extrait au CHCls (N8-C, Clso = 2,95 + 0,51 pug.mL™). L’extrait a I'AcOEt (N9-A) avec une Clso
de 5,83 + 0,07 ug.mL™* était le moins actifs de tous les extraits de racines de C. populnea. D’une
maniére generale, les extraits de C. populnea ont montré des activités significativement supé-

rieures a celles des extraits de G. aqualla.
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Un total de dix-sept composés appartenant a plusieurs classes, ont été évalué in vitro pour
leur potentiel & inhiber I’action de I’a-glucosidase. A la suite d’un criblage préliminaire, 6 des 17
composés (soit 35 %) ont montré des aptitudes élevées a inhiber de fagon significative I’action de
I’a-glucosidase. 1l est a noter ici que pour le criblage préliminaire, les composés purs ont été testés
a une concentration de 10 mM tandis que les mélanges & une concentration de 1 mg.mL™. Il ressort
des résultats présentés dans le tableau 11.30 que seuls les triterpénes et les composés phénoliques
étaient actifs contre I’a-glucosidase. Tous ces composés étaient cependant significativement plus
actifs que I’ Acarbose utilisé ici comme témoin positif. L’ Acide 19a,23f,24a-trihydroxyursolique
220 (Gaf-24) a présenté I’activité la plus élevée avec une Clso de 1,72 £ 0,1 uM suivi par la Quer-
cetine 8 (Vr-5, Clsp = 4,30 £ 0,01 uM) puis par I’Acide gallique 73 (N9-A2, Clso = 5,35 + 0,18
uM). L’activité la plus faible était celle de la Catéchine 177 (\Vr-2) avec une Clso de 68,3 £+ 1,25
uM, qui était tout de méme significativement supérieures a celle de I’ Acarbose de I’ordre de 234,6
+ 2,01 uM. Le 1,2:5,6-di-O-Isopropylidene-D-mannitol 222 (NHR-2), produit de I’acétalisation
du D-Mannitol 162 est resté inactif malgré une hausse d’activité par rapport a son précurseur.

Nous avons également dans cette étude évalué le potentiel de certains composeés a inhiber
les isozymes de la phosphatase alcaline a I’instar de la phosphatase alcaline non spécifique des
tissus humains (h-TNAP) et de la phosphatase alcaline intestinale (h-1AP), en utilisant la méthode
de luminescence. En effet, la luminescence des solutions de phosphatases alcalines actives, donne
la possibilité d’évaluer I’activité inhibitrice de certains composés lorsqu’ils sont exposés a ces
solutions par atténuation de la luminescence de celles-ci. Des résultats obtenus (Tableau 11.31), il
ressort que tous les composés évalués pour leurs propriétés inhibitrices des isozymes étudiées, se
sont révélés plus ou moins significativement actifs comparativement aux composés de réference
utilisés pour chaque iso-enzyme. L’inhibition de la phosphatase alcaline par les composés testés
était fonction de I’iso-enzyme (h-TNAP ou h-1AP) et du composé. Cependant, I’activité la plus
élevée était celle de la Bergénine 39 (N9-A4) a la fois contre les deux isozymes mais avec une
sélectivité pour la h-TNAP (Clsp = 1,62 + 0,01 uM) par rapport a la h-IAP (Clso = 12,86 £ 0,03
uM). Cette activité de la Bergénine 39 était significativement supérieure a celle du Levamisole
(Clso = 20,2 £ 1,9 uM) et de la L-phénylalanine (Clso = 80,2 £ 0,001 uM) composés de référence,
respectivement utilisés contre la h-TNAP et la h-IAP. L’activité la plus faible revenait par ailleurs
a la Catéchine 177 (Vr-2) contre les deux iso-enzymes. Le Vitellaroside 212 (Vr-4) a montré une
activité modérée contre les deux isozymes avec une légere préférence pour la h-1AP (Clso = 78,11
+ 3,70 uM) par rapport a la h-TNAP (Clso = 88,84 + 2,70 uM).
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Tableau 11.31 : Résultats de I’inhibition de I’activité enzymatique par les composés purs

a-Glucosidase

Phosphatase Alcaline

Composés h-TNAP h-1AP
Clso (UM)£SEM/% Inhibition
Alcene
Gaf-20 12,42 % / /
Alcools
Gae-15 13,5% / /
Gaf-22 42,32 % / /
Triterpénes
N8-C1 11,06 £ 0,14° / /
Gaf-4 16,75 % / /
Gaf-8 22,80 +2,31° / /
Gaf-24 1,72 +0,03° / /
Composés phénoliques
N9-A4 17,89 % 1,62 +0,01° 12,86 + 0,03
Vr-2 68,3 +1,25¢ 312,54 + 6,44° 777,47 + 18,55
Vr-5 4,30 +0,01° 121,44 £ 3,51° 47,95 +0,35°
N9-A2 5,35 £0,18° 236,39 + 4,82¢ 81,89 + 4,73¢
Glucosides
N9-A3 28,32 % 48, 24 £ 1,03° 75,11 +1,39¢
Vr-3 41,42 % 41,24 +1,33f 68,91 +2,19°
Sucres
Gag-4 28,58 % n.d. n.d.
Gae-7 22,32 % n.d. n.d.
Autres
Vr-4 32,62 % 88,84 + 2,70¢ 78,11 + 3,70°
NHR-2 44,6 % n.d. n.d.
Témoins positifs
Acarbose 234,6 +2,01' / /
Levamisole / 20,2 +1,9" /
L-phénylalanine / / 80,2 +0,001°

Les valeurs affectées de lettres différentes, different significativement au seuil de probabilité P < 0,05 (test

de Newman-Keuls).

11.4.5. Discussion

Il est important de préciser a priori que I’appréciation des activités a éte faite sur la base
d’une échelle relative en fonction du test effectué et du laboratoire dans lequel ce dernier a été
effectue, d’ou sa valeur plutdt comparative qu’absolue. Par ailleurs, rappelons qu’un résultat ob-
serve lors de I’évaluation de I’activité biologique d’un extrait brut ou d’une fraction enrichie est la
conséquence de I’activité intrinseque des composés actifs et de leur quantité relative dans I’extrait.
Ainsi, une activité avérée d’un extrait pourrait bien étre le reflet d’une faible quantité de consti-
tuants trés actifs que d’une grande quantité de constituants peu actifs. Les résultats de ce type

investigations doivent donc toujours étre analysés avec un esprit critique.
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Presque tous les extraits étudiés (76,19 %) ont réagi positivement au test anti-radicalaire
au DPPH. Ceci pourrait s’expliquer par la présence dans la plupart de ces extraits de nombreux
composés phénoliques dont I’activité anti-radicalaire a largement été documentée, mais également
des tanins et des triterpenes phénoliques (Rahman and Moon, 2007 ; Talla et al., 2016). Les profils
des activités anti-radicalaires obtenus (Tableau 11.27) révelent que la plante C. populnea comparée
a G. aqualla est de loin la plus active. A la limite de nos connaissances, c’est la premiére fois que
les extraits des écorces et graines de G. aqualla, et les extraits de feuilles et rhizomes de C. po-
pulnea sont investigués pour leur potentiel anti-radicalaire. Cependant, les résultats de I’activité
anti-radicalaire des tiges et racines de C. populnea ainsi que des feuilles de G. aqualla sont en
accord avec ceux obtenus par Akomolafe et al., (2013) pour le premier et par Simo et al., (2014)
pour les deux derniers, dans la mesure ou ils ont tous révélés le potentiel anti-radicalaire des tiges
et racines de C. populnea ainsi que des feuilles de G. aqualla. En effet, I’équipe d’ Akomolafe avait
démontré I’activité anti-radicalaire des tiges de C. populnea en évaluant la capacité de son extrait
aqueux a inhiber le radical DPPH, tandis que celle de Simo avait pu mettre en évidence le potentiel
anti-radicalaire plus élevé de I’extrait brut au MeOH des racines de C. populnea par rapport a celui
des feuilles de G. aqualla. Il a été établi que I’efficacité d’un composé en tant qu’anti-radicalaire
serait principalement due a la présence de certains sites potentiels au sein de sa structure. Ces
éléments structuraux établis par plusieurs auteurs (Van Acker et al., 1996 ; Aliaga and Lissi, 2004)
sont : la présence, le nombre et la position des groupement hydroxyles, la présence d’un systeme
conjugué, ainsi qu’une planéité de la molécule. En effet, I’efficacité d’un anti-radicalaire dépend
de la stabilité du radical qui se forme apres la réduction du DPPH. Cette stabilité résulte en outre
de la formation d’une ou de plusieurs liaisons hydrogénes, mais aussi et surtout des effets de con-
jugaison et de résonance qui permettent la délocalisation de I’électron non apparié. Une délocali-
sation importante de cet électron non apparié a d’ailleurs été corrélée avec une bonne activité anti-
radicalaire (Leopoldini et al., 2004). Ceci pourrait expliquer I’activité anti-radicalaire observée
pour certains composés de type chorophylle, sphyngolipides et autres acides gras insaturés..., et
par ricochet permettrait de comprendre I’activité observée (aussi faible qu’elle soit) pour certains
extraits dont le criblage phytochimique n’a révélé aucune trace de composes phénoliques. Bien
qu’étant une isocoumarine et donc un composé phénolique, la Bergénine 39 s’est révélée inactive
vis-a-vis du radical DPPH. Ce résultat corrobore avec ceux obtenus par les équipes de Uddin
(2014) et Khan (2016). Cette inactivité ne pourrait cependant pas s’expliquer par la these du
nombre de groupement —OH phénoliques, puisque le t-BHA utilisé ici comme second témoin po-
sitif a montré une activité anti-radicalaire tres élevée. Du point de vue structurale, la Bergénine 39
possede deux —OH phénoliques non adjacents puisque séparés I’un de I’autre par un groupement
—OCHs3 plus lipophile. Il a par ailleurs été démontré que plus un composé phénolique posséde des
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—OH adjacents, plus ce dernier sera anti-radicalaire. Ainsi donc, I’inactivité de la Bergénine 39
face au radical DPPH pourrait non seulement étre attribué a la non proximité de ses —OH phéno-
ligues mais également au fait que I’un de ses —OH phénoligques se situe entre le groupement mé-
thoxyle et celui glucoside. En effet, le glucoside étant un gros groupement pourrait causer une
géne stérique a I’approche du radical DPPH qui est aussi volumineux de par sa structure. En plus
donc des facteurs ci-dessus énumerés, I’activité anti-radicalaire d’un composé pourrait également
dépendre de I’encombrement stérique autour de ses —OH.

Les résultats des tests antimicrobiens révelent des réponses variables en fonction des
souches et du type de composés testés. Néanmoins, I’activité la plus élevée a été enregistrée pour
la Quercétine 8 (Vr-5) et la Bergénine 39 (N9-A4) contre P. aeruginosa. Cette souche était d’ail-
leurs la plus sensible (sensible a 75 % des composés testés) tandis que la souche isolat de S. typhi
était la plus résistante (sensible a 50 % des composés testés). Les résultats obtenus pour les com-
posés de la classe des alcanes et alcénes ne sont pas surprenants puisgqu’aucune activité antimicro-
bienne n’a déja été répertorié pour ce type de composés. Au vu des résultats obtenus pour les
composés de la méme famille, il serait illogique de faire une prédiction claire concernant la relation
structure-activité des différents métabolites secondaires vis-a-vis des microorganismes. A titre
d’exemple, certains auteurs ont reporté que les composés phénoliques ayant moins de groupements
—OH sont plus actifs sur les microorganismes (Chabot et al., 1992) ; d’autres par contre ont trouvé
que I’activité antimicrobienne des composés phénoliques augmente avec le nombre de groupement
—OH (Scalbert, 1991 ; Sato et al., 1996). Il est donc facilement remarquable qu’il n’y ait aucune
prédictibilité précise concernant le degré d”hydroxylation et la toxicité des composés phénoliques
envers les microorganismes. Par ailleurs, les différences de susceptibilité constatées pour un méme
composé avec des souches microbiennes différentes, seraient dues a certains facteurs intrinseques
spécifiques a chaque bactérie et levure. En effet, d’apres Takeo et al. (2004), les mécanismes d’ac-
tion des principes actifs peuvent varier d’une espéce a I’autre ou méme d’une souche a I’autre, ce
qui expliquerait les différences observées au niveau de la sensibilité au sein des especes de Can-
dida, des souches de Salmonella et des autres espéces de bactéries vis-a-vis des différents compo-
sés. Les résultats montrent d’un point de vue général une sensibilité notable des bactéries a Gram-
négatif par rapport aux levures. Ceci concorde avec les rapports de la littérature qui stipulent que,
les levures sont connues pour étre généralement plus résistantes a I’action des métabolites secon-
daires que les bactéries. Ce phénoméne serait en particulier dd aux différences de composition et
de perméabilité des parois cellulaires. En effet, la paroi des bactéries a Gram-négatif est constituée
en plus de la membrane plasmique, d’une membrane externe constituée de lipopolysaccharides,

de lipoprotéines et des phospholipides qui la rendent imperméable a la plupart des molécules. La
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surface des lipopolysacharides contient des charges négatives, qui empéchent la diffusion des mo-
Iécules hydrophobes, et les porines (lipoprotéines) blogquent le passage des molécules a haut poids
moléculaire (Kosani¢ et al., 2012 ; Manojlovi¢ et al., 2012). Cette enveloppe externe complexe
définit un espace périplasmique rempli d’enzymes qui dégradent les substances complexes pour
gu’elles puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques
toxiques (antibiotiques) (Labiod, 2016). Par ailleurs, des facteurs tels que I’acidité peuvent déran-
ger I’intégrité de la cellule et/ou la perméabilité de la membrane et ainsi favoriser I’inhibition de
la croissance des bactéries Gram-négatif (Georgantelis et al., 2007). La paroi des champignons et
des levures présente une perméabilité encore plus sélective, puisque formée majoritairement de
glycoprotéines et de polysaccharides tels que la Chitine, les glucanes et les mannanes (Bowman
and Free, 2006). Contrairement aux bactéries Gram-négatif, les levures sont acido-résistantes
(Kuete et al., 2004). Plusieurs parametres peuvent étre a I’origine de la présence ou de I’absence
de I’activité antimicrobienne. Parmi ceux-ci, on a: la méthode utilisée pour I’évaluation de cette
activité, la concentration du composé a tester, son degré de pureté, et sa toxicité a elle-méme. Au
cours de nos travaux, nous avons utilisé la méthode de microdilution en milieu liquide qui a pour
avantage la détermination précise de la CMI, et permet de s’affranchir des problémes de diffusion
souvent causés par I’hétérogénéité du milieu. L’action d’un métabolite secondaire sur la cellule
microbienne se déroule généralement en trois phases (Daferera et al., 2003) : d’abord I’attaque de
la paroi cellulaire, conduisant a une augmentation de sa perméabilité suivi de la perte de certains
constituants cellulaires ; Puis, I’acidification de I’extérieure de la cellule, entrainant le blocage de
la production de I’énergie cellulaire et la synthése des composants de la structure ; Enfin, la des-
truction pure et simple du matériel génétique conduisant a la mort du microbe. On comprend donc
mieux I’effet de la majorité des composeés sur les bactéries par rapport aux levures. Nos résultats
apportent de nouvelles informations et des informations complémentaires a celles de la littérature
en ce qui concerne les activités antimicrobiennes des composés connus. Cependant, il ne serait pas
judicieux de les comparer avec ceux présentés dans la littérature puisque les techniques utilisées
pour déterminer I’activité antimicrobienne de ces composés ainsi que leurs concentrations et les
souches microbiennes testées sont variées.

La plupart des études qui recherchent des extraits naturels susceptibles de contribuer au
traitement du DT2 se sont concentrées sur I’inhibition de I’a-glucosidase, car cette enzyme joue
un role dans la libération de glucose a partir du maltose et/ou du saccharose. Les inhibiteurs de
I’a-glucosidase ont ainsi été isolés a partir des ressources naturelles (microorganismes et plantes
médicinales). Chez les plantes, ce sont généralement des alcaloides, les terpénoides, les flavo-
noides, les composes phénoliques, les saponines, et méme les stéroides qui sont responsables de
cet effet (Yin et al., 2014). Le test d’inhibition de I’a-glucosidase s’est révélé positif pour 14 des
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15 extraits évalués (93,33 %). Tous les extraits de feuilles et racines de C. populnea ont montré
une activité élevée, ceci laisserait penser que certains constituants apolaires et/ou de polarité
moyenne de cette plante posséde une capacité a bloquer I’action de I’a-glucosidase. L’extrait
aqueux des écorces de la tige de C. populnea avait cependant déja montré des propriétés hypogly-
cémiantes (Geidam et al., 2004), traduisant ainsi de probables propriétés antidiabétiques que pos-
sederait la plante. Toutefois, les extraits de cette plante n’avaient jamais été évalués pour leur
potentiel inhibiteur de I’a-glucosidase. Cette capacité de C. populnea a inhiber I’a-glucosidase
pourrait étre attribuée a la présence dans la plante des composés phénoliques tels que le Resvératrol
49, I’Apigénine 5, ...etc. et des triterpénes a I’instar de I’ Acide ursolique 110, isolés des feuilles,
racines et tiges de la plante au cours de cette étude et dont le potentiel inhibiteur de I’a-glucosidase
a déja été démontré (Yinet al., 2014 ; Zeng et al., 2016 ; Zhang et al., 2017). Seuls les extraits de
feuilles de G. aqualla se sont révélés actifs vis-a-vis de I’a-glucosidase ; ceci pourrait étre attribué
a la présence dans ces extraits des triterpénes polyoxygénés a I’instar de I’Uvaol 219, de I’Acide
ursolique 110 et de I’Acide 19¢,23,24a-trinydroxyursolique 220 isolés ici et qui ont pour certains
(219 et 110) déja démontré leur potentiel inhibiteur de I’a-glucosidase (Morocho et al., 2018).
Cependant, il est a noter que I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase du méme composé peut étre
différente dans différents rapports, en raison du fait que I’inhibition de I’enzyme dépend des con-
centrations du substrat et de I’enzyme, de la concentration et du pH de la solution tampon, ainsi
que de la durée de I’incubation avec I’enzyme. A la limite de nos connaissances, c’est la premiere
fois que les extraits de G. aqualla sont évalués pour leurs potentiels inhibiteurs de I’a-glucosidase.

Parmi tous les composes dont I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase a été évaluée, seuls
ceux appartenant aux classes des triterpenes et des composés phénoliques étaient actifs. On a ce-
pendant noté I’inactivité de la Lupénone 37 (Gaf-4) et de la Bergénine 39 (N9-A4). L’inactivité
de la Bergénine 39 n’est pas surprenante puisqu’elle avait déja été signalée par Kashima et al.
(2013). Les résultats obtenus ici montrent d’avantage que pour un composé donné, la structure, la
position et le nombre de groupements —OH et/ou —COOH sont des facteurs déterminant pour une
bonne activité inhibitrice de I’a-glucosidase. Ceci est en accord avec les travaux de Proenca et al.
(2017) qui ont clairement démontré que la position ortho des groupements —OH des flavonoides
favoriserait I’interaction avec I’a-glucosidase et pourrait de ce fait étre responsable de I’effet inhi-
biteur plus élevé, tandis que la position meta de ces groupements —OH diminuerait la densité des
nuages électroniques résultant ainsi a une activité inhibitrice inférieure. En outre, la double liaison
entre les carbones C-2 et C-3, ainsi que la présence d’un —OH supplémentaire en position 3 des
flavonoides conduirait a une augmentation de cette activité (Proenca et al., 2017). La thése de la

position ortho des groupements —OH pourrait étre généralisé a tous les composés phénoliques et
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permettrait ainsi de mieux appréhender les activités observées pour les différents composés phé-
noliques évalués dans cette étude. De méme pour les triterpénes, il a été établi que le nombre et la
position des groupements —OH et aussi —COOH sur le noyau triterpénique seraient cruciaux pour
une bonne activité inhibitrice de I’a-glucosidase (Uddin et al., 2012). En effet, cette importance
des groupements —OH dans I’inhibition de I’a-glucosidase serait dde a la liaison hydrogéne et aux
interactions électrostatiques que ceux-ci établissent avec le site actif de I’enzyme (Uddin et al.,
2012). Notre étude démontre que le potentiel de C. populnea en tant qu’agent antidiabétique natu-
rel pourrait étre attribué a la coexistence de deux types de composeés actifs, dont les uns présente-
raient une activité anti-radicalaire et les autres, un effet inhibiteur de I’a-glucosidase. La combi-
naison de ces activités antioxydantes et inhibitrices de I’a-glucosidase de C. populnea rend cette
plante particuliérement prometteuse dans le traitement du diabete de type II.

Les phosphatases alcalines (PAs) sont des enzymes qui servent de marqueurs biologiques
en fournissant de nombreux renseignements pour le dépistage et le suivi de plusieurs maladies tlles
que le diabéte et les cancers a I’instar du cancer de la prostate, du cancer du foie, des o0s... En
raison des niveaux élevés de phosphatase alcaline observés chez certains patients atteints de dia-
bete, la découverte de composés aux potentiels non seulement antidiabétique mais qui suppriment
également les niveaux élevés de PAs, pourrait étre une idée révolutionnaire en diabétologie. En
effet, les niveaux élevés de PAs pourraient étre a I’origine des complications hépatiques, cardio-
vasculaires, rénales et osseuses (Sharma et al., 2014). L’inhibition de la phosphatase alcaline est
une nouvelle approche dans la prévention des complications du diabéte. Aussi, la recherche d’in-
hibiteurs de la phosphatase alcaline a partir des plantes médicinales est un nouvel axe de recherche.
La plupart des composés évalués ici I’ont été pour la premiére fois, a I’exception de la Quercétine
8 (\Vr-5) qui a déja été évalué pour son potentiel inhibiteur de la c-1AP et de la TNAP (Hashmi et
al., 2015). Aucune étude de structure-activité n’a déja été faite entre les différents isozymes de la
phosphatase alcaline et ses inhibiteurs d’origine naturelle. Néanmoins, tout comme dans le cas de
I’a-glucosidase, I’activité inhibitrice d’un composé vis-a-vis de chaque iso-enzyme de la phospha-
tase alcaline pourrait étre die non seulement a la présence et la position des groupements hy-
droxyles et carboxyles au sein de sa structure, mais également au type de squelette carboné de ce

COmposeé.
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Le diabéte par sa charge de morbidité et de mortalité constitue un probléme mondial de
santé publique et un lourd fardeau économique et social. Son ampleur est d’ailleurs reflétée par les
chiffres alarmants de I’OMS avec 425 millions de personnes atteintes et 4 millions de décés en
2017. C’est dans le cadre de la lutte contre ce fléau et ses complications que le présent travail qui
porte sur I’étude phytochimique et pharmacologique de Cissus populnea (Vitaceae), Gardenia
aqualla (Rubiaceae) et Vitellaria paradoxa (Sapotaceae), a €té entrepris avec pour principal ob-
jectif de trouver des candidats médicaments qui permettraient une prise en charge optimale du
diabéte. Le choix de ces espéces a principalement été fondé sur leurs utilisations en médecine
traditionnelle pour traiter le diabéte ainsi que certaines maladies infectieuses.

Différents procédés relatifs a la chimie des substances naturelles entre autres I’extraction
par maceration et au reflux, le criblage phytochimique, le fractionnement et la purification par des
méthodes chromatographiques, ainsi que la caractérisation des composés isolés a I’aide des tech-
niques spectroscopiques (RMN et SM), ont largement été utilisés pour cerner le contenu molécu-
laire de fagcon non exhaustive, des différents extraits de ces trois especes de plantes. Au terme de
I’étude phytochimique, 29 composeés ont été isolés a partir des extraits des espéeces de plantes mises
en étude et caractérisés au moyen des méthodes modernes de RMN et de la spectrométrie de masse.
Parmi ces composés, on dénombre 3 dérivés nouveaux, un cérébroside, un ester d’acide gras et un
alcéne aliphatique. Les autres composés tous connus, sont : des acétogénines (06), des composés
phénoliques (04 flavonoides, 01 stilbéne, 02 acides phénoliques, 01 isocoumarine), des terpé-
noides (10 triterpénes pentacycliques dont 01 de type lupane, 05 de type ursane et 04 de type
oléanane), des stéroides (01 stérol), des glucosides (03 glucosides stéroidiques), et b des cérébro-
sides (01). Tous les métabolites secondaires isolés des différentes parties de ces espéces de plantes
sont résumés dans le tableau 11.32. Cette variété structurale de la composition chimique des plantes
étudiées, témoigne de leur richesse en métabolites secondaires issus de diverses voix de biogénese.

Il est intéressant de mentionner que les composés tels que le 18-1sooléan-12-ene-3,11-dione
218, et le Méthyl-15a-a-hydroxyphéophorbide A 213 sont isolés pour la premiére fois dans le
genre Cissus, il en est de méme pour I’Uvaol 219 et I’ Acide 19a,23p,24a-trinydroxyursolique 220
dans le genre Gardenia.

Des transformations chimiques ont été effectuées sur le D-Mannitol 162 et sur la Catéchine
177. Nous avons ainsi réalisé I’acétalisation du D-Mannitol 162 conduisant au 1,2:5,6-di-O-iso-
propylidene-D-Mannitol 222 et la synthese d’une coumarinoflavanol, I’Acide 2-[(2'aS,10'aR)-
4'13',12'-trihydroxy-1',9'-diméthyl-7'-oxo-1',2'a,3',10'a-tetrahydro-3H-isochromeno[4,3-b] py-
rano[2,3-h]Jchromenyl] acétique 221, a travers la réaction de Pechmann.
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Tableau 11.32 : Récapitulatif de tous les métabolites isolés des plantes étudiées

SOURCE
NOM DE LA MOLECULE IDENTIFIEE C. populnea G. aqualla V. paradoxa

Ra Rh Ti Fe|Ec Fe Gr|BoisdeRa

ACETOGENINES (07)

Nonacosane 204 X
Pentapentaconténe 205 X
Docosanol 206 X
Heptatriacontanol 209 X
Nonacosanol 207

Octatriacontanol 210

Tétratriacontanol 208

CHLOROPHYLLES (01)

15a-a-hydroxyphéophorbide A méthyle ester 213 X
COMPOSES PHENOLIQUES (08)

Acide gallique 73 (acide phénolique) X X
Acide vanillique 214 (acide phénolique) X
Apigénine 5 (flavonoide) X

Bergénine 39 (isocoumarine) X X

Catéchine 177 (flavonoide) X
Quercétine 8 (flavonoide) X
trans-Resvératrol 49 (stilbéne) X

Vanilline 154 (aldéhyde phénolique) X
CEREBROSIDES (01)

Vitellaroside 212 X
ESTERS D’ACIDE GRAS (01)

Heptacosanoate de heptadécyle 211 X

GLUCOSIDES STEROIDIQUES (02)

Daucostérol 215 X X X
34-O-D-Glucopyranosyl-f-spinastérol 178 X
STEROIDES (01)

p-Sitostérol 216 X X X X X X X
SUCRES (02)

D-Mannitol 162 X X
D-Mannitol acétate 217 X

TRITERPENES PENTACYCLIQUES (06)

18-Isooléan-12-éne-3,11-dione 218 X

Acide 19a,23f,240-trihydroxyursolique 220 X

Acide oléanolique 97 X X

Acide ursolique 110 X X X

Lupénone 37 X

Uvaol 219 X

En gras et italique : produits nouveaux. Ra : racines ; Rh : rhizomes ; Ti : tiges ; Fe : feuilles ; Ec : écorces ; Gr : graines.

X X X

L’activité antioxydante des différents échantillons des espéces C. populnea et G. aqualla a
été évaluée par la méthode de réduction du radical libre DPPH. Les résultats ont montré que I’ex-
trait brut au MeOH des rhizomes de C. populnea présentait I’activité antiradicalaire la plus elevée.
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Quantitativement, I’évaluation du contenu en polyphénols totaux de cet extrait a révélé la présence
d’une quantité moyennement importante en polyphénols.

Les résultats de I’évaluation de I’activité antimicrobienne indiquent que la plupart des com-
posés a montré des activités antibactériennes remarquables, allant de faibles a significatives selon
la souche de bactéries et le type de composés. Toutefois, I’activité la plus significative a été ob-
servée pour la Quercétine 8 et la Bergénine 39 contre P. aeruginosa. Pour ce qui est de I’activité
antifongique, I’Acide 19a,234,24a-trinydroxyursolique 220 était le plus actif de tous les composés
testés avec un effet fongicide modérée contre chacune des souches de champignons utilisées.
Parmi tous les autres composes testés, seuls le Docosanol 206, et le 35-O-D-Glucopyranosyl-4-
spinastérol 178, présentaient de faibles activités en fonction des souches de champignons.

Les tests de détection des activités inhibitrices de I’a-glucosidase ont été effectués sur les
extraits de C. populnea et de G. aqualla, ainsi que sur certains des produits isolés des trois plantes
étudiées. D’une maniére globale, les extraits de C. populnea ont montré des activités significati-
vement supérieures a celles des extraits de G. aqualla, I’extrait brut au MeOH des racines de C.
populnea s’avérant étre le plus actif avec une Clso de 0,33 + 0,04 pg.mL™. Parmi les composés
isolés et testés pour cette activité, I’Acide 19a,23p,24a-trihydroxyursolique 220 avait I’activite la
plus élevée (Clso de 1,72 £ 0,1 uM), significativement (p < 0,05) supérieure a celle de I’Acarbose
(234,6 = 2,01 uM), compose de référence.

La mise en évidence d’inhibiteurs de la phosphatase alcaline, a montré que tous les com-
posés évalués ce sont révélés plus ou moins significativement actifs comparativement aux compo-
sés de référence utilisés, en fonction de I’isoenzyme. L’inhibition de la phosphatase alcaline par
les composés testés variait selon I’isoenzyme (h-TNAP ou h-1AP) et selon les composés. Néan-
moins, I’activité la plus élevée a été enregistrée pour la Bergénine 39 a la fois contre les deux
isozymes mais avec une sélectivité pour la h-TNAP (Clso = 1,62 £ 0,01 uM) par rapport a la h-
IAP (Clso = 12,86 + 0,03 uM).

Il apparait au vu de ce travail, que la plupart des activités des molécules évaluées ici sem-
blent étre influencées par la présence des fonctions carboxyles et hydroxyles. Le type et la position
des hydroxyles sont donc déterminants dans I’observation ou non des effets escomptés, tout
comme le nombre de groupement carboxyles.

L’isolement dans ces trois plantes, des composés a I’instar des Acides ursolique 110 et
oléanolique 97, du trans-Resvératrol 49, ...etc., aux propriétés deja connues allant de anti-inflam-
matoires, a antivirales en passant par celles antiplasmodiales, antimicrobiennes et anti-tumorales,
pourrait justifier I’emploi de ces plantes en médecine traditionnelle dans le traitement de certaines

affections telles que le cancer, le paludisme, les maladies microbiennes...etc.
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Notre étude sur C. populnea, G. aqualla et V. paradoxa, a en particulier nettement contri-
bué a la connaissance et a I’enrichissement des données bibliographiques sur la composition phy-
tochimique de ces trois espéces de plantes, et a en général permis de valoriser la flore camerou-
naise. Elle a en outre démontré I’intérét de ces plantes comme source de nouveaux produits natu-
rels aux activités biologiques et pharmacologiques prometteuses, certaines de ces activités ayant
permis de faire un rapprochement avec I’utilisation traditionnelle de ces plantes. Cette étude est
cependant loin d’étre complete, certains points qui ont émergés au cours de ce travail doivent étre
améliorés a I’avenir. Les principales orientations sont les suivantes :

- Alla lumiere des résultats obtenus, nous pensons que d’autres analogues triterpéniques po-
lyoxygénés, et ou polyphénoliques dont certains potentiellement inédits, restent a isoler. Ainsi, il
serait sans doute judicieux de poursuivre les fractionnements afin d’isoler, de purifier et d’identi-
fier d’autres métabolites secondaires contenus dans les fractions restantes ;

- Poursuivre les modifications structurales sur I’intermédiaire de synthese 1,2:5,6-di-O-iso-
propylidene-D-Mannitol 222, et sur d’autres composés en quantité suffisante, dans I’optique de
potentialiser leurs activités biologiques.

- Les mécanismes d’actions des composés contre diverses bactéries et champignons étant
complexes et parfois spécifiques (Takeo et al., 2004), il serait intéressant de déterminer le mode
d’action des composés les plus actifs pour pouvoir déterminer les sites sur lesquels agissent ces
molécules, d’autant plus qu’elles sont connues pour diverses autres activités ;

- Ladetermination du type d’inhibition mis en jeu : compétitif, incompétitif, non compétitif
ou mixte, pour chacun des composés ayant présenté I’activité la plus élevée sur I’une ou I’autre
des enzymes étudiées (a-glucosidase ou phosphatase alcaline) devrait étre envisagé. Il en est de
méme pour des études de modélisation moléculaire et celles de la relation structure-activité. Par la
suite, il serait également intéressant de faire des essais cellulaires puisque le passage membranaire
constitue une étape indispensable pour un bon inhibiteur.

- L’a-glucosidase est une enzyme impliquée dans certains troubles métaboliques aboutissant
au DT2 qui prend de plus en plus de I’ampleur dans notre société. C’est pourquoi cette voie devrait
étre plus explorée au vu des résultats obtenus. Il faudrait aussi élargir I’étude du spectre des acti-
vités biologiques de ces trois plantes (contre d’autres bactéries et champignons, contre les insectes,
aux activités cytotoxiques, anti-inflammatoires, antivirales, anti-nociceptives, antiplasmodiales,
...etc.).

- Faire des essais de mise sur pieds des MTAs antidiabétiques a partir des extraits les plus
actifs de chacune des différentes plantes étudiées.
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Notre travail expérimental concernait principalement I’étude phytochimique de trois es-
péces de plantes a savoir Cissus populnea (Vitaceae), Gardenia aqualla (Rubiaceae) et Vitel-
laria paradoxa (Sapotaceae). Il avait pour but de contribuer a la lutte contre le diabéte et cer-
taines de ses complications, a travers I’isolement et la caractérisation des molécules bioactives
présentes dans les plantes étudiées. Pour ce faire nous avons procédé a la récolte, I’extraction,
au fractionnement et a la purification des différents phytoconstituants en utilisant diverses tech-
niques chromatographiques (CC, CCM). Les métabolites secondaires isolés ont par la suite été
analysés et caractérisés principalement par des techniques de spectrométrie de masse (SM) et
de Résonance Magneétique Nucléaire (RMN) monodimensionnelle et bidimensionnelle. Ces
données ont été dans certains cas, complétées par la prise des points de fusion. Le travail s’est
terminé par I’évaluation des propriétés biologiques de quelques extraits et composeés isolés.

I11.1. Matériel végétal
111.1.1. Récolte, séchage et broyage

Les trois plantes médicinales C. populnea, G. aqualla, et V. paradoxa qui ont fait I’objet
de cette etude ont été récoltées en Septembre 2014 dans I’arrondissement de Ngaoundéré 3°
(Département de la Vina, Région de I’Adamaoua). Elles ont €té identifiées botaniquement par
M. Victor Nana, Botaniste a I’Herbier National de Yaoundé, Cameroun (HNC).

Les parties étudiées de C. populnea ont été récoltées dans I’enceinte du campus univer-
sitaire de Ngaoundéreé sis a Dang. Un échantillon de référence se trouve a I’Herbier National de
Yaoundé, Cameroun (HNC) au N° 36962/HNC.

Les parties de G. aqualla ont été récoltées dans la localité de Borongo située a environ
2 Km de Dang sur la route Ngaoundéré-Garoua. Un échantillon est enrégistré a ’'HNC de
Yaoundé au N° 36894/HNC.

Les parties de V. paradoxa ont été récoltées dans la localité de Dang. Un échantillon de
la plante est également enregistré a ’HNC de Yaoundé au N° 50216/HNC.

Le matériel végétal a été découpe, séché a I’air libre pendant 3 a 4 semaines. Les plantes

ont ensuite été broyées finement pour étre soumises a des extractions.

111.1.2. Extraction et isolement

Au sein de notre Laboratoire des Substances Naturelles et Valorisation N°3 de I’Uni-
versité de Yaoundé 1, la méthode d’extraction de routine employée est la macération. Elle se
fait soit par un solvant (MeOH) ou un mélange de solvant (CH2Clz/MeOH, 1:1 ; MeOH/Hz0,
8:2 ; EtOH/H,0 7:3), suivi du partitionnement avec I’hexane, I’AcOEt et le n-BuOH ; soit sé-

quentiellement avec I’hexane, I’AcOEt et le MeOH. La quantité de solvant est fonction de celle
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de la matiére végétale, dans notre cas, on utilise généralement 3 L de solvant pour 1 Kg de
poudre. L’extraction est effectuée sous agitation fréquente pendant 48 & 72 heures.

111.1.2.1. Extraction et isolement des composés des racines, tiges et feuilles de C. populnea

L’intérét porté sur C. populnea vient du fait qu’elle est utilisee en médecine tradition-
nelle dans le traitement du diabéte, et qu’aucune étude phytochimique de la plante n’avait
jusqu’au début de ce projet été rapporté dans la littérature.

111.1.2.1.1. Extraction et isolement des composés a partir des racines de C. populnea

Apres récolte, séchage et broyage, la poudre de racines (2 Kg) de C. populnea a été
extraite par macération au MeOH conduisant a 209,35 g d’extrait brut (N9). Une partie de cet
extrait brut au MeOH (150 g) a successivement été épuisée a I’hexane, au CHCIs, a I’ AcOEt et
au n-BuOH. Aprés concentration et évaporation des différents solvants, les phases organiques
ont donné 7,12 g ; 3,82 g ; 27,96 g et 90,09 g respectivement. La fraction résiduelle avait une
masse de 21,01 g. L extrait a I’AcOEt (N9-A ; 26,94 g) a par la suite été soumis a des fraction-
nements par chromatographie sur colonne (CC) de gel de silice 60 (70-230 mesh, ASTM).
L’élution s’est faite avec des polarités croissantes des mélanges de solvants Hex/CHCls,
CHCIs/AcOEt, et AcOEt/MeOH. Dans chaque cas, des fractions de 250 mL ont été recueillies
et rassemblées sur la base de leurs profils CCM (Tableau 111.1).

Tableau I11.1 : Chromatogramme de I’extrait N9-A

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
1-9 Mélange de composés
N9-AQ (poudre blanche, 5 m récipite. Soluble
CHCl; 100% 10-13 N9-AA | dans le ((F:)H(:ls il présente ung)tgche ?/iolette aun
Rf de 0,26 dans le CHCl.
14-22
CHCI3s/AcOEt 10% 23-34 Meélange de composés
35-46

N9-Al (15 mg) précipite sous forme de poudre
blanche. Soluble dans le MeOH, il présente sur
N9-AB | CCM une tache orange a un Rf de 0,77 dans
Hex/AcOEt 70%. Il est UV-visible.

CHClsz: AcOEt 30% 47-54

55-70 . .
175 Mélange de composés
CHCIs/AcOEt 50% 76-88 Mélange de composés
89-94 N9-A2 (38 mg) précipite sous forme de poudre
95-97 beige. Présentant une tache grise sur plaque CCM

a un Rfde 0,71 dans I’AcOEt et est UV-visible.
98-104 Mélange de composés

N9-AC N9-A3 (20 mg) précipite sous forme de poudre
blanche. Il est soluble dans le CHCls/MeOH 1:1.
Il présente une tache violette sur plaqgue CCM a
un Rf de 0,57 dans AcOEt/MeOH 10%.

CHCIs/AcOEt 70%
105-114
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115 Mélange de N9-A3 + N9-A4
N9-A4 (875 mg) poudre blanche précipite. So-
116-131 luble dans le MeOH, il présente une tache verte
O )
ACOEL 100% sur plaque CCM apreés révélation & H.SO4 50%
N9-AD | puis chauffage. Son Rf est de 0,4 dans I’ AcOEt.
iigigz Mélange complexe de 2 composés
. 0 -
AcOEt : MeOH 10% 157-162
AcOEt/MeOH 30% 163-175 N9-AE | Mélange de composés
AcOEt/MeOH 50% 176-194
AcOEt/MeOH 70% 195-203 o .
MeOH 10% 204212 N9-AF | Trainées de composés

111.1.2.1.2. Extraction et isolement des composés a partir des feuilles de C. populnea

Les feuilles de C. populnea ont pratiquement subi le méme traitement que ses racines.

En effet, la poudre seche (3 Kg) de feuilles a été extraite par macération au MeOH conduisant

ainsi a 315 g d’extrait brut indexé N8. Une partie de cette extrait N8 (165,5 g) a subi des épui-

sements successifs a I’hexane, au CHCIs, a I’ AcOEt puis au n-Butanol aboutissant respective-
ment & 18,79 g (N8-H) ; 11,17 g (N8-C) ; 23,81 g (N8-A) ; et 29,25 g (N8-B) d’extrait. Seuls
les extraits N8-H et N8-C ont été fractionnés. Les CC sur gel de silice 60 (70-230 mesh) de 15

g et de 9,87 g des extraits N8-H et N8-C respectivement ont conduit a I’isolement de six com-

poses dont 3 pour chaque extrait selon les chromatogrammes ci-apres (Tableau 111.2 et 111.3).

Tableau I11.2 : Chromatogramme de I’extrait N8-C

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
Hex 100% 1-39 Mélange huileux
Hex/AcOEt 5% 40-60 N8-HA . .
61-69 Mélange de composés
Hex/ACOEL 10% 70-83 Mélange huileux
Hex/AcOEt 15% 84-103
Hex/AcOEt 20% 104-108 NE-HB Mélange de composés
109-127
Hex/AcOEt 25% 128-139
N8-H3 (75 mg) précipite sous forme de poudre
140-141 verte soluble dans le C\HCls. Il présente une tache
Hex/ACOEL 25% N8-HC \{erte sur plague CCM a un Rf de 0,50 dans le sys-
téeme Hex/AcOEt 30%
142-144 Mélange de composes dont N8-H3
149-158
Hex/AcOEt 30% 159-180 . .
Hex/ ACOEL 50% 181200 N8-HD | Mélange de composes
AcOEt 100% 200-210
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Tableau I11.3 : Chromatogramme de I’extrait N8-C

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
Hex 100% 1-31 Mélange huileux
Hex/AcOEt 10% 32-46
Hex/AcOEt 20% 47-61 NB-CA Meélange de composés
62-63
Le composé N8-C1 (6 mg) précipite sous forme
0 de poudre blanche soluble dans le MeOH. Il pré-
Hex/AOEL 30% 64-65 sente une tache violette sur plaque CCM a un Rf
NS-CB de 0,48 dans le systéme Hex/AcOEt 30%
66-81
Hex/AcOEt 40% 82-94 Mélange de composés
Hex/AcOEt 60% 95-101
102-119
Hex/ACOEL 80% 120-128 N8-CC | Mélange complexe de 2 composés
129-137 Mélange de composés
AcOEt 100% 138-148 NS-CD Meélange complexe de 2 composes
149-158 Mélange de composés
AcOEt/MeOH 10% 159-182
AcOEt/MeOH 20% 183-212 N8-CE | Trainées de composés
AcOEt/MeOH 50% 213-233

111.1.2.1.3. Extraction et isolement des composés a partir des tiges de C. populnea

La poudre de tige (1 Kg) a été extraite au MeOH a froid pendant 72 heures. L’extrait

brut obtenu, indexé N10 (105 g) a été dissout partiellement dans 500 mL d’eau distillée et par-
titionné avec 500 mL d’hexane, 500 mL d’AcOEt et 500 mL de n-BuOH dans une ampoule a

décanter. Les phases organiques ont apres concentration et évaporation des différents solvants,
conduit a 15,1 g (N10-H) ; 12,0 g (N10-A) et 25,6 g (N10-B) d’extraits respectivement. Les
extraits N10-H (12 g) et N10-A (8 g) ont été soumis a des CC de gel de silice 60 (70-230 mesh,
ASTM) pour conduire a 6 composés selon les chromatogrammes ci-apres :

Tableau I11.4 : Chromatogramme de I’extrait N10-H

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
Hex 100% 1-21 . .
935 Mélange de composés
Le composé NYR-1 (7 mg) précipite sous forme
Al
Hex/ ACOEL 10% 36-38 delpoudre blanche soluble dans le chloroform\e. Il
présente une tache violette sur plaque CCM a un
Rf de 0,55 dans le systéme Hex/AcOEt 15%
39-50 Mélange de composes dont NYR-1
Hex/AcOEt 20% 51-62 A2
76-78
Hex/AcOEt 30% =990 Meélange de composés
Hex/AcOEt 50% 101-111 A
112-139
Hex/AcOEt 70% 140-166 Ad Trainées de composés
AcOEt 100% 167-175
AcOEt/MeOH 20% 176-179
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Tableau I11.5 : Chromatogramme de I’extrait N10-A

Systéme d’élution Fractions Series Observations
Hex 100% 1-15
Hex/CH>Cl, 10% 16-27
Hex/CH.Cl, 15% 28-50 N10-AA Mélange de composés
Hex/ CH>Cl, 30% 51-65
CH,Cl, 100% 66-82
Le composé NYR-5 (15 mg) précipite sous
) forme de poudre verte soluble dans le MeOH.
CHzClo/ACOEt 70% 83-90 NIO-AB 1) présente une tache jaune sur plague CCM a
Rf = 0,75 (CH,CL/ACOEt 75%)
CHCl,/AcOEt 75% 91-116
117-125
0,
CHCL/IACORL80% | — 27735 N10.AC | Mélange de composés
AcOEt 100% 131-145
ACOEYUMEOH 5% o025
- N10-AD | Trainées de composés
MeOH 100% 160-170 P

111.1.2.2. Extraction et isolement des composés a partir des graines, feuilles, et écorces de

G. aqualla

111.1.2.2.1. Extraction et isolement des composés a partir des graines de G. aqualla

Les graines séchées de G. aqualla ont été écrasées en fine poudre et extraites par macé-
ration, successivement avec de I’AcOEt puis avec du MeOH. 40 g de I’extrait au MeOH a été
fractionné par CC ouverte de gel de silice 60 (70-230 mesh, ASTM), en utilisant un gradient
d’Hex/AcOEt puis d’ AcOEt/MeOH de polarité croissante. Des fractions de 300 mL sont re-
cueillies et rassemblées sur la base de leur profil CCM (Tableau I11.6).

Tableau 111.6 : Chromatogramme de I’extrait de graines de G. aqualla

Eluant Fractions | Séries Observations
Hex 100 % 1-15 Mélange d’huiles
Hex/AcOEt 20 % 16-65 Gl Mélange de composés
Gag-1 (4 mg, poudre blanche) précipite. Soluble
66-71 dans le CHCIs, il présente une tache violette a un
G2 Rf de 0,70 (CH2Cl2/AcOEt 85%).
Hex/ ACOEt 30 % 72-82 Mélange de comp(’Js-és.
Gag-2 (3 mg) precipite sous forme de poudre
83-90 blanche soluble dans le MeOH. Il présente une
tache violette a un Rf de 0,68 (CH.Cl,/AcOEt
G3 | g500).
92-106
Hex/AcOEt 50 % ig;igé Mélanges de composés
Hex/AcOEt 70 % 169-178
G4 l(;l9-Ai3 SI rr(1)gH ppludre blanche) préhcipitel. Soluble
ans le MeOH, il présente une tache violette a un
ACOEL 100 % 179-185 RF de 0,81 dans CH,Ch/ AOE 85
186-198
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Hex/AcOEt 10 % 199-235 Mélanges de composés

G5 Gag-4 (204 mg, paillettes blanches) précipite.
AcOEt/MeOH 20 % 236-260 Soluble dans le H.O, il présente une tache vio-
lette a un Rf de 0,78 dans CH,CIl./AcOEt 85%

261-315
AcOEt/MeOH 30 % 316-340
AcOEt/MeOH 50 % 341-408

MeOH 100 % 409-418

G6 Mélange de composés

G7 Trainées de composes

% Traitement de la sous-fraction G2
La sous-fraction G2 (0,15 g) a été rechromatographiée sur colone de gel de silice 60
(70-230 mesh, ASTM), conduisant au composé Gag-6 (7 mg) obtenu sous forme de poudre
blanche a Hex/AcOEt 20%. Son Rf est de Rf de 0,73 dans le systeme CH,Cl>/AcOEt 85%.

111.1.2.2.2. Extraction et isolement des composés a partir des feuilles de G. aqualla

Les feuilles séchées et broyées (3 Kg) de G. aqualla ont été extraites par I’ACOEt puis
par le MeOH. 104,5 g d’extrait a I’ AcOEt et 63,72 g d’extrait au MeOH ont été obtenus. L’extrait
au MeOH (50 g) a été fractionné sur une colonne ouverte de gel de silice 60 (70-230 mesh,
ASTM) en suivant un gradient Hex/AcOEt de polarité croissante (1:0 & 0:1). Les fractions de
300 mL ont été collectées et rassemblées sur la base de la CCM analytique (Tableau I11.7).

Tableau I11.7 : Chromatogramme de I’extrait au MeOH des feuilles de G. aqualla

Eluant Fractions | Séries Observations
Hex/AcOEt 5 % 1-39 G8 Mélange d’huiles
40-42 Mélange de composés
Gaf-1 (6 mg, poudre blanche) précipite. Soluble dans le
Hex/ AcOEt 10 % 43-47 G9 CHQIg, il est non UV-visible et a un Rf de 0,41 dans le
systeme Hex/AcOEt 10%.
48-61 Mélange de composés
62-103

104-112 G10 Mélange de composés dont un majoritaire

N8-C1 (55 mg, poudre blanche) précipite. 1l présente
113-119 une tache non UV-visible & un Rf de 0,56 dans le sys-

0,
Hex/ACOEL 15 % G11 teme Hex/AcOEt 30%, et est soluble dans le CHCls.
120-209
Hex/AcOEt 35 % 210-259
Hex/AcOEt 55 % | 260-290 Meélange de composés

Hex/AcOEt 80 % 291-366
AcOEt 100 % 367-411 G12

» Traitement des fractions de la série G10
La série G10 (0,32 g) a été soumise a une CC répétitive sur gel de silice 60 (70-230
mesh, ASTM) avec comme solvant d’élution le mélange Hex/CH2Cl, 10%, pour donner 75 mg
du composé Gaf-4, qui se présente sous forme de poudre blanche et est soluble dans le CHCls.

Il est non UV-visible et présente une tache a un Rf de 0,74 dans le systtme Hex/AcOEt 5%.
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» Traitement de la série G11
La série G11 (1,56 g) a été chromatographiée sur colonne de silice avec le mélange
Hex/AcOEt en mode gradient de polarité. La fraction éluée avec le systéeme Hex/AcOEt 15% a
permis I’obtention de 8 mg du composé Gaf-8 sous forme de poudre blanche soluble dans le
CHCI; (Rf de 0,67 dans le systéeme Hex/AcOEt 30%).

La partie a I’AcOEt (50 g) des feuilles de G. aqualla a également été fractionnée comme
précédemment par des CC de gel de silice 60 (70-230 mesh, ASTM) pour donner 3 composes
purs (Gaf-20, Gaf-22 et Gaf-24) a partir de la colonne principale et 10 fractions G13-G22 sur
la base des profils obtenus par CCM (Tableau 111.8).

Tableau 111.8 : Chromatogramme de I’extrait a I’ AcOEt des feuilles de G. aqualla

Systeme d’élution | Fractions Séries Observations
1-4 Rien
Gaf-20 (68 mg) précipite sous forme de solide
Hex 100 % 5-23 G13 blanc brillant. 1l est soluble dans le CHClIs et a un
Rf de 0,61 (Hex)
50-52 . .
£3.55 Mélange de composés
Gaf-22 (90 mg, poudre blanche) précipite et est so-
Hex/AcOEt 5% 56-70 G14 luble dans le CHCls. Rf = 0,52 (Hex/AcOEt 5%)
71-75
76-85
G15 . .
- Mélange de composés
Hex/AcOEt 10% 86-87 g P
88-126 G16
127
Hex/AcOEt 20% 128-129 G17 Meélange de Chlorophylles
130-172
Hex/AcOEt 30% 173-196 G18 | Mélange de composeés
Hex/AcOEt 40% 197-209
210-215 G19 Mélange de composeés dont deux majoritaires
Hex/ACOEt50% | 216-242 g P J
243-262 Mélange de deux composés Gaf-24 +Gaf-25
G20 Gaf-24 (19 mg, poudre blanche) précipite et est so-
Hex/AcOEt 70% 263-264 luble dans le MeOH. Rf = 0,74 dans AcOEt/MeOH
10%.
;ggg;g G21 | Mélange de composés
. -
ACOEL 100 % 291-307 G22 Mélange de composés dont un majoritaire

% Traitement de la série G13 (0,42 g)
De cette fraction, nous avons obtenu le composé Gaf-26 (6,81 mg) aprés CC de silice
60 (70-230 mesh, ASTM) dans la fraction obtenue a Hex/AcOEt 2,5%. Il se présente sous forme
de poudre blanche.
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111.1.2.2.3. Extraction et isolement des composés a partir des écorces de G. aqualla

Les écorces découpées, séchées et broyées, ont donné 1 Kg de poudre qui a subi une
macération successive dans I’hexane, I’AcOEt puis le MeOH, pendant 3x72 h pour chaque sol-
vant. La filtration et I’évaporation sous pression réduite des solutions résultantes, a conduit a
6,74 g d’extrait a I’hexane ; 9,42 g d’extrait a I’AcOEt et 83,83 g d’extrait au MeOH. L’extrait
au MeOH (50 g) apres fixation au gel de silice, a été assujetti a la CC de gel de silice 60 (70-
230 mesh, ASTM). Le systéme d’élution utilisé était le mélange Hex/AcOEt de polarité crois-
sante suivi du mélange AcOEt/MeOH de polarité croissante. Les fractions de 300 mL ont été
collectées et rassemblées sur la base de la CCM analytique (Tableau 111.9).

Tableau 111.9 : Chromatogramme de I’extrait au MeOH des écorces du tronc de G. aqualla

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
Hex 100% 1-16 Mélange huileux
G23 Gae-2 (5 mg) précipite sous forme de poudre
0, -
Hex/ACOEL 10% 17-53 blanche soluble dans le CHCla.
Hex/AcOEt 20% 54-121
Hex/AcOEt 40% 122-199 G24 Mélange de composés
200-213
214-241
Hex/AcOEt 50% Le composé Gae-4 (6 mg) précipite sous forme

242-253 G25 de poudre blanche soluble dans le CHCIs. 1l a
un Rf de 0,51 dans Hex/AcOEt 15%

Hex/AcOEt 60% 254-259 Mélanges de composés
Hex/AcOEt 80% 286-320
Le composé Gag-4 (53 mg) précipite sous
Hex/AcOEt 90% 321-366 G26 forme de poudre blanche soluble dans le
DMSO. Il a un Rf de 0,49 dans AcOEt/MeOH
20%
ACOEL 100% 367-391 Meélange de composés
392-399

Le composé Gae-7 (10 mg) précipite sous forme
AcOEt/MeOH 10% 400-402 de poudre blanche. Soluble dans le DMSO il a
un Rf de 0,63 dans AcOEt/MeOH 20%

403-407 G27 Mélange de composés dont Gag-4 (203 mg) ma-

408-426 joritaire qui précipite sous forme de poudre
AcOEt/MeOH 20% 427444 blanche
AcOEt/MeOH 40% 445-510 Mélanges de composés

AcOEt/MeOH 60% 511-556
AcOEt/MeOH 70% 557-580

G28 Trainées de composes

% Traitement de la série G25
La série G25 de masse 1,96 g a subi une CC de gel de silice 60 (70-230 mesh, ASTM)
en utilisant I’hexane avec un gradient d’ AcOEt comme solvant d’élution. Des fractions de 50
mL sont recueillies et réunies sur la base de la CCM analytique (Tableau 111.10).
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Tableau 111.10 : Chromatogramme de la série G25

Systeme d’élution | Fractions | Séries Observations
Hex 100% 1-16 G25-A | Mélange huileux
Le composé Gael4 (7,2 mg) précipite sous forme de
17-18 G25-B poudre blanche soluble dans le CHCls. Il posséde un
Rf de 0,62 dans le systeme Hex/AcOEt 10%
19-20 Mélange de composés
Hex/AcOEt 10% Le composé Gae-15 (14,1 mg) précipite sous forme
21-22 de poudre blanche soluble dans le CHCIs. Son Rf est
G25-C | de 0,33 dans le systeme Hex/AcOEt 15%.
23-24 Mélange de deux composés Gael5
25-28 Mélange de trois composés
Hex/AcOEt 20% 29-45 Mélanae de composés
Hex/AcOEt 30% 46-70 G25-D 9 P
Hex/AcOEt 40% 71-100 Longue trainée

111.1.2.3. Extraction et isolement des composés a partir du bois de racine de V. paradoxa

1 Kg de poudre de bois de racines de V. paradoxa, a été extrait par macération au MeOH
(10 L) pendant 72 h, conduisant & 189,6 g d’extrait brut au MeOH (N12) qui par la suite ont été

repris dans de I’AcOEt jusqu’a épuisement, aboutissant ainsi a 26,8 g d’extrait a I’ AcOEt (N12-

A). 20 g de cet extrait a I’AcOEt a été fractionnée comme précédemment par CC de gel de silice
60 (70-230 mesh, ASTM) conduisant a I’obtention de 3 composés (Vr-2, Vr-4 et Vr-5) a partir
de la colonne principale et quatre fractions N12-A1 a N12-A4 (Tableau I11.11). La purification

des trois premieres d’entre elles, toujours par la CC de silice 60 (70-230 mesh, ASTM) a permis

I’isolement supplémentaire de deux composés (Vr-3 et Vr-6).

Tableau I11.11 : Chromatogramme de I’extrait N12-A

Systeme d’élution Fractions Séries Observations
1-21 Mélange de composés
Le composé Vr-2 (120 mg) précipite sous forme de
V1 oudre blanche soluble dans le MeOH. Il présente
ACOEL 100% 22 Ene tache jaune a un Rf de 0,67 dans le Fs)ystéme
Hex/AcOEt 60%.
23-47 Mélange de composés
Le composé VR4 (6 mg) précipite sous forme de
48-53 poudre blanghe. Soluble dans le MeOH, il présente
ACcOEt/MeOH 2% une tache violette a un Rf de 0,57 dans AcOEt
V2 /MeOH 2%
54-59 . ,
50-61 Mélanges de composes
Le composé VR5 (3,75 mg) précipite sous forme de
ACcOEt/MeOH 5% 62-69 poudre jaune soluble dans le MeOH. Rf = 0,52 dans
AcOEt/MeOH 5%
70-77 V3 . ]
AcOEUMeOH 10% | 78-109 Mélange de composes
AcOEt/MeOH 30% 110-121
AcOEt/MeOH 50% 122-133 V4 Trainées de composés
AcOEt/MeOH 85% 133-150
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% Traitement de la série V2 (0,58 g)
Le traitement de cette série par chromatographie sur colonne de gel de silice 60 (70-230
mesh, ASTM), avec pour éluant I’AcOEt 100% a abouti au composé VR-3 (7 mg).

% Traitement de la série V3 (2 g)

Cette série a été soumise a une CC de gel de silice 60 (70-230 mesh, ASTM), éluée avec
un mode gradient de polarité croissante du systéeme Hex/AcOEt (7:3 2 0:1). Des précipités bruns
obtenus a Hex/AcOEt 80% ont été recristallisés dans du MeOH puis passés sur une colonne de
Sephadex LH-20 éluée par un mélange isocratique MeOH/H20 10% conduisant ainsi a 18 mg
du composé N9-A2, présentant une tache jaune a un Rf de 0,44 dans CHCIls/MeOH/H.0
(7:3:0,2).
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111.1.3. Caractéristiques physiques et spectroscopiques de tous les composés isolés
1. Gae-2: Nonacosane 204

Solide amorphe blanc NN IS

P.F.:50-51°C

TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 409,3 calc. pour C29Hso

RMN H (CDCls, 500 MHz) : 6 0,91 (6H, t, J = 7,0 Hz, 3H-1, 3H-29), 1,59 (4H, m, 2H-2, 2H-
28) et 1,20-1,39 [(CH2)27, brs]. RMN C (CDCls, 125 MHz) : § 14,1 (C-1, C-29), 22,7 (C-2,
C-28), 31,9 (C-3, C-27), et 29,4-29,7 (C-4-C-26).

2. Gaf-20 : Pentapentacontene 205

Poudre amorphe blanche scintillante W

TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z = 792,6 calc. pour CssHi1o
RMN *H (CDCls, 500 MHz) et RMN *C (CDCls, 125 MHz) voir Tableau 11.4

3. Gae-15 : Docosanol 206

Solide amorphe blanc HO/\/\/\@/\/\/\/
10

P.F. :58-59°C.

TOF-MS-ESI+ : [M+6NH4" + 6H]" a m/z = 440,2 calc. pour Cz2Ha6O.

RMN *H (CDCls, 500 MHz): 6 3,67 (2H, t, J = 6,6 Hz, Hz-1), 1,59 (4H, m, Ho-2 et Hp-3), 1,20-
1,39 [(CH2)1s, brs] et 0,91 (3H, t, J = 7,0 Hz, H3-22). RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : 6 63,1 (C-
1), 32,8 (C-2), 25,7 (C-3), 29,4-29,7 (C-4-C-19), 31,9 (C-20), 22,7 (C-21) et 14,1 (C-22).

4. Gaf-1: Nonacosanol 207
Poudre blanche HO/\/\/\QI/7W\/
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 425,1 calc. pour C29Hg00.
RMN !H (CDCls, 500 MHz) : 6 3,63 (2H, t, J = 6,5 Hz, Hz-1), 1,56 (4H, m, Hz-2 et H-3), 1,20-
1,29 [(CH2)24, brs] et 0,89 (3H, t, J = 6,7 Hz, H3-37). RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : § 63,1 (C-
1), 32,8 (C-2), 25,7 (C-3), 29,4-29,7 (C-4-C-34), 31,9 (C-35), 22,7 (C-36) et 14,1 (C-37).

5. Gaf-26 : Tétratriacontanol 208
Poudre blanche HO/\/\/\QZ/Z\/\/\/
TOF-MS-ESI+ : [M+Na™+2H]*" a m/z = 519,3 calc. pour CzsH700.
RMN !H (CDCls, 500 MHz) : 6 3,67 (2H, t, J = 6,7 Hz, Hz-1), 1,60 (4H, m, Hz-2 et H-3), 1,25-
1,39 [(CH2)ao, brs] et 0,91 (3H, t, J = 7,0 Hz, H3-37). RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : 6 63,1 (C-
1), 32,8 (C-2), 25,7 (C-3), 29,4-29,7 (C-4-C-34), 31,9 (C-35), 22,7 (C-36) and 14,1 (C-37).
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6. Gae-4 : Heptatriacontanol 209
Solide Amorphe blanc HO/\/\/\QQ\/\/\/
P.F.:88-89°C
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 537,3 calc. pour C37H760
RMN !H (CDCls, 500 MHz) : 6 3,65 (2H, t, J = 6,8 Hz, Hz-1), 1,60 (4H, m, Hz-2 et H-3), 1,20-
1,39 [(CH2)as, brs] et 0,89 (3H, t, J = 7,5 Hz, H3-37). RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : 6 63,1 (C-
1), 32,8 (C-2), 25,7 (C-3), 29,4-29,7 (C-4-C-34), 31,9 (C-35), 22,7 (C-36) et 14,1 (C-37).

7. Gaf-22 : Octatriacontanol 210
Poudre blanche HO/\/\/\@%\/\/\/
TOF-MS-ESI+ : [M+H]* @ m/z = 551,4 calc. pour CagHz70
RMN !H (CDCls, 500 MHz) : 6 3,67 (2H, t, J = 6,6 Hz, Hz-1), 1,60 (4H, m, Hz-2 et H-3), 1,25-
1,39 [(CH2)a4, brs] et 0,91 (3H, t, J = 6,9 Hz, H3-38). RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : 6 63,1 (C-
1), 32,8 (C-2), 25,7 (C-3), 29,4-29,7 (C-4-C-34), 31,9 (C-35), 22,7 (C-36) et 14,1 (C-38).

8. Vr-4: Vitellaroside 212
Solide amorphe blanc
P.F.: 147-149°C
TOF-MS-ESI+ : [M]** a m/z 927,4 calc. pour CsaH10sNO1o
RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.5

9. NB8-H3 : Méthyl-15a-a-hydroxyphéophorbide A 213
Poudre amorphe verte
HR-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z 645,2560 calc. pour Cs4H10sNO10
RMN !H (CDCls, 500 MHz) et RMN C (CDCls, 125 MHz) voir
Tableau 11.6
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OH

10. N9-A2 : Acide gallique 73 HO
Poudre amorphe blanche 0
.. HO
Test du FeClz : positif OH
RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.7
11. Gag-2 : Acide vanillique 214 HO
Poudre amorphe blanche ~o 0
Test du FeCls : positif OH

RMN H (DMSO-dg, 500 MHz) et RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHZz) voir Tableau 11.8

12. Gag-6 : Vanilline 154 HO
Poudre amorphe blanche 0 0
Test du FeClz : positif H

RMN H (DMSO-dg, 500 MHz) et RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHZz) voir Tableau 11.9

13. NYR-5 : Apigénine 5
Poudre verte
Test du FeClz : positif
Test de Shinoda : positif

TOF-MS-ESI+ : [M+H]"a m/z = 271,1 calc. pour C15sH100s OH O
RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.10
OH
14. Vr-2 : Catéchine 177 OH
Poudre blanche HO O
Test de Shinoda : positif OH
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 291,2 calc. pour C15sH1406 OH

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau I1.11

15. Vr-5: Quercétine 8
Poudre jaune
Test du FeClz : positif
Test de Shinoda : positif
RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.12
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16. N9-A4 : Bergénine 39 OH HO 1%
. Q OH
Cristaux blancs H{ 5
P.F.:157-159°C
O
Test du FeCls : positif O

TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z = 351,1 calc. pour C14H1609
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.13

17. N9-Al : trans-Resvératrol 49 O OH
HO N
Poudre blanche O
Test du FeCls : positif OH

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN **C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.14

18. Gae-14 : Heptacosanoate d’heptadécyle 211
O

Solide amorphe blanc

P.F.: 65-66°C WO/\/\/\@:\/
TOF-MS-ESI+ : [M+2NHs"+H]" a m/z = 685,3 calc. pour CasHgsO2

RMN *H (CDCls, 500 MHz) et RMN *C (CDCls, 125 MHz) voir Tableau 11.4

19. N9-A3 : Daucostérol 215
Poudre blanche
Test de Liebermann-Birchard : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z = 599,2 calc. pour CssHeoOs

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau I1.15

A

OH

20. Vr-3 : 3-0O-p-D-glucopyranosylspinastérol 178
Cristaux blancs
P.F.: 284-285°C
Test de Liebermann-Birchard : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z = 597,4 calc. pour CssHssOs
RMN H (CsDsN, 500 MHz) et RMN *3C (CsDsN, 125 MHz) voir Tableau 11.16
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21. N9-AO0 : g-sitostérol 216

Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif
RMN C (CDCls, 125 MHz) voir Tableau 11.17 HO

22. Gag-4 : D-Mannitol 162
Paillettes blanches HQ OH
P.F.:168-169°C HO
Test de Molish : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 182,9 et [M+Na]" @ m/z = 205,0 calc. pour CsH140s
RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.18

OH

HO OH

23. Gae-7 : D-Mannitol acétate 217

i HQ OH
Solide amorphe blanc OH
P.F.:123-124°C O
_ N —  HO OH
Test de Molish : positif e}

TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z = 247,1 calc. pour CsH1607
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.19

24. NYR-1 : 18-isooléan-12-én-3,11-dione 218
Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z = 439,3 calc. pour C3oH2602
RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.20

>
S
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25. N8-C1 : Acide ursolique 110

Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif
RMN *H (CD30D, 500 MHz) et RMN 3C (CDs0D, 125 MHz) voir Tableau 11.21

26. Gag-1 : Acide oléanolique 97

Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif

TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z 479,3 calc. pour C3oH2s03

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.22

HO

W

27. Gaf-4 : Lupénone 37

Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+Na]* a m/z 479,4 calc. pour C3oHs0
RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.23

28. Gaf-8 : Uvaol 219

Poudre blanche
Test de Liebermann-Birchard : positif
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TOF-MS-ESI+ : [M+NH4"+3H]" a m/z 479,3 calc. pour C3oHs002
RMN *H (Acétone-ds, 500 MHz) et RMN C (Acétone-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.24

Z
3

29. Gaf-24 : Acide 19a,23f,24a-trinydroxyursolique 220

Poudre blanche

Test de Liebermann-Birchard : positif
TOF-MS-ESI+ : [M+H]" a m/z 505,3 calc. pour C3oHass0s

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) et RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) voir Tableau 11.25
HO

HO

|
OH OH
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111.2. Méthodes analytiques et chromatographiques

111.2.1. Criblage phytochimique des extraits et tests de caractérisation des composes
L’analyse phytochimique sommaire a été réalisée sur la base des tests de coloration ca-

ractéristiques en vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques : alcaloides, composés

phénoliques, flavonoides, saponines, tanins, triterpénes et stérols. Ces tests ont été effectués en

utilisant les procédures standards d’identification des composés tel que décrites par Harbone

(1973) et Trease and Evans (1989).

111.2.1.1. Caractérisation des alcaloides

A5 mL d’extrait dissout, ajouter 2 mL de HCI dilué. A ce mélange chlorhydrique ajouter
quelques gouttes du réactif de Valser-Mayer (tétra-iodomercurate de potassium). La formation
d’un précipité qui n’est pas solubilisé par addition d’éthanol atteste de la présence d’alcaloides.

111.2.1.2. Caractérisation des flavonoides

La présence des flavonoides dans les différents extraits a été mise en évidence par un
test simple et rapide appelé “réaction de Shinoda”. Ce test consistait & ajouter a environ 2 mL
de I’extrait dissout, quelques gouttes d’HCI concentré et quelques copaux de magnésium.
Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur. L apparition d’une coloration orangée

(flavones), rouge (flavonols) ou violette (flavonones) indiquait la présence de flavonoides.

111.2.1.3. Caractérisation des polyphénols
A 2 mL de chaque extrait dissout, a été ajoutée une a trois gouttes d’une solution de
chlorure ferrique (2, 3 ou 5%). Le chlorure ferrigue provoque en présence de dérivés

polyphénoliques I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée.

111.2.1.4. Caractérisation des saponines

Le test utilisé ici pour la mise en évidence des saponines dans nos différents extraits est
celui a I’indice de mousse (IM). En effet, aprés agitation pendant une minute d’un tube a essai
contenant quelques millilitres d’extrait dissout dans de I’eau, la formation d’une mousse per-

sistante en présence indiquait la présence des saponines.

111.2.1.5. Caractérisation des tanins
Nous avons utilisé pour ce test la réaction a la gélatine. A 3 mL d’extrait dissout, une
solution une solution de gélatine 1% contenant du chlorure de sodium 10% a été ajoutée. La

formation d’un précipité blanc indiquait la présence des tanins.
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111.2.1.6. Caractérisation des triterpenes et stérols

Le test de Libermann-Birchard a été utilisé ici pour la caractérisation des triterpenes et
des stéroides. En effet, a quelques mL d’échantillon dissout dans du chloroforme, un volume
équimolaire d’anhydride acétique y est ajouté suivi de quelques gouttes de H.SO4 concentré.
Le changement de coloration est observé pendant 15 a 30 min : une coloration bleu-vert indi-
quait la présence de stéroides tandis que le rouge-violacé a rose dénotait de la présence des
triterpénes.

111.2.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisées a chaque étape pour le suivi et le contrble des purifications, les chromato-
grammes sur couche mince nous ont permis de vérifier la présence et I’état de pureté des com-
posés suivis. Elles ont été réalisées sur deux types de plaques, les unes de fabrication locale
réalisées sur plaques en verre de dimensions 10 x 20 cm ou 20 x 20 cm recouvertes de gel de
silice (230-400 Mesh), et les autres étant préfabriquées sur feuilles d’aluminium recouvertes de
gel de silice (gel 60 F2ss, 0,20 mm ; Merck). Ces plaques étaient apres dépot des taches plongées
dans des cuves chromatographiques en verre contenant la phase mobile appropriée qui était
généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, selon la complexité du mélange et le
type de séparation recherchée.

Apres élution dans les phases mobiles adéquates, les plaques ont été systématiquement
observées sous lumiere UV a 254 et a 366 nm, avant révélation par des vapeurs d’iode ou par
pulvérisation d’une solution d’acide sulfurique dilué (H2SO4 20% ou 50% v/v) suivi d’un chauf-
fage & 110°C pendant 10 a 15 minutes.

111.2.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, plusieurs types de phases ont été mis
en ceuvre dans des colonnes en verre dont les dimensions (taille et diametre) étaient choisies en
fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée. Le gel de silice 60
(70-230 mesh, ASTM) a été utilisée dans la premiére ou seconde étape de fractionnement des
extraits. Le débit de la phase mobile et le volume des fractions collectées ont été adaptés a la
quantité et a la nature (extrait, fraction) des échantillons a séparer. Les systemes d’élution
étaient dans la plupart des cas des mélanges binaires de solvants (Hex, CH2Clz, CHCI3;, AcOEt
et MeOH) préalablement déterminées sur la base d’analyses par CCM. Le suivi de la séparation
et le rassemblement final des fractions en séries, ont également été effectués sur la base de la
CCM. Les échantillons a séparer ont été introduits sous forme solide, en les adsorbant préala-

blement sur une quantité de silice correspondant a 2-5 fois leurs poids de phase.
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Les chromatographies d’exclusion ou filtrations sur gel ont été réalisées comme étapes
de purification sur Sephadex LH-20 ; les échantillons a séparer ont dans ce cas été introduits
sous forme liquide apres dissolution dans le plus petit volume d’éluant possible. Les élutions
ont été réalisée par simple gravité.

111.3. Méthodes physico-chimiques
111.3.1. Point de fusion (P.F.)

Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil a capillaire Stuart SMP-3 (Staf-
fordshire, United kingdom) ou Electrothermal 1A9000 SERIES. Le changement d’état est

observé a I’aide d’un microscope et la température correspondante relevée, sans correction.

111.3.2. Spectrométrie de masse (MS)

Les spectres de masse des composés isolés ont été réalisés en mode positif par Electro-
nébulisation ou Electrospray (ESI). Les analyses TOF-MS-ESI ont été réalisées sur un appareil
Q-Tof Ultima (Waters, UK, Altrincham) par le Pr Sophie Laurent de I’Université de Mons-
Hainaut (Belgique), tandis que les analyse HRESI-MS ont été effectuées sur un spectrometre
JEOL Delta 2 a I’Institut de Médecine Naturelle de I’Université de Toyama (Japon) par le biais
du Dr Awouafack Maurice Ducret.

111.3.3. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés sur des appareils de
type Briker Avance AV-500 du Laboratoire de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et
Imagerie Moléculaire de la Faculté des sciences et de Médecine-Pharmacie de I’Université de
Mons-Hainaut (Belgique), et Briker Avance Il 500 du Centre Inter-facultaire de Recherche du
Médicament (CIRM) de I’Université de Liege (ULg, Belgique). Les fréquences des appareils
étaient réglées a 500 MHz pour les spectres de RMN *H et & 125 MHz pour ceux de RMN C.
Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCls, DMSO-ds, et pyridine-
ds. Les déplacements chimiques (J) sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport au
signal du tétraméthylsilane (TMS) utilisé comme référence interne ; les constantes de couplage
(J) sont exprimées en Hz. Les spectres des expériences bidimensionnelles, ont été enregistrés a

I’aide de séquences impulsionnelles spécifiques fournies par le fabricant de I’appareil.

111.4. Méthodes chimiques
111.4.1. Acétalisation du D-Mannitol
La réaction d’acétalisation est beaucoup utilisée dans la protection des diols parce que

les acétals sont stables sous de conditions variés et peuvent facilement étre clivés par hydrolyse
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acide. Le protocol utilisé est celui de De Alvarenga et al. (2006) avec quelques modifications.
Dans un ballon de 100 mL, 40 g (293 mmol) de ZnCl; anhydre a été dissout dans 400 mL
d’acétone anhydre, puis 20 g (110 mmol) de D-Mannitol a été rapidement ajouté ; le mélange
a ensuite été agité a température ambiante jusqu’a I’obtention d’une solution claire (5 h). Cette
solution a par la suite été versé dans une suspension de carbonate de potassium (45 g dans 45
mL de H>O). Apres agitation vigoureuse et filtration du carbonate de potassium, ce dernier a
été lavé avec de I’acétone (50 mL). Le filtrat a été concentré pour enlever I’acétone et I’eau
résiduelle. Le solide blanc obtenu a été dissout dans du diéthyl éther (60 mL) et transféré dans
une ampoule a décanter. La phase organique a été recueillie et la phase aqueuse extraite avec
du diéthyl éther (3 x 50 mL). Les phases organiques ont par la suite été regroupées, séchées
avec du sulphate de magnésium anhydre qui a par la suite été filtré et lavé avec du diéthyl éther
(20 mL). L’évaporation du solvant sous vide & température ambiante a conduit a I’obtention
d’une bouillie blanche. 100 mL d’hexane a été ajouté a cette bouillie et I’ensemble a été agité
pendant 20 min, puis conservé au congélateur a -20°C pendant 30 min, ensuite au refrigérateur
a 8°C pendant 30 min supplémentaire. Aprés ce temps, le mélange a été filtré sous vide et le
solide obtenu lavé avec 100 mL d’hexane glacé. Apres 2 heures de séchage au déssicateur sous
vide, on a obtenu 55 mg du diacétal indexé NHR-2.

111.4.2. Synthése de Pechmann a partir de la Catéchine

Un mélange de Catéchine (1,1 g ; 10 mmol), d’acétoacétate d’éthyle (2,6 g, 20 mmol)
et de diiode (0,025 g) a été introduit dans un ballon de 100 mL et chauffé dans un bain d’huile
de paraffine a 110°C (température du bain) pendant 5 heures. Une fois la réaction achevée
(monitorée par CCM), le mélange réactionnel a été refroidi a température ambiante, supplé-
menté d’une solution glacée de thiosulphate de sodium 6% et agité pendant 10 & 15 min. Le
précipité résultant a ensuite été séparé, lavé avec de I’eau glacée et recristallisé dans de I’éthanol

chaud pour conduire a 98 mg du composé NHR-1 se présentant sous forme de poudre verte.

111.5. Méthodes biochimiques et biologiques
I11.5.1 Tests antioxydant
111.5.1.1. Test antiradicalaire au DPPH

Le test au DPPH a été réalisé sur microplaque de 96 puits selon la méthode décrite par
Jamshed et al. (2012) avec quelques Iégeres modifications. En effet, dans des alvéoles distinctes
d’une microplaque & 96 puits (Corning Costar, Cambridge, MA, USA), 10 uL d’échantillon
était amené a réagir avec 90 uL d’une solution méthanolique de DPPH (1,1 mM) puis le mé-

lange a été incubé a 37°C a I’obscurité pendant 30 min.
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Apres ce temps d’incubation, les absorbances ont été lues a la longueur d’ondes de 517
nm a I’aide d’un lecteur de microplaque Fluo star Omega, et les pourcentages d’inhibition (P.1.)
calculés grace a la formule ci-dessous :

Aéchantillon

P.I. =100 —T x 100

Avec :
Aéchantillon : Absorbance de I’échantillon
Ao : Absorbance du contréle négatif

Notons qu’un criblage préliminaire a une concentration de 2 mg.mL™ pour les extraits
et de 10 mM pour les composés purs, a d’abord été effectué et seuls les échantillons ayant
montré un pourcentage d’inhibition supérieur ou égal a 50% (P.l. > 50) étaient considérés
comme actifs. Leurs concentrations inhibitrices 50 (Clso) ont par la suite été determinées en
effectuant une série de huit dilutions successives d’un facteur de 3 a partir de la solution meére.
Tous les échantillons ont été dissouts dans le DMSO puis dilués avec de I’eau distillée de fagon
a avoir une concentration en DMSO inférieure a 2%. Le n-Propylgallate (Sigma-Aldrich) et le
3-t-butyl-4-hydroxyanisole (t-BHA, Sigma-Aldrich) ont été utilisés comme témoins positifs
tandis que le DMSO 10% a été utilisé comme témoin négatif. Les opérations ci-dessus décrites
ont été effectuées en triplicata pour chaque échantillon testé.

111.5.1.2. Evaluation de la teneur en composé phénolique de I’extrait brut au MeOH des
rhizomes de C. populnea (N12)

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Le
principe du dosage repose sur la réaction d’oxydation des polyphénols par le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce réactif est un mélange de complexes d’acides phosphotungstique (HsPW12040) et
phosphomolybdique (HsPMo012040). La teneur se calcule par comparaison de la densité optique
lue & 760 nm a celle résultant d’un étalon de I’acide gallique de concentration connue.

Le test a éte réalisé en utilisant le protocol de Talla et al. (2014) avec quelques modifi-
cations. En effet, une solution méthanolique de I’extrait a été préparée a une concentration de
200 mg.L . A I’aide d’une micropipette, on a prélevé 20 pL de cet extrait auquel on a ajouté
200 pL du réactif de Folin-Ciocalteu et 1,380 pL d’eau distillée. Le mélange a été homogénéisé
puis supplémenté de 400 uL de solution de Na,COz 20% trois minutes plus tard. La solution
vire alors du jaune au vert. La solution verdatre obtenue est par la suite incubée pendant 20 min
a I’obscurité. Mémement, I’ Acide gallique a été préparé dans I’EtOH pour donner une solution

mére de 200 mg.L a partir de laquelle des solutions filles de concentrations 0,1 ; 0,05 ; 0,025
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et 0,012 g.L? ont été obtenues par dilutions successives. Le témoin négatif (blanc) était consti-
tué uniquement du réactif de Folin-Ciocalteu, du carbonate de sodium et de I’eau distillée. L’ab-
sorbance a ensuite été lue a 760 nm. La quantification des polyphénols s’est fait grace a une
courbe d’étalonnage linéaire (y = a X + b) a différentes concentrations d’acide gallique selon la
formule ci-dessous :

(y—b)v2
X = ——
Vliam
x = la teneur en polyphénols et y=équation de la droite d’étalonnage linéaire;

x 100gEXxt

a est le coefficient de la droite d’étalonnage linéaire et b est une constante;
V1= volume de la solution mere préparée et V> = volume prélevé de la solution mere

pour le test; m = masse de I’extrait et Ext = extrait.

Les résultats obtenus ont été exprimés en gramme équivalent d’Acide gallique par 100
g d’extrait (JEAG/100 gExt).

111.5.2. Tests d’inhibition enzymatique

Les enzymes sont des biocatalyseurs de nature protéinique synthétisés par la cellule vi-
vante et spécifique d’une réaction chimique cellulaire ou extracellulaire donnée. Elles sont
toutes connues comme étant des protéines, donc des composés a poids moléculaires élevés
constitués principalement des chaines d’aminoacides liés entre eux par des liaisons peptidiques.
L’utilisation des enzymes dans le diagnostic de la maladie est I’'un des avantages importants
découlant de la recherche intensive en biochimie. L’une des propriétés qui rend les enzymes si
importantes en tant qu’outils de diagnostic et de recherche est leur spécificité vis-a-vis des ré-
actions qu’elles catalysent.

Dans le cadre notre étude nous nous sommes focalisés sur I’inhibition de deux enzymes
principales, I’a-glucosidase et la phosphatase alcaline deux enzymes impliquées dans le dia-
bete.

111.5.2.1. Mise en évidence de I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase

L’activité inhibitrice de I’a-glucosidase a été évaluée avec I’aide du Dr Seyda Abida
Ejaz par la méthode utilisée au Laboratoire de Biologie moléculaire du Centre for Advanced
Drug Research (CADR), au COMSATS Institute of Technology Information (CIIT), désormais
COMSATS University Islamabad, Abbottabad Campus, Pakistan. Cette méthode spectrophoto-
métrique rapportée par Kazmi et al. (2017) utilise le p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (p-
NPG) comme substrat et I’enzyme a-glucosidase provenant de Saccharomyces cerevisiae, une

levure de patisserie.
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Le test a débuté par une incubation préliminaire & 37°C d’une solution constituée d’un
mélange de 70 uL de tampon phosphate (70 mM, pH 6,8), 10 uL d’échantillon et 10 uL de la
solution d’enzyme (2,5 U.mL™). Aprés 5 a 10 min de pré-incubation, la réaction était initiée
par I’ajout de 10 pL de p-NPG (10 mM) dans chaque puit de la microplaque et cette derniére
était encore incubée a 37°C pour 20 min supplémentaires. Apres ce temps, la réaction était
stoppée par I’ajout de 80 pL d’une solution de Na,CO3 (0,2 M). La capacité des échantillons a
inhiber I’activité de I’a-glucosidase a été déterminée en mesurant a la longueur d’onde de 405
nm, grace a un lecteur de microplaque FluoStar Omega (BMG LabTechnologies, Germany), la
quantité de p-nitrophénol produit. L’activité inhibitrice de I’a-glucosidase de chaque échantil-
lon a d’abord été exprimée en pourcentage d’inhibition calculée par la formule ci-dessous :

Apuit test

P.I. =100 — A

x 100

Anpuit test : Absorbance du puits testé
Ao : Absorbance du contréle négatif

Pour les échantillons actifs (P.I. > 50%), les Clso ont été obtenues a la suite d’une dilu-
tion en série de huit concentrations différentes d’un facteur de 3. Les Clso ont été déterminées
a I’aide du logiciel GraphPad PRISM version 5.01 (San Diego, CA, USA). Tous les échantillons
ont été dissous dans du DMSO 10 % et testés trois fois a des concentrations meres de 1 mM
pour les composés purs, et 1 mg.mL? pour les extraits. Les solutions d’a-glucosidase et de p-
NPG ont été préparées dans le tampon phosphate (70 mM, pH 6,8). L’Acarbose a été utilisé
comme témoin positif tandis que le DMSO 10% a été utilisé comme témoin négatif.

111.5.2.2. Mise en évidence de I’activité inhibitrice de la phosphatase alcaline

L activité inhibitrice de la phosphatase alcaline (PA) par nos échantillons a été évaluée
sur deux isoenzymes, la PA intestinale (IAP pour Intestinal Alkaline Phosphatase) et la PA
non-tissu specifique (TNAP, Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase). Lorsque actives, les
isoenzymes de la PA sont luminescentes en solution ce qui offre une possibilité d’évaluer la
capacité de certains échantillons a les inhiber par atténuation de cette luminescence. Ainsi,
I’équipe du Pr Jamshed Igbal dans son Laboratoire de Biologie moléculaire du CADR-CIIT
(Pakistan), a réussi & mettre au point une méthode de luminescence efficace et spécifiquement
optimisée (en fonction des isoenzymes) permettant I’évaluation de I’inhibition de ces enzymes
par des composés d’intéréts. Cette méthode utilise le CDP-star comme substrat pour la deter-
mination de I’activité inhibitrice par les composés de la h-TNAP (human Tissue-Non specific

Alkaline Phosphatase) et la h-1AP (human Intestinal Alkaline Phosphatase).
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En effet, tel que précédemment décrit par Ejaz et al. (2017) un criblage préliminaire a
été effectué sur tous les composes testés a la concentration de 0,1 mM. Une solution tampon
constituée de diéthanolamine (DEA, 8 M), du MgCl: (2,5 mM) et du ZnCl; (0,05 mM) & un pH
de 9,8 a été utilisée. Le test a débuté par une pré-incubation pendant 3 a 5 min a 37°C, d’un
mélange constitué de 10 uL d’échantillon et 20 uL de la solution d’enzyme h-TNAP (0,8 U.mL"
1 ou h-1AP (1 U.mL™) préparée dans le tampon DEA. Apreés incubation, la luminescence a été
mesurée comme pré-lecture & I’aide d’un lecteur de microplaques (BioTek FL x 800 Instru-
ments, Inc., USA) puis 20 uL de CDP-star (110 uM) ont été ajouté au mélange pour initier la
réaction et le mélange a encore été incubé pendant 15 & 20 min (en fonction de I’isoenzyme) a
37°C. A lafin de I’incubation, le changement de luminescence a été remesurée. Le pourcentage
d’inhibition de chaque isoenzyme par chacun des composés testés contre le témoin négatif a été
calculé en utilisant la formule suivante :

Lum  puit test

P.l.=100 — —— x 100
Lumo

Lumpuit test - Absorbance du puits testé
Lumg : Absorbance du contréle négatif

Le Levamisole (2 mM/puit) et le L-phénylalanine (4 mM/puit) ont respectivement été
utilisé comme témoin positif pour I’inhibition de h-TNAP et h-IAP. De méme que pour les
activités précédentes, les composés ayant montré un P.l. > 50% ont vu leur Clso déterminées en

effectuant des dilutions en série (de méme facteur) de 6-8 concentrations.

111.5.3. Tests antimicrobiens
11.5.3.1. Préparation des substances a tester

Les composés isolés et les antibiotiques de référence ont été dissouts d’abord dans du
DMSO, puis le volume a été complété avec le milieu de culture de maniere & avoir une quantité
de DMSO < 10% dans la solution stock. Les composés a tester ont été préparées a une concen-

tration de 6144 pg.mL™ alors que I’antibiotique était préparé a 512 pug.mL™.

111.5.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne in vitro
11.5.3.2.1. Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été préparées en prélevant d’une culture bactérienne
de 18 heures (& 37°C) des colonies qui ont été diluées dans de I’eau physiologique stérile jusqu’a
obtention d’une turbidité correspondant au point 0,5 de I’échelle de Mc Farland. La suspension
a ensuite été diluée 100 fois avec le milieu de culture pour avoir une concentration de 1,5 x 10°
CFU.mL™* (Jang-Gi et al., 2009).
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Tableau 111.12 : Réalisation de I’échelle de McFarland (CLSI, 2015)

Echelle de Mc Farland 0 0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1% BaClz (mL) 0,00 005 010 020 030 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90
1% H2SO4 (mL) 0,00 995 990 980 9,70 9,60 9,50 9,40 9,30 9,20 9,10
Eau distillée (mL) 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Concentration approxi- 0,00 15 3,00 6,00 900 1200 1500 18,00 21,00 24,00 27,00
mative des cellules (X

10® CFU/mL)

DO 0,00 0,3 020 033 049 0,64 0,66 0,72 0,94 0,101 0,118

11.5.3.2.2. Détermination des CMI et CMB

Les CMI ont été déterminées par la méthode de microdilution en milieu liquide telle que
décrite par Mativendlela et al. (2006) avec quelques modifications. En effet, dans des micro-
plaques de 96 puits, 100 pL de bouillon de Mueller Hinton Broth (MHB) a été introduit dans
chaque puits. Ces puits ont ensuite été supplémentés par les solutions de composés de fagon a
obtenir une série de concentrations allant de 128 a 1 pg.mL™ pour le produit et de 1,5 &4 0,3
pg.mL™? pour I'antibiotique de référence Ciproflaxine (selon une progression géométrique de
raison 2). Finalement, 100 pL d’inoculum a une densité de 1,5 x 108 CFU.mL™ ont été introduits
dans chaque puits. Des puits témoins négatifs contenant uniquement le bouillon et le DMSO a
10% et ceux contenant I’inoculum sans produit. Les microplagques ont ensuite été soigneuse-
ment recouvertes et incubées a 37°C. Apreés 24 h d’incubation, 40 puL d’une solution de MTT
2% (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-bromide tetrazolium), ont été ajoutés dans
I’un des puits de chaque concentration puis incuber a nouveau pendant 30 minutes a 37°C. Le
MTT est instantanément métabolisé par les bactéries viables en un dérivé formazan bleu. Aprés
incubation toutes les concentrations ayant empéché I’apparition de la couleur bleue ont été con-
sidérées comme des concentrations inhibitrices et la plus petite a été notée comme la CMI.

Pour la détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB), 150 uL de
MHB ont préalablement été introduits dans de nouvelles plaques puis 50 UL du contenu de
chaque puits ayant présenté une inhibition de la croissance bactérienne y ont été ajoute et I’en-
semble a été incubé a 37°C pendant 48 h. La révélation de I’activité bactérienne a par la suite
été faite en introduisant 40 uL de MTT pour observer la coloration bleue. La plus petite con-

centration ayant inhibée la croissance bactérienne était la CMB.

111.5.3.3. Evaluation de I’activité antifongique in vitro
111.5.3.3.1. Préparation des inocula microbiens

Les inocula ont été préparés a partir des colonies de culture de levures &gees de 48 h et
d’une solution de NaCl 0,9% stérile. Une concentration de suspension de 1,5 x 10° CFU.mL™

a été obtenue en comparant sa turbidité a celle de I’échelle 0,5 de Mc Farland. Des dilutions
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successives de cette préparation a I’aide du milieu de culture (le bouillon de Sabouraud Dex-
trose (SDB)), ont permis d’avoir un inoculum de 2 x 10* CFU.mL™, utilisé pour les tests.

111.5.3.3.2. Détermination des CMI et CMF

La méthode de micro-dilution en milieu liquide a également été utilisée a cet effet mais
cette fois selon le protocole décrit par la National committee for Clinical Laboratory Standard
(2002). 100 pL du SDB ont été introduits dans les puits d’une microplaque de 96 puits, 100 pL
des solutions meres des composés a tester ont ensuite été introduites dans les premiers puits de
chaque colonne et des dilutions successives en série de facteur 2 ont été faites dans les autres
puits en maintenant le volume a 100 pL. Un volume de 100 pL d’inoculum a été de nouveau
introduit dans chaque puits. Les plaques contenant 200 pL de solution finale par puits, ont été
incubées a 35°C pendant 48 heures. Pour chaque substance, 3 répétitions ont été réalisées. Les
témoins positifs étaient réalisés dans des puits contenant le milieu de culture, le mélange milieu
de culture et MeOH (1:1, v/v) et le microorganisme. Les témoins négatifs étaient constitués de
milieu de culture et de DMSO. Aprés la durée d’incubation appropriée, la croissance fongique
a eté révelée en observant la turbidité au fond des puits et en la comparant a celle des témoins
négatifs. Les CMIs étaient définies comme étant les plus petites concentrations de composés
pour lesquelles nous n’avons pas eu de croissance visible a I’eeil nu (absence de turbidité).

Les concentrations minimales fongicides (CMF) ont été obtenues en repiquant sur mi-
lieu liquide (chaque puits de la plaque de 96 puits contenant 150 uL de milieu de culture), 50
ML du contenu des puits qui n’ont pas présenté de croissance. Les plus petites concentrations

qui ont induit une absence de turbidité au fond des puits aprés incubation étaient les CMFs.

111.5.5. Traitement de données et analyses statistiques

Les spectres RMN 1 & 2D ont été traités grace au logiciel MestRenova 6.0.2., tandis
que les structures ont été dessinées grace au logiciel Chemdraw Ultra 12.0.2. Le logiciel
GraphPad Prism 6.01 a été utilisé pour I’analyse des variances de certaines données obtenues
et la différence entre les moyennes a été déterminée par le test de comparaison multiple de

Newman-Keuls.
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Abstract

A new cerebroside (2R)-2-hydrogy-N-[(Z,25,35 4R)-1-0-B-D-glucopyranosyl-3, 4-dihydraxynonadec-8-en-2-yl]
nonacosanarmide (1) was isolated from the wood of roots of V. paradoxa along with six known compounds including
catechin (2), quercetin (3), spinastersl 3-0-3-D -glucopyrancside (6), gallic acid (7) and a mixture of B-zitosterc] {(4)
and stigmasterol (5). The structure of the new compound was established by 1D ("H and '*C NMR) and 20 NMR
[COSY and HSQC) spectroscopy, extensive mass spectrometry and by comparison with published data, The
antibacterial, a-glucosidase and alkaline phosphatase (AP) inhibitory activities of all the pure compounds were
avaluated. The antibacterial activities were evaluated against three gram negalive baclerla {Escherichla coll;
Salmonefa typhimurium and Pseudomonas aeruginosa) while APs inhibitory activities were evaluated on h-TNAP
and h-IAP. Significant antibacterial activity was recorded for quercetin {3) against P seruginosa. Most of the
compounds except 1 and 6 were found to be inhibitors of g-glucosidase. The highest inhibifory potential being
racorded for quercetin (3) with ICyy value of 430 = 0.01 pM, 55 fold higher than the standard drug acarbose
(ICs=234.6 +£ 2.01 pM). Al tested compounds exhibited moderate inhibilory aclivities agains! APs. h-TNAP
inhibitory values were ranged between 41.24 + 1.33 pM and 312.54 + 6.44 pM while h-IAP inhibitory values were in
the range of 47.95 + 0.35 uM and 777 .47 £ 18.55 pM. Quercetin (3) was found to be the most active h-IAP inhibitor
(1C55=47.95 £ 0,35 mM), whereas, spinasterol 3-0-B-D-glucopyranoside {6) was found to be the mast active h-TNAP
inhibitar (1Cg=41.24 £ 1.33 mM). The new compound (1) showsd moderate inhibition an A-AP (7811 £ 3.70 pM)
and on h-THNAP (B8.84 + 2.70 pM).

Keywords: Viellara paradoxs, Sapotacea; Cerebroside; Antibacterial
activity; a-glucosidase; Alkaline phosphatase

Introduction

Sphingolipids are a class of lipids containing a backbone of
sphingoid bases, a set of aliphatic aming alcohols and found essentially
in all animals, fungi, as well as some prokarvotic organisms and
viruses. The most commonly occurring sphingoid bases from plant
sources are phytosphingosine [1]. Most of the sphingoid bases in
natural products are N-acylated with long-chain fatty acids to produce
ceramides(s). The fatty acids of ceramide vary in chain length (14 to 30
carbon atoms), degree of unsaturation (but are mostly saturated), and
presence or absence of a hydroxyl group on the a- or w-carbon alom
[2]. This variation in chain length, the presence or the absence of
double bonds and hydroxyl groups, including their position, the
stereachemistry, the glycosidation and the phosphorylation produce a
large structural diversity in sphingolipids. More than 300 different
types ol complex sphingolipids have been reported [2]. Cerebrosides or
manohexosylceramides, are simple members of the glycosphingolipids.
Their structures are characterized by the presence of a sphingoid base

backbone that is amide-linked to a fatty acid, and carbohydrate head
group (mostly glucose or galactose) attached to C-1 hydroxyl group of
the sphingoid base. Sphingolipids, particularly cerebrosides exhibit
various biological activities such as antiulcerogenic activity [3],
antifungal, antitumer, immunomoduolating,  antiviral,  antilumor,
immunostimulatory activities [1.4], anti-neuroinflammatory activity
[5], antiplasmodial, antilelsmanial and cytotoxic  activities [6].
Therefore, sphyngolipids could be considered as an  extremely
interesting group of natural products that should continue to attract
atlention for further investigations thal may lead 1o new drug
candidates,

Infectious, chronic and degenerative diseases are nowadays the
major health problems in developing as well as developed countries as
the impacts of these diseases are immense and can be felt across the
world. They are major causes of morbidity and death [7]. Bacterial
infections and typhoid fever are among the major diseases with high
degree of risk within the population [8], due to the increasing
prevalence of multidrug resistant strains of bacteria and the recent
appearance of strains with reduced susceptibility to antibiotics that
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raises the spectrum of untreatable bacterial infections and adds
urgency to the search for new infection-fighting strategies.

Diabetes mellitus (DM} is a chronic metabolic disorder resulting
from impaired glucose homeostasis. [t has been stated that the number
of patients with the hyperglycemic condition is expected to increase to
642 million by 2040 |9]. The inhibition of a-glucosidase (EC. 3.2,1.20)
is among the most important therapeutic approaches in treating
diabetes [10]. o-Glucosidase inhibitors slow down the process of
digestion and absorption of carbohydrates resulting to the reduction of
the peak concentration of postprandial blood glucose and the blood
sugar level, Most of the available a-Glucosidase inhibitors have been
clinically associated with serious side effects [9,10]. Therefore, there is
a greal necessily to search for alternatives a-glucosidase inhibilors
without side reactions.

Alkaline phosphatase (AP; EC 3.1.3.1) is a kind of enzyme found in
human body, precisely in liver, digestive system, kidneys, bile ducts,
placenta and bones, It is an enzymes that facilitates the absorption of
the nutrients across  the cell membrane catalyzing  their
dephosphorylation and serve as a source of inorganic phosphate, There
are four APs isoeymes in human body among which three are tissue-
specific: placental AP {PLAP), germ cells AP (GCAP), and intestinal
AP (LAP). The fourth one is tssue-nonspecific AP (TNAP), present in
bone, liver, and kidney it is 30% alike to the three others [11]. Among
all these isozymes, TNAP and 1AP are highly structurally similar,
THNAP is mainly involved in the hydrolysis of pyrophosphate to
inorganic phosphate thus maintaining the bone mineralization process
and growth, while IAP plays an important role in the lipid absorption
across the small intestine and detoxification of Lipopelysaccharides, an
endotoxin  produce by gram negative bacteria, responsible for
inflammation [11]. Elevated or lowered level of this enzyme will result
in the development of various pathophysiological conditions, for
example an over expression of APs can cause calcification,
ostenarthritis, carcinogenis, diabetes, etc. In 2009, a study revealed that
increased levels of APs and phosphate are independent risk factors for
all-cause and cardiovascular mortality in the general population [12].
Individuals with a combination of increased APs and phosphate levels
had the highest mortality risk. Medulation of APs is a potential novel
treatment strategy that might reduce vascular calcification and
tmprove cardiovascular outcomes in patients with diabetes mellitus
type 2 [13]. The development of potent inhibitors is therefore required
for their treatments. The synergistic effects of phytomedicine make
traditional medicine promising therapeutic options against infectious
and chronic diseases [14-16].

Vitellaria paradoxa is the only species of the genus Weellarda which
belongs to the Sapotaceae family represented by 58 genus with about
120 species. Commonly known as shea butter tree, V paradoxa is
largely distributed in the semi-arid zone of sub-Saharan Africa from
Senegal in the west to Uganda [17]. As far as its applications are
concerned, the plant is wsed as food and medicine. Thus in the
Adamawa region of Cameroun where it is known as Karefi in Fafilde,
its root barks are used against breast cancer [18]. It is also mentioned
all over the world in the treatment of several infectious diseases such as
skin infections, diarrhoea, digestive disorders, dysentery, comvulsions,
cough, leprosy, malaria, jaundice [19,20]. Its medicinal properties are
often attributed to its secondary metabolites, since the plant is known
as a source of biologically active compounds including terpenoids such
as o-amyrin, a-amyrin  acetate, B-amyrin, f-amyrin acetate, [-
sitosteral, stigmasterol, lupeol and lupenone, phenolic compounds as
gallic acid, catechin, epicatechin, epicatechin gallate, gallocatechin,

epigallocatechin, gallocatechin gallate, and epigallocatechin gallate as
well as quercetin and trans-cinnamic acid [21,22]. Recently we reported
the isolation and structural elucidation of 2 new ursan-type
triterpenoid from the stem bark of 1 paradors [23]. In a continuation
of our investigation of chemical constituents from this plant, we
deseribe here the isolation and structural elucidation of a new
phytosphingosine-type  cerebroside,  (2R)-2-hydroxy-N-[{Z,25,35,
4R)-1-0-p-D-glucopyranosyl-3,4-dihydroxynonadec-8-en-2-yl]
nonacosanamide (1, Figure 1), from the wood of roots of this
impaortant medicinal plant. To the best of our knowledge this is the first
report of a study an the wood of roots of ¥ paradoxa.

Material and Methods

General experimental procedure

Column chromatography (CC) was performed on silica gel 60
(70-230 mesh, Merck), monitored by analytical Thin layer
chromatography (TLC) on silica gel precoated plates F-254 Merck (20
% 20 ¢m), Spots were visualized under UV light (254 and 365 nm},
sprayed with 20% sulfurie acid then heated at 105°C for 15 min. The
melting point of the new compound was recorded in an open capillary
using Stuart melting point apparatus (SMP-3) and is uncorrected. ESI-
M5 spectra (ionization voltage 3 kKV) were registered on a Q-TOF
Ultima spectrometer {Waters), A spectrometer Bruker Avance AV-500
(125 and 500 MHz) was used for NMR spectra. CDCls or DMS0-d,
was used as solvents and TMS as internal standard, Ciprofloxacin
[Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France), oxytetracycline {Pantex,
Hollande) and  Ketoconazole  (European  Pharmacopocia  (EP)
Reference Standard, Sigma-Aldrich), were used as reference antibiotics
whereas Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue (MTT) from Sigma Aldrich
was used as bacterial growth indicator for antimicrobial assay. a-
Glucosidase  from  Saccharoemyces  cerevisiae  recombinant
GOGG-750UMN, 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside = 99% N1377-1G,
Acarbose (positive control} and Sodium dihydrogen phosphate were
purchased from Sigma Aldrich, (Germany). 100% dimethylsulfoxide
(DMS0) was purchased from LAB-SCAN (Thailand). Solvents used
were of analytical grade and water was distilled.

Plant material

The woods of roots of V paradoxa collected in April 2016 at
Mgaoundere, Adamawa Region {Cameroon), was authenticated at the
Mational Herbarium of Yaounde (Cameroon) where a voucher
specimen (30216/HNC) is deposited.

Extraction and isolation

Drried vegetal material {1 kg) was extracted by maceration at room
temperature using MeOH (10 L) for 72 h and the solution afterwards
filtered and concentrated under vacuum resulting after drying to a
brown powder extract (189.6 g) which was then partitioned with
Et0Ae till exhaustion. The EtOAe soluble portion was subjected to
column chromatography (CC) on silica gel {(hexane/EtOAc/MeOH
gradient of increasing polarity} to afford compound 1 {6 mg) at
AcOEYMeQH 98:2, catechin (2, 120 mg) at AcOFt 100%, and
quercetin (3, 75 mg) at AcOEY/MeOH 95:5 together with four fractions
V1-¥4 on the basis of TLC composition. Fraction V1 (0.36 g) was
subjected to CC on silica gel and eluted with a gradient of increasing
polarity using Hexane/EtOAc (1:0-0:1, v/v) to yield a mixture of
phytosterols (23 mgl: p-sitosterol (4) and stigmasterol (5) at hexane/
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E10Ac 90:10. Fraction V2 (0,58 g) was submitted to CC of silica gel
with EtOAc as solvent of elution in isocratic mode yielding spinasterol
3-0-p-D -glucopyranoside (6, 7 mg). Fraction V3 (2 g) was passed
through a silica gel CC eluted with a gradient of hexane/EtOAc
(7:3-0:1) to give gallic acid (7, 18 mg) at hexane/EtOAc 2:8 by
erystallization from MeOH.

(21)-2-hydroxy-N-[{£,25,35,4R)-1-0-p-D-glucopyranosyl-3,4-
dihydroxynonadec-8-en-2-yl] nonacosanamide (1): White powder,
m.p. 147-149°C. -TOF-ESI-MS+: mdz =9274 |M]** calculated for
CsaHgyNOy. Important '"H-'H COSY correlations are illustrated in
Figure 2. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): &5 0.84 (¢, ]=6.5Hz, 6H,
3H-29, 3H-18), 1.20-1.34 {brs, H-11-18, H-4"-28"), 1.49 {m , H-3'a},
1.50 (i, 2H, H-6}, 1.60 {m, H-3'b), 1.92 (m, 2H, H-5}, 1.94 (m, 2H,
H-7), 1.95 (m, 2H, H-10), 2.95 (¢d, =8.9, 2.7 Hz, 1H, 2"-H), 3.04 (dd,

J=9.1, 3.7 Hz, 1H, H-4"), 3.0 (dd, J=5.8, 2.0 Hz, 1H, H-5"), 3.15 {ud,
J=8.8, 3.0 He, 1H, H-3"), 3.31 {m, 1H, H-4), 3,38 (m, 1H, H-3), 3.44
(my, 1H, H-6"2), 3.66 {m, 1H, H-1a), 3.67 (m, 1H, H-6"b), 3.81 (dd
J=10., 6.7 Hz, 1H, H-1h), 3.86 (dd, [=10.0, 6.4 Hz, TH, H-2'), 4.10 {d¥,
I=15.5, 5.3 Hz, 1H, H-2), 4.15 (d, ]=7.7 He 1H, H-1"}, 4.35 (m, 1H,
OH-5"), 4.52 (£, [=5.6 Hz, 1H, OH-6"), 477 (¢, =56 Hz, 1H, OH-3),
4.91 (& J=4.3 Hz 2H, OH-3", OH-4"), 4.95 (4, ]=3.5 Hz. ZH, OH-2"),
5.31 [, 1H, H-9), 5.37 (m, 1H, H-8), 5.60 (d [= 4.9 Hz, 1H, OH-4)
7.54 (d, ]=9.5 Hz, IH, NH), -"C NMR (125 MHz, DMSO-d6): . 13.9
(C-29', C-19), 22.1 (C-18, C-287, 244 {C-4"), 25.5 (C-6), 26.5 (C-10),
26.6 (C-7), 286-29.2 (C-12-16, C-5-261, 313 (C-17, C-277, 320
(C-11), 32.3 (C-5), 34.3 (C-3'), 49.8 (C-2), 61.0 (C-6"), 68.9 (C-1), 69.9
(C-4"), 705 (C-4), 70.9 (C-2"), 73.4 (C-2"), 74.4 (C-3), 76.5 (C-3"), 76.9
(C-5"), 103.3 {C-1"), 129.8 (C-9), 130.2 (C-8), 173.7 {C-1").

i

OH

HO O

&

Figure I: lsolated compounds from the wood of roots of ¥ paradaxa,

In vitro antibacterial assay

Microorganisms and culture media: Compounds were tested against
4 microorganisms, four bacterial strains {Safmonella typhi ATCC6539,
Salmonefla  typhimurium, Fseudomonas aeruginosa ATCCI721,
Eecherichia colf). Among these microorganisms F colf were isolated
from Ayub Theacthing Hospital of Abbottabad (Pakistan) while &
typhimuriug was isolated from the Laboratory of Bacteriology and
Mycology of the "Centre Pasteur” of Yaounde, Cameroon respectively.
These microorganisms were maintained on agar slant in refrigerator at
4°C, The reference strains were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC). Mueller Hinten Agar (MHA) for the activation of
tested Gram-negative bacteria while Mueller Hinton Broth (MHE} was
used for the i witro antibacterial assay as culture media [24].

MTT colorimetric assay for MIC and MBC determination: The
microdilution method using the MTT colorimetric assay was used to

determine the Minimal Inhibitory Concentrations and Minimal
Bactericidal Coneentrations (MICs and MBCs) of the samples and
reference antibiotics, Indeed, samples were first dissolved in 50 pL of
DMS0 10%. To the solution obtained 930 pL of MHB was added and
then scrially diluted two fold in a %-well microplate, The final
concentration of DMSO was lower than 2.5% in order to not affect the
microbial growth. 100 pL of inoculum (1.5 x 10° CFUmL') in MHB
were then added, The plates were covered with a sterile plate sealer,
then agitated with a plate shaker to mix the contents of the wells and
incubated at 37°C for 18 h, Wells containing MHB broth, 100 pl. of
inoculum and DMSO te a final concentration of 2.5% served as
negative control. The assay was done in triplicate and the MIC of each
sample was detected after 18 h of incubation at 37°C following
addition of 40 pL. MTT (0.2 mg.mL ") and incubation at 37°C for 30
min. Viable bacteria converted the yellowish solution of MTT to a dark
blue characteristic of the water-insoluble MTT formazan by
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milochondrial dehydrogenases of living cells. The MIC was the sample
concentration that prevented this color change of the medivm and
exhibited complete inhibition of microbial growth; in others words, the
MIC corresponds to the lowest concentration of the compounds that
inhibits visible growth (visual turbidity) that was detected by the
reduction of MTT into MTT formazan, a dark blue molecule. The
highest dilution of a compound in which no a dark blue color appears
corresponds to its MIC, For the determination of the MBC, 50 pL
aliquots of the preparations (from the well which did not show any
growth after incubation during MIC assays) were added to 150 pL of
adequate broth. These preparations were incubated at 37°C for 48 h.
The MBC was considered as the lowest concentration of samples that
prevented the color change of the medium after addition of MTT as
mentioned above [25,26].

a-Glucosidase inhibitory activity: The a-glucosidase inhibition assay
was performed  spectrophotometrically  wsing  p-nitrophenyl-a-D-
glucopyranoside {p-NPG) as substrate in a 96-well microtiter plate
(Corning Costar, Cambridge, MA, USA), following the reported
procedures [27] slightly modified. Briefly, the assay started with the
pre-incubation at 37°C of a mixed solution conlaining 70 pL phosphate
buffer (700 mM, pH 6.8), 10 plL of test compound (0.1 mM) and 10 plL
of enzyme (a-glucosidase (2.5 UmL7). after 5-10 min of pre-
incubation, 10 pL of p-NPG (10 mM) was added to each well of a 96
well plate and further incubated at 37°C for 20 min. The reaction was
stopped by adding 80 uL of 0.2 M Na,COy solution. The solutions of a-
glucosidase and its substrate were prepared in 70 mM phosphate buffer
(pH 6.8), while the tested compounds were dissolved in DMSO 10%,
Megative control was constituted of 10 pL of distilled water instead of
test compounds, while acarbose was used as positive control. The
activity ol test compounds againgl plueosidase isoenzymes was
determined by measuring the amount of p-nitrophenal released at a
wavelength of 405 nm using a FluoStar Omega plate reader (BMG
LabTechnologies, Offenburg, Germany). The percent inhibition was
calenlated using the following equation:

% inhibition=[ 100-{ Absorbance,,q e/ Absorhance, e ] * 100

For all the test compounds, assay was performed in triplicate. 1Cq
values of the compounds showing more than 50% activity were
determined by further serial dilution into eight different
concentrations. 1Cq values were determined using GraphPad PRISM
software version 5.0 (5an Diego, CA, USA) as the mean £ S.EM. of
three assays.

Alkaline phosphatase inhibition assay: Alkaline phosphatase activity
was performed using a previous reported luminescence method [28]
with slight modifications in which CDP-Star was used as substrate for
the determination of enzyme inhibition of compounds on bovine
kidney alkaline phosphatase (h-TNAP)} enzyme and calf intestine
alkaline phosphatase (A-1AP). Initial screening was performed for all
the tested compounds at a concentration of 0.1 mM. An assay buffer
constituted of # M diethanolamine (DEA], 2.5 mM MgCl; and 0.05
mM ZnCly at pH 9.8, was used. The assay mixture containing 10 pL of
tested compound (0.1 mM) and 20 pL of enzyme A-TNAP [ 1:800 times
diluted (0.8 units per mL} enzyme in assay buffer) or 20 pl. of A-1AP
[ 1:800 times diluted (1 unit per mL) enzyme in assay buffer) was pre-
incubated for 4 to 5 minutes at 37°C, the luminescence was then
measured as a pre-read using microplate reader (BioTek FL x 800,
Instruments, Inc. USA) After that, 20 pl of CDP-star (final
concentration of 110 pM) was added to initiate the reaction and the
assay mixture was incubated again for 15-20 min more at 37°C and
then, the change in the luminescence was measured as after-read. The

inhibitory activity of each tested compound was compared with
negative contrel {without any inhibitor), while Levamisole {2 mM per
well) and L-phenylalanine (4 mM per well} were used as a positive
controls  respectively  against - TNAP and &IAP For all the
compounds which exhibiting more than 50% inhibition of either -
TNAP or A-IAP activity, further analysis were performed in order to
determine [1Csy  values, For this aim, serial dilutions (6-8
concentrations) of each compound (100 pM to 20 nM) were prepared
in assay buffer and their dose response curves were obtained by
assaying each inhibitor concentration on both Aps isozymes using the
above mentioned reaction conditions, All experiments were performed
in triplicate then the 1Csy values were determined by the non-linear
curve fitting program PRISM 5.0 (GraphPad, San Diego, California,
UsA)

Statistical analysis: All values obtained were compared using One-
way ANOVA with a Student Newman-Keuls post-test using GraphPad
Prism 6 Software, Inc. (San Diego, CA, USA). Differences at p=0.05

were considered statistically significant.

Results and Discussion

Compound 1 was obtained as a white powder, its molecular formula
CsHepNOy; was deduced from the TOF-MS ESI+ analysis which
showed a molecular radical ton peak atm/z 927.4 [M]** consistent with
the above molecular formula, Subsequently, the structure was fully
elucidated by 'H and *C NMR spectroscopy.  he 10 NMR spectrum
pattern of compound 1 coincided with glycosphingelipids skeleton,
which shows the presence of an amide linkage, a sugar, and long chain
aliphatic moietics. Indeed, the two signals at §; 49.8 (C-N) and 173.8
(C-0) in the "C NMR spectrum of compound 1 together with the
signal at & 7.54 (1H, d, [=9.5 Hz) can be attribuled to the signals of an
amide function -NHCO- suggesting the presence of an amide group,

he signal at &y 4.15 {1H, d, ]=7.7 Hz) that is associated to the carbon
at & 105.6, can be attributed to the anomeric proton of a sugar moiety,
All these signals combined with the ones of two long chain aliphatic
moieties including aliphatic methylenes (6 1.20-1.36, m) and a triplet
of six protons (8 0,86, 6H, t, [=6.9 Hz), suggested a glycosphingolipid
mature of compound 1 [29-33].  he presence of a sugar molety was
confirmed by a positive reaction of compound 1 in the Molish test.  he
3¢ NMR spectrum also shown a set of C-atom signals :ﬁ eared at G-
61.0 (CH,), 69.9 (CH), 73.4 (CH), 76.4 (CH), 76.8 (C] Peond 103
[CH), that suggested the presence of a [i-glucopyranoside. he high
coupling constant of the anomeric proton (J=7.7 Hz) corresponding to
twao trans diaxial protons, further confirmed the fi-configuration of the
glucoside unit.  he position of the glucose moiety was found to be at
C-1 due to the downfield chemical shift observed for the
hydroxymethylene carbon C-1 at & 689 [34,35]. Further extensive
analysis of 'H NMR spectra revealed two olefinic proton signals at &y
537 {m , H-8), and 5.31 {m , H-9) attributable to the presence of a
disubstituted double bond. Furthermore, it is known that the geometry
of the double bond in a long-chain alkene can be determined on the
basis of the '3C-NMR chemical shifts of the methylene carbons
adjacent to the olefinic carbons. Usually, the chemical shifts for the
adjacent carbans to a cis (Z) double bond appear in the range of &
26-28, while those of a trans double bond appear in the range of 8-
32-33 [35,36]. hus, the A* double bond was determined to be cis (7)
due to the downfield chemical shifts of C-7 (§ 26.6) and C-10 (5 26.5)
[37].

'H NMR spectrum of 1 also showed three other methine signals at
fiyy 3.38 {m, CHOH}), 3.34 (m, CHOH), 3.86 (o 10.6; 6.7, CHOH},
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attributed to H-3, H-4 and H-2' respectively and were supported by the
signals at 8 70.5 (C-4, CHOH), 709 (C-2, CHOH), and 74.4 (C-3,
CHOH) in the '3C NMR spectrum. The above data supgested that the
sphingpid base of compound 1 is phytosphingosine [38]. Therefore,
compound 1 s suggested to be a molecular species of
phytosphingosine-type cerebroside possessing 2-hydroxy latty acid and
-glucopyranose moieties, It has been stated that the chemical shift of
the H-2 signal and the "C chemical shifts of C-1-C-4, C-1"and C-2' of
glucosphingolipids are especially suitable for the determination of the
absolute stereochemistry of the phytosphingosine moiety [30,39],
Literature survey revealed that the absolute configuration at C-2 of
maost natural cerebrosides is all-25; the biogenetic pathway of the
matural cerebrosides supgested a 25, 35-configuration of the
phytosphingosine part [40-44]. Thus, from the chemical shift of H-2
(4,10, di ]=15.5; 5.3 Hz) and the carbon chemical shifts at ;- 65.9
(C-1), 49.8 (C-2), 74.4 (C-3), 70.5 (C-4), 175.8 (C-1'} and 709 (C-27)
and all the facts above mentioned, the configuration of compound 1
was essentially identical to those reported for other cerebrosides with
(25, 35, 4R)-phytosphingosine and (2R)-2-hydroxy fatty acid moieties
[45,46],

The 'H-'H COSY spectrum presented a correlation between the
amide proton at &y 7.51 and 2-H methine at 8y 4.10 which in turn
coupled to three other protons at & 3.81, 3.38, and 3.62 corresponding
respectively to H-1a, H-3 and H-1h. Furthermore, H-3 (& 3.38)
showed correlation with H-4 (8=3.31), Cross peaks were also
observed between the signal at 6y 3.86 (H-2') and the downfield
proton signals at &y 1.50 corresponding to 2H-3", This confirmed the
presence of the fourth hydroxyl group at C-2' of the fatty acid chain.
The positions of the three hydroxyl groups in the long chain base were
further confirmed by the mass fragmentation pattern (Figure 3}, The
COSY spectrum alse revealed the correlations between the protons at
fy 086 with a set of protons at &y 1.26 that in turn correlated with
others protons at §y 1.34, in addition with the correlations between all
the protons of the sugar moiety. The coorelation between the two
olifenic protons H-8 at 8y 537 and H-9 at &y 5.31, as well as the
correlations of these protons and the adjacent ones at §y 1.94 (C-7)
and &y 1,98 (C-10} respectively were also visible.

Figure 2: Important 'H-"H COSY correlations of compound 1.

The length of the long chain base was determined by the
characteristic ion at m/r 4752 [Gle-OCH,CHCH{OH)CH(OH)
[CH3):CHCH{CH, }yCH;|" (Figure 3).  he fragment at m7 =166.8
[CH;{CH; CHCH]® resulting from the cleavage in a of the A* double
bond confirmed the position of the double bond in the long chain base,
The typical fragment ions at 764.6 [M-163]" and at 806.2 [M-163]*
(Figure 3), resulting from the loss of the sugar moiety followed by the
cleavage in o of the A* double (between C-9 and C-10), further
confirmed the presence of the glucoside moiety and the ester function,
The length of the fatty acid chain was deduced from the fragment at
5154 [GleOCH,C{=CHNHCOCH{OH)(CH,)eCHCHCO]® (Figure

3), resulting from the cleavage in a of the carbonyl group of the amide
function. From the foregoing data, the structure of compound 1 was
elucidated as (2R)-2-hydroxy-N-[(Z.25,35,4R)-1-0-f-D-
glucopyranosyl-3,4-dihydroxynonadec-8-en-2-yl]  nonacosanamide
and named Vitellaroside. To the best of our knowledge, this is the first
time that a cerebroside is reported from Vitellaria paradoxa,

The known compounds (2-7) (Figure 1) were identified by
comparing their NMR spectroscopic data with those reported in the
literature, as catechin (2), quercetin (3), B-sitosteral (4), stigmasterol
(5), spinasterol glhucoside (6) and gallic acid [22],
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Figure 3: Important fragmentation of compound 1.
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Antibacterial activities

All pure compounds were screened for their antibacterial activities
using the microbroth dilution method in 96-well micro-plates against
three gram negative (-) bacteria: Escherichia coli, Salmonelfa
fyphiimuriun; and Psevdomonas aeruginosa. The antibacterdal activity
was measured as MIC which is defined as the concentration that
inhibits the growth of 50% of organisms. The results presented in Table
I, indicated that all the tested compounds were active depending on
the bacterial strain with MIC values ranging from & to 128 pg/mL.
Compound 7 inhibited the growth of 100% of the 3 tested bacleria with
the MICs ranged from 16 to 128 pg/mL. The antibacterial activity of
compounds has been defined as significant when MIC <10 pgimL,
maderate when 10<MIC<100 ugfmlL and low when MIC=100 pg/mL
[33,47]. 'Therefore, in this study, a compound was considered as
inactive il ils MIC value was above 128 pg/mL (MIC=128 pg/mL).

hus, low activities were recorded for catechin (2), spinasterol 3-0-f-D
-glucopyrancside (6) and gallic acid (7) respectively against & fyphi
ATCCASY, E colf and P aeruginesa, Inactivity was recorded for
compound 1, catechin (2) and spinasteral 3-0-B-D -glucopyranoside
(6] against £ coli, for compounds 1, catechin (2) and quercetin (3)
against & ypfii ATCC633Y, and for quercetin (3) and spinasterol 3-0-
B-D -glucopyranoside (6) against the isolate of & fyphi. Meanwhile, all

the tested compounds were active against £ aeruginosa, the significant
activity being observed for compound quercetin (3) (MIC=8 pg/mlL,
while the activities of the remaining compounds were considered as
moderate with MIC value ranging from 16 to 64 pg/mL. The new
compound 1, exhibited & moderate activity against the isolate strain of
S hphi and £ aeruginosa. ‘The activity of the tested compounds
against all the 3 tested gram (-) bacteria was lower comparing to the
reference antibiotic compound Ciprofloxacin (0.5 pg/mL).

All the bacterial strains used in this study were gram-negative
bacteria possessing complex and multilayered lipopolysaccharides cell
walls. Therefore, for many compounds including synthetic and natural
antibiotics, the access to this membrane is more restricted [48], The
activity of all the compounds against the gram (-} bacteria used in this
study suggests that these compounds could be able to eross this tough
barrier. All these compounds presented in their structures many
organic functions (hydroxyls groups, amide, alkene, ester functions,
phenols and carboxylic acids) that can be responsible for the observed
activities [49,50]. This study confirms the fact that the number and the
position of hydroxyl groups influenced the membrane interaction
effects of organic compounds. Antibacterial activity of the isolated
compound obtained in this study may provide some explanation for
the traditional uses of ¥ paradoxa,

Bacterial strains Tested compounds and MIC values (pg/mL)
1 2 |3 [: 7 Ciprofloxacin
mic Juac Mc |MBC |MiC | MBC | MIC ‘ MBC |mc | MBC | MIC ‘ MEC ‘
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| E con lsolate | T T E o |- 05 |05
| §. yphi ATCCS539 128 | 128 64 B4 128 |05 |1
Isolate f4 4 - iz 64 0.5 0.5
| B seruginasa ATCCET2 32 128 16 128 B 32 64 128 16 128 0.5 1
| (-1: 3128 pgiwil. E. coft: Escherichia coft: 5. typhi: Saiioneia yphimuriuny, P2 aeruginoss: Pssudomonas saruginosa, In bold: significant activity [47],

Table 1: MICs and MBCs of isolated compounds on the selected bacteria,

a-Glucosidase and alkaline phosphatase inhibitory activities

The pure isolated compounds were tested for their glucosidase
inhibitory potential by in witro enzyme assay. Following preliminary
sereening, catechin (2), quercetin (3) and gallic acid (7) showed very
strong inhibitory effects against a-glucosidase, and were further
studied for their concentration dependent activity in order to caleulate
1Cs; values (Table 2). Spinasterol 3-0-p-D -glucopyranoside (6] and
the new compound 1 showed a weak activity, 35.62% and 401.42%
respectively. Quercetin {3) and gallic acid (7) possessed high potency

with the 1Cs; value of 4.30 £ 0.01 and 5.35 £ 0,18 pM, respectively, as
compared with that of acarbose (1C;=2346 £ 2,01 pM) which was
used as a positive control. In addition, compound 2 also exhibited a
potent activity against a-glucosidase with an ICs; of 68.3 £ 1.25 pM
which was ~ 4-fold higher compared to the positive control (acarbose).
Catechin {2}, quercetin (3] and gallic acid (7) may be the main anti-
hyperglycemic agents present in this plant, and they have been already
reported for their glucosidase inhibition activities [51,52].

- Code o-Glucosidase Alkaline
h-THAP h-AP
1Cx; (M) £ SEM or® Inhibition

[ 1 41.42% BB.E4 + 2700 A £ 3700
'2 ' 88,1+ 1259 .312.54 16447 T77.47 £ 18550
3 .-1.30 +0.01" “.121.-14 t 3.51° -;11.95 £ 0.35°
| 6 35,62% 4124 +1.33¢ 6E.G1 & 2197
| 7 535+ 0,18" 256,30 + 4.83% B1.60 & 4,73
Acarbose 23464 2.01° I /

Levamisole ! 02419 |
I L-Phanylalaning ! ) B0.2 £ 0.0012

Mean valuas followed by the same lether superscripts in a column are not significantly different (n=3, p=0.05). 1Cs; is the concentration at which 50% of the enzyme

| activity i inhibited.

Table 2: a-Glucosidase and alkaline phosphatase inhibition of the isolated compounds.

he luminescence of the solutions of active APs gives a possibility to
evaluate the inhibitory activity of some compounds when exposed to
these solutions by attenuation of the luminescence. This activity can
therefore be measured via a luminescence based assay. In this study,
the isolated pure compounds from the wood of rools of V) paradoca
were investigated for their potential to inhibit the human tissue
nonspecific (5-TNAP) and intestinal (5-IAP) alkaline phosphatase
isozymes.

The results resumed in Table 2 shows that all tested compounds
were active against both isoenzymes of alkaline phosphatase, #-TNAP
inhibitory values were ranged between 41.24 + 1.33 and 312,54 + 6.44
pM while A-TAP inhibitory values were in the range of 47.95 £ 0.35 and
77747+ 1855 pM. Most of the tested compounds (60%) display
selective inkhibilory activity for A-IAP Among all the lested

compounds, quercetin (3} showed the highest activity against b-IAP
which was found to be 47.95 = 0.35 nM, ~ 2 fold more active than the
standard L-phenylalanine and - 3 fold more selective for f-IAF over f-
TNAP. Meanwhile, spinasterol 3-0-p-D-glucopyrancside (6) was
found to be the most potent inhibitor of A-TNAP through the series,
but its activity was ~ 2 fold less when compared to the one of
Levamisole used here as the standard for this isoenzyme. Catechin (2)
was found to be the least inhibitor of both isoenzymes A-IAF and /-
TNAP with [Csg values of 77747 = 1855 uM and 312.54 + 6.44 pM
respectively,. The new compound 1 also demonstrated a good
inhibition potential with a slight specific inhibition against &-1AP
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Conclusion development of alkaline phosphatase inhibitors: Synthesis, SAR analysis

In the present study, we reported the isclation of a new cerebroside,
Vitellaroside (1), from the wood of barks of Vitellaria paradexa |
together  with  catechin,  quercetin,  spimasterol  3-O-f-D-
glucopyranoside, gallic acid and a mixture of phytosterols. All the pure
compounds were tested for their antibacterial, a-glucosidase and
alkaline phosphatase inhibitory activities and, most of them show
either moderate or low activities. herefore, some like quercetin and
gallic acid were very active against a-glucosidase. To the best of our
knowledge,(2R)-2-hydroxy-N-[(Z,25,35,4R)-1-0-f-D-
glucopyranosyl-3.4-dihydroxynonadec-8-en-2-yl] nonacosanamide (1)
is the first cerebroside identified from this plant and from the
Sapotaceae family. Except the new compound (1), all the others have
already been reported from this plant.
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Abstract: Gardenmia agualla a plant of the Rubiaceae
family is being used extensively in Africa, particularly in
Cameroon as an herbal medicine. Therefore it is necessary
to have knowledge of the constituents of the plant of our
native species. Thus, the aim of the present study was to
investigate chemical constituents of this herbal medicine.
Nine compounds, including one alkane, n-Nonacosane
(1), two aliphatic alcohols n-heptatriacontanaol (2) and
n-Docosanol (3), onefativester, Heptadecyl heptacosanoate
(&), two sugars, D-mannitol (5) and D-mannitol acetate
(6), and a mixture of three phytosterols, f-sitostero] (7],
stigmasterol (8) and fucosterol (9), have been isolated and
purified from the stem barks of Gardenia agualla Stapfl &
Hutch. Theirstructureswereelucidated using spectroscopic
analyses, including 1D and 2D NMR and ESI-MS. The fatty
acid ester, heptadecyl heptacosanoate (4) is reported
here for the first time. All the isolated compounds were
tested for their antimicrobial activities against four Gram
negative bacteria (Salmonella Typhimurium ATCCo539,
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Pseudomonas aeruginasa ATCC9721, Escherichia coli, and
5. Typhi) and four yeasts (Candida albicans ATCC9002,
Candida parapsilosis ATCC22019, Candida krusei and C.
albicans).

Keywords: Gardenia agualla stem barks; Alkanes;
Alkohaols; Fatty acid esters; Antimicrobial.

1 Introduction

In Africa, much like elsewhere in the whole world,
plants have always been an important source of natural
products with very high therapeutic values. Many people
are still interested in using natural products from plants
for curative and preventive medicine. Thus, it has been
estimated that over 60% of the world population and
809 of the population of developing countries still
directly rely on medicinal plants, for their primary health
care needs [1]. Hostettmann et al. [2] stated that in some
African countries, up to 90% of the population still
depended exclusively on medicinal plants as a source of
medicines, Nowadays, people are still very interested in
medicinal plants. Thus, with this growing interest in the
field of medicinal plants, there is a great need to produce
databases that would contain as much information as
possible about the secondary metabolites produced by
plants and their importance in today’s world. About 15%
of the known angiosperm species in tropical regions have
been examined for their pharmacological properties [3].
Therefore, there are most definitely a large number of plant-
derived medicines and other useful compounds that have
yet 1o be discovered and characterized around the world.
Cameroon has a very rich and diverse flora estimated
in 2003 at 8,620 known plants species [4], that a large
majority of population are using some of them as medicines
for their primary healthcare. However, in the Cameroonian
pharmacopoeia, there is still a serious lack of information
on the uses and the phytochemical content of a large
number of plants and spices traditionally employed in
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the treatment of several ailments. Gardenia agualla Stapf
& Hutch (Rublaceae) is among those medicinal plants
extensively used in Cameroon and not well documented.

Known as “Dingale” in Fufulde in the Adamawa
Region of Cameroon, Gardenia agualla is a bushy shrub
or a small tree that grows up to 3 m high and belongs to
the Sudanese to Sudano-Guinean savannahs on shady
lowlands and alluvial terraces [3]. It is widely distributed
from Senegal to Cameroon and as far as Sudan, scattered,
locally common. Medicinally, the plant is used in the
treatment of several ailments such as leprosy, oral and
ear infections [6], dysmenorrhea [7], jaundice, ulcers (8],
diabete [9], syphilis [10], cancer [11].

As the plant is being used extensively in our country
as an herbal medicine, it is necessary to have knowledge of
the constituents of the plant of our native species. Previous
phytochemical investigation on this species revealed
the presence of steroids, triterpenes and flavonoids in
the petroleum ether extract of the stem barks while the
methanolic extract was found to contain anthraquinones,
carbohydrates, cardiac glycosides, flavonoids, saponins,
steroids, tannins and triterpenes [12]. To the best of our
knowledge, currently no compound has been isolated
from this plant species. The present study aims therefore to
investigate chemical constituents of this herbal medicine.

2 Experimental Procedures

2.1 Plant material

The Stem barks of G. aqualla Stapf & Hutch were collected at
Dang in the District of Ngaoundere 111, Region of Adamawa
Camercon. A voucher is deposited at National Herbarium of
Camercon in Yaounde under number 36894/HNC.

2.2 Extraction and isolation

The ground dried stem barks (100 kg) were consecutively
extracted with Hexane, EtOAc and MeOH to give 6.74 g,
9.42 g and 83.83 g of extracts respectively. A portion (50,0
g) of the MeOH extract was fractionated by silica gel
column chromatography using a gradient elution with
successively Hexane-EtOAc (1:0-0:1) and EtOAc-MeOH
(1:0-20:1). 510 sub-fractions of 300 mL were collected
and according to their chromatographic profiles on TLC,
they were grouped into six fractions G -G, From the main
column seven compounds were obtained, compound 1 at
Hexane-EtOAc (9:1) from the assembly of sub-fractions 17-
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53, compound 2 at Hexane-EtOAc (1:1) from the assembly of
sub-fractions 242-253, compound 5 at Hexane-EtOAc (1:9)
from the assemhly of sub-fractions 321-366 and compound
6 at Et0Ac-MeOH (9:1) from the assembly of sub-fractions
400-402. Fraction G, (196 g) was further purified on CC
of silica gel using a gradient polarity of hexane-EtOAc
(1:0-26:4) leading to compound 3 from the sub-fractions
1718, compound 4 from the sub-fractions 21-22, and from
the assembly of sub-fractions 2528 compounds 7, 8 and 9
were ohtained as a mixture, All these last five compounds
were obtained at the same polarity (Hexane-EtOAc (9:1)).
Monacosane (1): white solid. m.p. 50-51°C. TOF-MS-
ESI': [M+H]* at m/z = 409.3, [M+K]" at m/z = 447.3, and
[2M+K-+H]+ at m/z = 856.5 for C,H, . 'H NMR (CDCL): 6 0.91
(6H. t, =70 Hz, 3H-1, 3H-29), 1.59 (4H, m, 2H-2, 2H-28) and
1.201.39 [I:CI-IJ]IH. birs], “C NMR {EDCI,]: 814.1(C1,C29), 227
(C-2, C-28), 319 (C-3, C-27), and 29.4-29.7 (C-4-C-26) [13]

Heptatriacontanol (2); white solid, m.p. 88-89°C. TOF-
MS-ESI*: [M+H]" at m/z = 537.3, for C.H,_0.'"H NMR {EDCLJ:
8 3.65 (2H, m, 2H1), 160 (2H, m, 2H-2), 1.20-1.39 [(CH,) ,
brs] and 0.89 (3H, t, J = 75 Hz, 3H-37). "C NMR (CDCl,):
4 63.1 (C1), 32.8 (C-2), 25.7 (C-3), 29.4-29.7 (C-4-C-34), 31.9
(C-35), 22.7 (C-36) and 14.1(C-37). [14]

Docosanol (3): white solid, m.p. 58-59°C. TOF-MS-
ESI': [M+6NH, *+6H]" at m/z = 440.2 and [M+4NH,'+3H]" at
m/z = 4014, for C_H, 0.'H NMR (CDCL): 6 3.67 (2H, t, ] =
6.6 Hz, 2H-1), 1.59 (2H, m, 2H-2), 1.29 [(CH,) , brs] and 0.91
(3H, t, ] = 70 Hz, 3H-22). “C NMR {’CDCU: & 63.1(C1), 32.8
(C-2), 25.7 (C-3), 29.4-29.7 (C-4-C-19), 319 (C-20), 22.7 (C-21)
and 14.1 (C-22). [15]

Heptadecyl heptacosanoate (4): white solid, m.p.
65-66°C. TOF-MS-ESI: [M+2NH_+Hl' m/z = 6853 for
€ H,0,.'H NMR (CDCL): § 0.81 (6H, t, J = 70 Hz, 3H-27,
IH177, 1.201.33 [fﬁiz}n. brs], 1.54 (4H, m, 2H3, 2H-2), 2.22
(2H, t, [ = 7.5 Hz, 2H-2), 400 (2H, t, [ = 6.7 Hz, 2H-1). ®*C NMR
(CDCL): 5174.0 (C-1), 64.4(C-1°), 34.4(C-2),31.9(C-25 and C15),
29.229.7 (C-4-C-24 and C-4'-C147, 28.7 (C-2), 26.0 (C37, 251
(C-3), 22.7 (C-26 and C16°) and 14.1 (C27 and C-177).

D-mannitol (5): white solid, m.p. 168-169°C, TOF-MS-
ESI': [2M+Na] atm/z=387.2for C,H 0, 'H NMR (DMSO-d,):
6 441(2H, d, J=5.5Hz, HO-2 and 5), 4.33 (2H, t, ] = 5.7 He,
HOA and &), 413 (2H, d, ] = 71 Hz, HO-3 and 4), 3.62 (2H,
ddd, [ =10.8, 5.7, 3.5 Hz, H-1a and 6a), 3.56 (2H, t, ] = 7.5 Hz,
H3 and 4), 3.47 (2H, m, H-2 and 5) and 3.39 (2H, m, H-1b
and 6b). "C NMR (DMS0-d,): § 63.8 (C-1 and 6), 71.3 (C-2
and 5) and 69.7 (C-3 and 4). [16]

D-mannitol acetate {6): white solid, m.p. 123-124°C.
TOF-MS-ESI*: [M+Na]' at m/z = 2471 and [M+Na]' at m/z
= 4711 for C,H, 0, 'H NMR (DMSO-d,)}: § 4.75 (1H, d, ] = 5.6
Hz, HO-2), 441 (1H, d, [ = 5.5 Hz, HO-5), 433 (1H, t, ] = 5.7
Hz, HO-6), 4.28 (2H, ov, H-1a and HO-3), 4.14 (2H, d, [ =71
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Hz, HO-4), 3.96 (1H, m, H-1b), 3.68 (1H, m, H-2), 3.62 (1H,
m, H-6a), 3.54 (2H, m, H-3 and 4), 3.47 (1H, m, H-5) and 340
(1H, m, H-6b), 2.03 (3H, 5, OCOCH,). "C NMR (DMS0-d,):
520.8 (-OCOCH,), 63.8 (C-6), 67.0 (C-1), 68.2(C-2), 69.3 (C-3),
694 (C-4), 71.2 (C-5) and 170.5 (-OCOCH ).

p-sitosterol (7): white solid, 'H-NMR (CDCL), &: 5.35
(1H, d, J = 5.1 Hz, H-6), 3.53 (1H, ddd, J = 15.9, 11.0, 4.6 Hz,
H-3), 1.04 (3H, s, H-19), 1.01 (3H, d, J = 70 Hz, H.-27), 0.95
(3H, d, = 6.6 Hz, H -26), 0.88 (3H, d, J = 1.8 Hz, 'H;El]. (.85
(3H, ov, H.29) and 0.71 (3H, s, H_18). "C-NMR (CDCL, ): §
37.3(CH,, C-1), 319 (CH,, C-2), 71.8 (CH, C3), 42.4 (CH,, C-4),
140.8 (C-5), 121.7 (CH, C-6), 31.7 (CH,, C-7), 31.9 (CH, C-8),
50.2 (CH, C-9), 36.6 (C, C10), 21.1 Il'lZZHJ. C-11), 39.8 {E'.HI,
C-12), 42.3 (CH, C13), 56.8 (CH, C-14), 24.3 (CH,, C15), 28.2
(CH,, C-16), 56.1 (CH, C-17), 11.9 (CH, C-18), 19.0 (CH, C19),
36.2 (CH,, C-20}), 18.8 (CH, C-21), 34.0 (CH,, C-22), 26.3 (CH,,
C-23), 459 (CH, C-24), 293 (CH, C25), 194 (CH, C-26), 19.8
(CH, C-27), 23.1 (CH,, C-28), 12.0 (CH, C-29). [17]

Stigmasterol (8): white solid. 'H NMR (CDCL,), 8: 5.38
(1H, m, H-&), 5.14 (1H, ov, H-22), 505 (1H, dd, | = 15.2, 87
Hz, H-23), 3.56 (1H, ddd, | = 15.8, 11.0, 4.5 Hz, H-3), 1.04
(3H, s, H-19), 1.01 (3H, d, = 70 Hz, H,27), 0.95 (3H, d. ] =
6.6 Hz, H-26), 0.88 (3H, d, J = 1.8 Hz, H21), 0.85 (3H, ov,
H,-29) and 0.71 (3H, s, H18). "C NMR (CDCl,) &: 372 (CH,,
C1), 319 (CH,, C-2), 71.8 (CH, C3), 42.3 (CH,, C-4), 140.8 (C,
C-5), 121.7 (CH, C-6), 31.7 (CH,, C-7), 31.9 (CH, C-8), 50.2 (CH,
-9, 36.5(C, C-10), 21.1 {EH!, C-11), 39.8 (CH l, C12), 42.3(C,
C-13), 56.8 (CH, C-14), 24.3 I[CHI.C-IS}, 28.2 fEHz. C16}, 56.1
(CH, C17), 121 (CH,, C18), 19.0 (CH,, C19), 40.5 (CH,, C20),
18.8 [CH], C-21), 138.4 (CH, C-22), 129.3 (CH, C-23), 51.2 (CH,
C-24), 45.9 (CH, C-25), 194 {L‘H;, C-26), 19.8 IIL'HB__.C-E?]'. 2.3
(CH,, C-28), 12.3 (CH,, C-29). [18]

Fucosterol (9): white solid. 'H NMR (CDCl), &: 5.38
(1H, m, H-6), 517 (1H, owv, H-28), 3.56 (1H, ddd, | = 15.58,
110, 4.5 Hz, H-3), 1.57 (3H, ov, H-29), 1.04 (3H, 5, H-19), 1.01
(3H, d, /=70 Hz, HB-Z?']', 095(3H,d,f=6.6Hz, H ;2&]. (.88
(3H, d, J = 1.8 Hz, H-21) and 0.71 (3H, s, H18). "C NMR
[CDCIq}I &:37.2(CH,, C1), 31.9 [CH!, C-2), 7TL8 (CH, C-3), 42.3
(CH,, C-4), 140.8(C, C-5), 121.7 (CH, C-6), 31.7 (CH,, C7), 31.8
(CH, C-8), 50.2(CH, C-8), 36.5 (C, C-10), 21.1 (CH,, C-11), 35.8
[CH,, C-12), 42.3 (C, C13), 56.8 (CH, C-14), 24.3 {EHJ,C-IE},
28.2 (CH,, C-16), 56.1 (CH, C17), 11.8 (CH,, C-18), 19.3 (CH,,
(-19), 36.5 (CH,, C-20), 18.8 (CH,, C:21), 36.1 (CH, C-22), 26.1
(CH, C-23), 145.9 (CH, C-24), 34.0 (CH, C-25), 21.1 (CH,, C26),
211 (CH,,C-27), 116.4 (CH,, C-28), 12.8 (CH,, C-29). [19]

2.3 Antimicrobial assays

Antibacterial and anticandidal activities of isolated
compounds were performed against four bacterial strains
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(Salmonella  Typhimurium  ATCCE539,  Pseudontonas
aeruginosa ATCC9721, Escherichia coli, and 5. Typhi
isolate) and four strains of yeast {Candida albicans
ATCC9002, Candida parapsilosis ATCC22019, Candida
krusei and Candida isolate).
inhibitory concentrations (MICs), minimum bactericidal
concentrations (MBCs) and  minimum  fungicical
concentrations (MFCs) were determined by the broth
microdilution method as previously described by Nyemb et
al. [20] and Dzovem et al. [21] respectively for antibacterial
and antifungal activities. Ciprofloxacin was used as
standard drug for antibacterial assay, while ketoconazole
was used as positive control for the antifungal assay. All
the experiments were carried out in triplicate,

Ethical approval: The conducted research is not
related to either human or animals use.
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3 Results and Discussion
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Figure 1: Isolated compounds from G. agualla stem barks,

Compound 4 was obtained as a white powder. lts
molecular formula was found to be C_H_0, on the basis
of its TOF-MS-ESI* spectra that showed pseudo-molecular
ion peak [M+2NH,'+H]' at m/z = 685.3. The '"H NMR had
peaks characteristics of aliphatic esters [22-24]. The
spectrum revealed the presence of a signal of two protons
triplet at §, 4.00 (2H, t, J = 6.7 Hz) probably due to the 2H-1'
deshielded by the proximity of the ester function fixed on
the same carbon C-1°, a broad signal between §, 1.20 and
1.33 was attributed to the hydrocarbon chain {[",H.,}n, this
signal showed an integration of 74 protons corresponding
to 37 methylene groups. A triplet of six protons at &,
0.81 (6H, t, [ = 7.0 Hz) corresponding to two terminal
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methyl groups was also visible. The '"H NMR spectra also
displayed a signal of two protons triplet at § 2.22 (2H,t,J=
7.5 Hz) attributed to the methylene protons adjacent to the
carbonyl group of the ester function. The “C NMR spectral
data indicated characteristic signals of a fatty ester among
which a signal of a carbonyl ester function at 8§ 174.0
attributable to the C-, a signal of a methylene carbon
at &_ 64.3 (C17) deshielded by the proximity of the ester
function, a signal at §_14.1 corresponding to the terminal
methyl groups (C-27 and C17). The remaining methylene
carbons appeared between §, 22.7 and 31.9 were assigned
accordingly. The COSY spectra of compound 4 revealed one
spin system associated with the alkane long chain. Thus,
the methyls at 6, 0.81 (6H, t, J = 7.0 Hz) correlated with a
set of protons at §, 1.20 which in turn correlated with the
methylene protons at &, 1.54 (m). The correlations of the
methylene at §, 1.54 with the ones at §, 2.22 (2H, t, [ =75
Hz) and 4.00 (2H, t, ] = 6.7 Hz) respectively were also visible
(Figure 2). From the HMBC spectra of compound &, long
range correlations were unambiguously detected between
the protons 2H-1" at §,,4.00 and carbons C-2’ (§,28.4), C-3
(6.26.0) and C-1 (6_174.0) ; methylene protons 2H-2" (4,
1.54) and carbons C1° (§.64.3), C3' (§_26.0), C-4" (6.29.1)
and C-1 (§,174.0). Another set of long range correlations
was observed between the methylene at §, 2.22 (2H-2) and
C (8, 174.0), C3 (5. 25.1) and C-4 (5, 29.2) (Figure 2). On
the basis of above discussion the structure of compound
4 was elucidated as heptadecyl heptacosanoate. The
mass spectral fragmentation was also consistent with
the proposed structure. The prominent ion fragments
arising at my/z 393.3 [M-C_H_0®|* and 409.2 [M-C_H,.0*]*
(Figure 3) suggested that heptacosanoic acid was esterified
with heptadecanol. The fragment ion arising at m/z 315.2
[CH,,0,+NH +-H]" correspond to the loss of hexacosene
(C_H_)through a Mc Lafferty rearrangement. Further loss
of 113 uma (C,H *) by this fragment led to the base peak
atm/z 185.0.

Nonacosane (1), heptatriacontanol (2), Docosanol
(3), D-mannitol (5), D-mannitol acetate (6), and a mixture
of fsitosterol (7), stigmasterol (8) and fucosterol (9) in
a rafie of 3:1:2 (estimated from the relative intensities of
protons H-22 and H-23 of stigmasterol (8), H-28 of fucosterol
(%) and H-6 in 'H-NMR signals), were also isolated and
characterized from spectral analysis and comparlson with
the literature [13-19].

The antibacterial and anticandidal activities of
compounds which were in sufficlent amount were
investigated using the broth microdilution method. This
microdilution method has been adopted because it is
less expensive, less cumbersome than the macrodilution
method and it yields reproducible results. Bacterial
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Figure 3: Important fragmentation of compound 4.

growth could be assessed either visually by grading
turbidity or spectrophotometrically by measuring optical
density. The MICs and MFCs of all the tested compounds
were determined (Table 1). The tested compounds showed
variable antimicrobial activity with MICs values ranging
from 32 to 128 pg/mL. D-mannitol (5) and D-mannitol
acetate (6) presented the highest antibacterial activities
depending on the bacteria strains, while they were inactive
(> 128 pg/mL) against all tested veast strains. These two
compounds had the same activities (MIC = 32 pg/mL)
against the isolate strains of E. coli and 5. typhi. This
activity has decreased for D-mannitol acetate (6) against 5.
typhi ATCC6539 (MIC = 128 pg/mL}, and increased against
P aeruginosa ATCC972. The highest antifungal activity
(MIC = 128 pg/mL) was recorded for docosanol (3) and the
mixture of phytosterols f-sitosterol (7), stigmasterol (8)
and fucosterol (9) against all the tested yveast except for
. parapsilosis which was not sensitive to the mixture of
phytosterols.

4 Conclusion

This study conducted on the stem barks of Gardenia
agqualla, is a part of our research on the hicactive
constituents of the medicinal plant of Cameroon
pharmacopeae. . agqualla is a medicinal plant growing in
the Sudano-Guinean savannahs of the country. From the
MeOH extract of the plant stem barks, nine compounds
were isolated and their structures were elucidated by
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Table 1: MICs, MBCs and MFCs of some isolated compounds.

Liplds constituents from Gardenta agualla Stapf & Hutch = 375

Tested compounds and MIC, MBC and MFC values (pg/mL)

Microarganism 3 4 5 & T+8+9 Ciprofloxacin
Bacteria MIC MEBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
E. coli Isolate 128 128 - 6l 128 64 128 0.5 0.5
ATCCe539 128 32 128 128 128 128 0.5 1
5. typhi Isolate 128 128 - 32 32 32 - - - 0.5 0.5
P uerugj'nam ATCCO72 128 128 128 128 128 128 1] 128 - - 0.5 1
Yeasts MIC MFC MiC MFC MIC MFC MiIC MFC MIC MFC ketocenazole
C. paropsilosis  ATCC22019 128 . - 2 16
ATCCO002 128 - - - - - 128 0.5 L]
C. albicans Isolate 128 - - - - - - 128 0,25 64
L. krusel Isolate 128 128 . 2 G

[-J: »128 pg/mL. E. coli: Escherichia coli; 5. typhi: Salmanella Typhimurium; B cervginosa: Pseudomonas aeruginosa; C. parapsilosis:
Candida parapsitosis; C. albicans: Candida albican; €. krusel: Candido krusel

extensive NMR spectroscopy and Mass Spectrometry. This
is the first report on the isolation of compounds from this
plant species and to the best of our knowledge, compound
4 is reported here for the first time from plant kingdom,
while compounds 1, 2, 3, 6 and 9, are reported here for the
first time from the genus Gardenia,
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CHajective: To investigate the phytochemical constituents, antioxidant and anthelmintic
activities of the crude methanol extract of Cissus poprednea (€. populrea) thizomes, Methods:
Phyvtochemical screening was performed using standard protocols, and column chromatography
of silica gel was used for the compounds isolation. DPPH antiradical scavenging assay was
performed in order to evaluate the antioxidant activity. Total phenolic content was evaluated
using the Folin-Ciocalten assay. The anthelmintic activity was screenad on the bovine
adult male forms of parasitic nematode Onchocerca ochengd, by the in vitro evaluation of the
inhibition of adult worm motility and mortality, Worms were incubated in the presence of
different concentrations of the plant extract and effects on survival were monitored after 24
and 4% h. Results: The preliminary phytochemical screening revealed the presence of phenolic
compounds, saponing, steroids, tanning, and terpenoids. Bergenin and a mixture of phytosterol,
[ -sitosterol and stigmastero] were isolated from this extract and were identified by nuclear
magnetic resonance, mass spectrometry and by comparison with published data. The crude
methanol extract of O, papafnea thizomes showed a strong DPPH antiradical activity with a
good amount of wial phenalic content ((2006922.13) g gallic acid equivalent/ 100 g of extract)
and significant anthelmintic activity comparable to the standard drug ivermectin. Bergenin was
found to be inactive even after 72 h of incubation, Conclusions: This study constitutes the first
report on the anthelmintic activity of this plant and supports the traditional use of £ poplinea
as a matural antioxidant and anthelmintic.

Keyivorda:

Cissus populnea
Onchocerca ochengl
Antioxidant

Fhenolic compounds
Phytochemical constituent
Bergenin

reactive oxyeen species that can cause tissue damagel2],
1. Introduction (Inchocerca volvulus (0. volendus) is a helminth transmitted to

humans through the bite of infected Simulinm blackflies breeding

Muaost of the pathologies known in today world are cavsed or
aggravated by the presence of Mmee radicals in the body. These
free radicals generated during metabolism are involved in most
of degenerative pathologies such as cancer, diabetes, aging,
atherosclerosis, hyperiension, and heart attackill. It has been
reported that subjects with parasitic diseases most olten present

cases of oxidative stress cansed by excessive production of potent

in fast-flowing streams and rivers. The presence of this filarial
parasite {death or alive) in the body cavses chronic lesions of the
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skin and eves that can lead to onchocerciasis or river blindnesal3).
Onchocercomas are nodule of worms often located in the skin and
deeper tissues|?). Onchocerciasis is still a major cause of blindness
in Cameroon. The development of resistance of (2, volonfus against
ivermectin4] led to a greal need to search for new anthelmintic
drugs. Several studies reported the efficacy of plant extracts against
helminthesl4]. Therefore, anthelmintics from the natral sources may
play a key role in the treatment of these parasite infections.

Commonly known as “food gum”™, Cissus popidnea (O, populfnea)
is a useful plant playing a very important role in medicine and
in nutrition. Belonging to the genus Cissus of Vitaceae family,
O popudrea is ong of the most widespread species of the genus
Cigsuesl5). In Africa, the plant is principally found in the Sahelian
zones, in the Sudano-Guinean and Guinean savannahs(sl. In
Cameroon, it is found in the regions of Adamaoua, North and Far
Morth where it is seasonal. €. popifnes has always been used as
spicel 5.6 and as medicinal plant against a broad spectrum of diseases
including intestinal parasites, leprosy|5), and malarial "8 The roots
of the plant have been reported to be used as anthelminthic|.
Several pharmacological studies revealed its antimicrobiali#),
antiparasitic) 7.1, larvicidal(11], hypoglycemicl12] and antioxidant
activities(13]. It has been reported that the leaves, stem barks
and roots of €. pepulnen contain tannins, flavonoids, saponins,
cyanogenic glycosides. alkaloids, anthraquinones, terpenoids and
steroids(14-17), However, there are no reporis on phytochemical
studies as well as pharmacological studies of the rhizomes of
. popudeea. The aim of this study was o determine the chemical
composition of the crude methano] extract of the rhizomes of
O popudres as well as to investigate its in eiro antiokidant and
anthelmintic activities.

[

. Materials and methods

12

. General experimental procedures

Column chromatography was performed on silica gel a() (Merck,
TO-230 Mesh) with n—hexane, ethyl acetate (EiQAc) and methyl
alcohol (MeOH) as eluents. The column chromatography was
monitored by thin layver chromatography and UY Bght (254 and
365 nm), H50, 20% followed by heatng at 105 7 was used for
spots detection. A spectrometer Bruker Avance AV-500 was used
for "H NMR (500 MHz) and “C NMR (125 MHz) respectively.
Tetramethylsilane was used as internal standard, while CDCI, or
DMSO-d, was used as solvents. A Q-TOF Ultima spectrometer
(Waters) was vsed for TOF-ESI-MS spectra (ionization voltage
3 kW), while o Rayleigh Vis-T23N spectrophotometer was used Tor
ahsorbance reading.

2.2, Plant muateriaf, extraction and isolation

The rhizomes of £ populnes Guill & Perr, were collected in
September 2004 in Ngacundere, Adamawa-Cameroon, The plant

wis authenticated in the Cameroon National Herbarium (CNH).
Yaounde (Cameroonh where a voucher specimen (36962HNC) was
deposited. The plant material was dried in the shade and protected
from light and moisture in a well-ventilated room at 307,

A total of 450 g of dried powder was macerated trice in 1.5 L
of MeOH with constant shaking 3 times/d for 3 d. After filtration
and evaporation of the combined filtrates, 40 g of the resulting
crude methanol extract was subjected to column chromatography
of silica gel using Hexane/EtOAc (1:0-0:1) and EtQAc-MeOH
(1:011} as solvent to give five fractions (51 to 85) according to
their thin layer chromatography profiles. From the main column,
three knowin compounds. Bergenin (300 mg). and a mixture of
[ -sitosterol and stigmasterol {15 mg) were obtained. The structures
af all the compounds were elucidated by comparison of their
spectroscopic nuclear magnetic resonance (NMR) data to those of
the literaturel 18,191,

2.3, Phyvtochemical screening

The preliminary phytochemical content of extracts was evaluated
according to the methods described by Talla e afl20] with slight
modifications.

2.3. 1. Alhaloids
Few drops of Dragendroft’s reagent were added to 3 mL of the
extract. Red precipitate indicated the presence of alkaloids.

2.3.2. Phenolic compounds
Bluish-black color appearing after adding 2 or 3 drops of a solution

of FeCl, in the dissolved extract indicated the presence of phenols.

2.3.3. Steroids and ff'fr'-we*r.wru".-

When an equal volume of acetic anhydride and concentrated
H.50), was added to the extract, the appearance of blue (or green)
color or golden vellow color indicated the presence of steroids or
triterpenoids respectively.

2.3.4. Saponins
Persistent foam, result of shaking the extract in distilled water for

1015 min indicated the presence of saponins.

2.3.5. Tunmns
For detection. 3-3 drops of a 1% gelatin solution containing
MNaCl 10% were added o an aliguot of 3 mL of the extract. White

precipitates indicated the presence of tannins.

2.4, Determination of toted phenolic vontent

The Folin—-Ciocalteu assay was used for the determination of
total phenolic content as described by Talla ep of120] with slight
modifications. Briefly, an aliquot of . mL of extract (0.2 mg/mL)
was allowed to react with (.2 mL of Folin—Ciocalteu reagent (Sigma,
(1.2 mol/L). 2 mL of H.O for 3-5 min. then | mL of 20% Na,CO,
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(Labosi, 99.5%) and the mixture was incubated at room temperature
for 60 min. Absorbances were then taken at 760 nm. Gallic acid was
used as standard and results were expressed as milligram gallic acid
equivalent (img GAEWe dry weight of plant material.
2.5, DPPH radical—seavenging assay

DPPH radical scavenging assay was performed according to the
protocol described by Jamshed er wfl21] with some modifications.
In a 96-well plate {Costar), 10 pL of sample reacted with 90 pL
of DPPH (1.1 mmol/L) then incubated at 37 5 for 30 min. After
incubation, absorbances were read at 517 nm on a microplate reader.
Eight dilutions of each sample were prepared and tested in triplicate.
All samples were dissolved in DMSO then dilute with H,O {final
concentration of DMS0 <2%), and the DPPH solution was prepared
in MeOH. n—-Propylgallate {Sigma-Aldrich, 97%) and 3-p-butyl-
4-hvdroxvanisole (Sigma-Aldrich, =98%) were used as positive
control, while 10% DMSO was used as negative control. Percent
radical scavenging activity (%) of samples was determined wsing the
formula below:

Percent radical scavenging activity (%) = I Absorbance of
sample/Absorbance of reference = 100,

2.6, Anthelmintic aetiviiy

2.6.1. Extraction and in vitro screening assay of Onchocerea
ochengi (). ochengi ) adults worms

Cattle skins containing nodules of () schengi was carefully
wished and sterilized with 10% povidone iodine for dissection|22).
Adult males of (), achengi were then isolated from nodules with
collagenase at 37 7. washed with phosphate-buffered saline and
transferred to the culture medium which consisted of a solution of
RPMI- 1640 containing penicillin/streptonyyein (100 U100 pgdml).
Six individual worms (one per microliter culture medium in each
welll were then incubated with different concentrations of samples
in culture mediom. A MTT colorimetric assay was used o determine
the cell viability of worms. and their mortality was determined
after 24 and 48 h. All assays were conducted at 37 1 under an
atmosphere of 3% CO, in humidified air.

2.6.2. Samples preparation and in vitro assay

Stock solutions of samples (4 mg/mL) were prepared in 100%
DMS0. In order to determing the lethal concentration of sample
required to kill 30% of the worms (LC.,), samples were tested in
triplicate at six different concentrations obtained by serial dilution
starting with a concentration of 100 mg/mL. In each well of a 24-
well plate. an aliquot of 1 000 gl of each concentration was added
o six washed adult worms and then incubated at 37 % in RPMI-
1640 medium containing L-glutamine, penicillin (100 UfmL} and
streptomyein (100 pa/mL). After 24 and 48 b of incubation, mortality
of worms was checked on microscope. Fully elongated and immotile
worms were considered as dead. Ivermectin (2.5 mmolL) prepared
in M2-DMSO 10K was used as positive control, while M3-DMSO
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10% was used as negative control. LC,, values were determined and
the results are expressed as mean valuessstandard error of the mean
(SEM).
2.7, Statistical analysis

The results were presented as meantSEM. Significance between
the control and the treated groups were determined by Fisher's LS50
test and a two-way ANOVA using GraphPad Prism 6 Software. Inc.
(San Diego, CA. USA). Significant ditferences between mean were
considered at P05,

3. Results
A1 Phwvtechemical screeming

The result of the phyvtochemical sereening of the crude methanol
extract of €. populiea thizomes revealed the presence of phenolic
compounds, saponing, steroids, riterpenoids, and tanins except
alkaloids,

3.2, Isodation of compounds

Column chromatography of the crude methanol extract of ©,
peprefnea thizomes led to the isolation of bergenin, @ -sistosterol
and stigmasterol. The NMR spectra of these compounds are in
accordance with reported data for these compounds.

3.3, Tovad phenolie content of the extroo

The total phenolic content of the extract was determined from the
calibration curve of gallic acid (v = 02888 8 « + (L0134 r = 0.993),
and was Tound 1o be (20069213 ¢ GAE/1O0g of extract (g of
Gallic acid per 100 g of extract), This result indicated the presence
of & good amount of phenolic compounds in the extract.

1.4, DPPH radical s (AER N g activily

The crude methanol extract of C, populnes thizomes showed a
good DFPH anti-radical activity with an inhibitory concentration 50
(TC,,0 of 16 pefml. However, this activity of the crade extract was
significantly lower than that of the standards p—propylgallate and
t-buthyThydrox yvanosole [(16. 2020620 pe'ml ey, (5.56:£0.22) peimlL;
(16.20=0.62) pgiml. v (8.8420.56) pg/ml.]. Bergenin with 17.89%
of imhibiton was considered as inactive.

3.5 Anthelmintic aetivety

A51. I witro survival test of 0, ochengt in RPMT
This assay was done in order o evaluate the survival ability of the
parasites in the culture media RPMI. The survival tme of adult male

wiormms of £, oehenet wias Tound o be 5 d.
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3.3.2. Effect of the erude methanol extract of €. populnea
rhizomes on (), oclengl males

The anthelmintic activity against adult €. pehengi males was
recorded firstly as percent mortality (Figure 1) and then as lethal
comcentration (LC,, ). Afer 24 and 48 h of incubation at 37 °C in the
presence of different concentrations (0, 10, 0,20, 0,40, 0,50, (.75 and
1.00 mg/mlL) of the extract, the morality rate of worms was found to
be time- and concentration-dependent (Figure 1), The extract killed
100% of worms at 100 and (.75 mg/mL respectively after 24 and
48 h. The LC,, of the crude methanol extract of €, popidiea nzhomes
against on adult male worms of () ochengl was significantly
higher than that of ivermectin (F<0.05) respectively after 24 and
48 h [(4520.03) e (L3020.02) me/mL after 24 hy (0 1720.02) =
(0.10+0.01 ) mgfmlL after 48 h]. However, no mortality was observed
during the experimental period neither in the presence of bergenin
nor in the mixre of M9-DMS0, used here as the negative contral.

—a—24h
=43 h

Mortality (%)
B&2388

020 040 060 080 100
Concentration (mg/mL)
Figure 1. Mortality rates of (1 ochengi after 24 and 48 h of exposure to the

crude methunol extract of €. popdies thizomes.

4. Discussion

The results of phytochemical screening of an extract depend of
the solvent used for the extraction. Phenolics, tannins, terpenoids,
steroids and saponing revealed in this plant could explain its wide
use in traditional medicine, as these families of compounds are well
known to possess a broad spectrum of pharmacological activities.
Bergenin and the mixture of phytosterel isolated from the crude
methanol extract of . popuinea thizomes belong to the family of
phenolic compounds and steroids respectively. This confirmed
the result of phytochemical screening that revealed the presence
of these two families of compounds, Bergenin had already been
reported as an anti-diabetici23), antimalariali24.25], and cholinesterase
inhibitori26),

The antioxidant activity of bergenin and the crude extract was
measured using the DPPH method. The results were expressed by the
mean of 1C,, values for the active samples and by the percentage of
inhibition for the inactive ones. After a preliminary screening of all
samples, those that showed 50% (or more) of inhibition of the DFPH
free radical were diluted and their IC,, were calculated. The crude
extract was screened at the concentration of 2 mg/mL while berzenin
and standards were screened at the concentration of 10 mmol/L. The
high DPPH radical scavenging activity of the crude methanol extract
of €. papulnea thizomes corroborates with the presence in this extract
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of a good amount of phenolic compounds, and tannins as revealed
by the primarily phytochemical studies, The isolated phenolic
compound bergenin was found to be inactive against DPPH, and this
result corroborates with some previous studiesi24.25), The inactivity
of bergenin could be due o the fact that it has only two free -OH
phenolic group, with the third one being substituted by —OMe group
which is more lipophilic. Moreover, it is known that the more a
phenolic compound has adjacent free —OH groups, the more active
it is; however, the two —OH groups of bergenin are not adjacent. The
thesis of the number of free phenolic ~OH groups in bergenin canmot
be sulficient to explain its inactivity since one of the positive controls
wsed here (-buthylhydroxyanosole) has only one free —OH phenolic
group in its structure. Thus, this observed inactivity of bergenin
could therefore also be antributed w the proximity of one of the free
phenolic “OH groups of the molecule, o the glucoside group which
is o large group and which could thus cause a steric hindrance at the
approach of the DPPH radical (which by its structure is also a large
group). The antioxidant activity of phenolic compounds depends on
the number, the position of hydroxyl groups in the molecule and also
on the steric hindrance.

The anthelmintic activity of the extract was determined in sitro by
the evaluation of the inhibition of adult worm motility and mortality.
The results of the present study demonstrated the high anthelmintic
activity of the methanol extract of €. populnea thizomes, The
anthelmintic activity of the extract against (% schengi may be due
10 the presence of phenolic compounds and tannins as revealed by
the preliminary phytochemical screening of the crude extract, as it
has been reported that compounds belonging to these two families
of metabolites can canse the death of helminth parasites through
a known mechanismi27]. To the best of our knowledge, this is the
first study on the anthelmintic activity of . pepulnea as well as
bergenin on ) ochengd, The crude methanol extract of rzhomes of
. popuelnea should also be active on the human parasite O vofrlus,
since () achengi is biologically the closest species to (0, volindus.

The present study assessed the crude methanol extract of the
rhizomes . populnea for the in vitre DPPH free radical scavenging
activity and anthelmintic activity against €. achengi. Our results
revealed that the crude extract of the rhizomes of €, populnea
contains a good level of phenolic compounds, significant free radical
scavenging activity against DPPH, and a high in eitre anthelmintic
activity against the flarial parasite (F ochengs which may be due
to the presence of this high polvphenolic content, The study also
reported for the first time the isolation of bergenin and a mixture
of phytosteral from the crude methanol extract of the dizomes of
. pepulnea. As bergenin, the only phenolic compound isolated in
this study, was found to be inactive, further studies may be needed
tor isolate specific compounds responsible for these antioxidant and
anthelmintic properties of £, papuliea rthizomes, This study therefore
supports the traditional use of € popednes as a natural antioxidant
and anthelmintic.

Conflict of interest statement

The authors declare that they have no conflict of interest,



284

References

[1] Raguveer C. Tandon BV, Consumption of functional food and our health
concems. Pk J Phoysiol 2000 5: T6-83.

2] Mahmoud RAE. Involvement of free radicals in parasitic infestations. J
Appl Anamead Res 200137 4101): 69-T6.

|3] Tamarozzi F, Halliday A, Gentil K, Hoerauf A, Pearlman E, Tavlor
MI. Onchocerciasis: The role of Wallackie bacterial endosymbionts in
parasite biclogy, disease pathogenesis, and trestment. Clin Microfuol Bev
20001; 23N 459-468.

4] Mdjonka I, Abladam ED, Djatsia B, Ajonina-Ekot 1, Achukwi MD,
Lichau E. Anthelmintic activity of phenolic acids from the axle wood tree
Anogeisses lelocarpas on the Alarial nematode (pehocerca ochengs and
drug-resistant strains of the free-living nematode Coenarfuebaits elegons.
J Heleninthol 2004; $8: 481455,

[5]1 Arbonnier M. Trees, shrubs and lanas of West African dry zones. Versailles,
France: Editions (uae: HH.

[6] Adebowale KO, Nwokocha LM, Agbaje WB. Composition of Cizses
prplnen stem. J Feod Comp Anal 2013; 30: 41-46.

[7] Shuaibu MN, Wuyep PA. Yanagi T, Hirayama K. Tanaka T, Kouno L
The use of microfluorometric method for activity-guided isolation of
antiplasmodial compound from plant extracts. Porosiol Res 2008; 102:
1119-1127.

[#] Adebayo 0. Krettli AU. Potential antimalarials from Nigerian plants: A
review. | Evhnopharmaced 2011; 133: 289-302.

[9] Koné Whi, Atindchouw KK, Terreaux C, Hostettmann K, Trooré D,
Dosso M. Traditional medicine in North Cote d'Ivoire: Screening of 50
medicinal plants for antibacterial activity. J Erfnopfermaco! 200:4; 9301):
43-49.

[l]Atawedi SE, Ameh DA, Ibrahim 5. Indigenous knowledge system
for treatment of trypanosomiasis in Kaduna state of Nigeria. J
Ethnophrmmmesd 20002, T9: 279-287

[T1]Azokou A, Koné MW, Koudon BG, Bi HFT. Larvicidal potential of
some plants from West Africa against Culfex queonquefescisies (Say) and
Anopheles gambiae Giles {Diptera: Culickdac). § Veotor Borne Dis 200 3:
S0 103-1140.

[12]Ckeidam MA, Adoga Gl Sanda FA. Effects of aqueous stem bark extract
of Cissps populnen on some serum enzymes in normal and alloxan
induced diabetic rats. Pak J Biol Sci 2004; T: 1427-1429.

[13]Akomolafe SF, Oboh G, Akindohunsi AA, Akinyemi AJ, Tade OG.
Inhibitory effect of aqueous extract of stem bark of Ciesus popdnes on
ferrous sulphate- and sodium nitroprusside-induced oxidative stress in
rat’s testes i widee. ISRV Pharmocol 2003; 20032 1306089,

Jean Mol Nyemb ef ol Msion Pocific Journod of Tropdcad Wedicine 2008 1 1740 280-284

[14]0jekale AB, Lawal OA, Lasisi AK, Adeleke T1. Phytochemisty and
spermatogenic potentiols of agueous extract of Cissws popdned (Guill,
and Perr. b stem bark. Sei Warld | 2006; §: 2140-2 146,

|15]Ibrabhim H, Mdau BB, Ahmed A, llyvas M. Anthraquinones of Ceones
paperdned Guill & Perr {Amplidaceac). Afr J Trodit Complement Altern
Mol 2001 8 2): 140-143.

[16]5oladoyve MO, Chukwema EC. Quantitative phytochemical profile of
the leaves of Cissps poprelnes Guill. & Perr. {Vitaceae) — an important
medicinal plant in central Nigeria. Arch Appl Ses Res 20123 40102 200-206.

[17]Soladoye MO, Chukwuma EC. Phytochemical analysis of the stem and
root of Cissys popilnes (Vitaceae) — an impontant medicinal plant in
Central Nigeria. Phytol Bolean 20012; 18(2): 149-153.

[18]Lin C-F. Hwang T-L, Lin 5-¥, Huang ¥-L. Bioactive isocoumarnins from
Cessns Preroclada. J Chen Med 2002: 23(1): 41-4%.

[ 19]Zhanwu 5, Haotu 1. Siyi P, Hui W, Yingying H. Weihong M. Isolation
and characterization of an @-glucosidase inhibitor from Wuse spp.
{Baxijino) Howers. Waleeades 2004; 19: 10563-10573.

|20 Talla E, Myemb JM, Tchinda AT, Zambou Djou 5G, Bivanzi P, Sophie L,
ct al. Antioxidant activity and a new ursane-type triterpene from Viellsrio
paradere (Sapotaceac) stem barks. EIWP 2006; 16 1-20.

[21]1gkal J, Zaib §. Farcog U, Khan A, Bibi [, Suleman 5. Antioxidant,
antimicrobial, and free radical scavenging potential of senial parts of
Periploce aphylie and Rictous communis. ISRV Pharmacal 2002 201 2:
S63267.

|22]Ndjonka [F. Ayouba M, Ahamat A, Djafsia B, Ndowwe TMH. In
vivo toxicity study and antifilarial activity of four plants from Nord-
Cameroon. EJWP2007; 13 1-12

[23]8ariga CD, Shakila R, Kothai 5. Isolation, characterization and
quantification of bergenin from Syzvgium cuming stem barks. fnr Bes J
Pharm 2014; 602): 108-110.

[24]Uddin G, Sadat A, Siddiqui BS. Comparative antioxidant and
antiplasmodial activitics of 1 I-(:-galloylbergenin and bergenin isolated
from Bergenin bgeleta, Trop Biomed 2004 30{1): 143-148.

[25]Khan H. Amin H, Ullah A, Saba 5, Rafique 1, Khan K. et al. Antioxidant
and antiplasmodial activities of bergenin and 1 1-f-galloylbergenin
isolated from Walistus plafippense. Quid Med Cell Longer 2006; 2006
1051925,

[26]Elufioye T, Obaotor EM, Agbedahunsi IM, Adesanya 5A. Isolation and
cheracterizations of bergenin from Peltophorim plerocorpum leaves and
its cholinesterase inhibitory activities, EJMP 2006: 11(2): 1-7.

|27 Athnasiadou 5. Kyriazakis [, Jackson F, Coop RL. Direct anthelmintic
cffects of condensed tannins towards different gastro intestinal nematodes

of sheep: fn pitre and jn wieo stadies. Vey Poresitl 2001 990 205-219.



Medicinal chemistry

Nymmb et al., Mod Chem {Los Angeles) 2018, 8:2
DO 10, 4172/ 2HEL =04 44 1000402

Research Article Open Access

Antimicrobial, « -Glucosidase and Alkaline Phosphatase Inhibitory

Activities of Bergenin, The Major Constituent of Cissus populnea Roots

Jean Noél Nyemb '**, Madeleine T Djankou’, Emmanuel Talla?, Alembert T Tchinda®, David T Ngoudjou®, Jamshed Igbal® and Joseph T Mbafor'

'Dapartment of Organic Chemisin Faculty of Science, Universify of Yaounde I, PO Box 8712, Yaownds, Cameroom

“Daparfment of Chemistry, Facutly of Science, University of Ngsoundars, PO Box 454, Nogsoundsrs, Camernoon

Anztitute of Medical Research and Medicinal Flants Studias (IWMPM), Minisiry of Scientiic Research and Innovation, PO Box §163 Yaounde. Cameroon
‘Dapartment of Biochemistry, Facuwly of Science, University of Dschang, PO Box 67, Dechang, Cameroon

“Contre for Advanced Drug Ressarch, COMSATE Institute of information Technology Abbotfabad-22060, Pakistan

Abstract

Berganin (1) was Isclated as the major compound of the Roots of Cissus popuinea. lis structure was elucidated
on the basis of spectral analysis, including 1D and 20 NMR experiments and Mass Spectrometry (MS) as well
as by comparisen with available data in the literature. Bergenin (1) was evaluated for its antimicrobial activity
against four bacteria strains (Salmonelia typhi ATCCESE38, Salmonella typhi (isolate), Pseudomonas aeruginosa
ATCCHT21 and Escherichia coli (isolate)) and four yeasts (Candide albicans ATCCE002, Candids parapsilosis
ATCC22019, Candida krusel {isolate) and Candida albicans (isolate)) ugsing micro broth dilution method and for its
enzymatic activities against a-glucosidase and Alkaline Phosphatase (h-TNAP and h-IAP). It exhibited significant
to moderate antibacterial activities with the MIC ranking from & to 84 pg.mL", while it appeared to be inactive
(MIC=125 pg.mL"} against all the tested yeast. However, it was found to be high potent inhibitor of both h-THNAP
and f-IAP alkaline phosphatase isoenzymes, with a selectvity for the A-TMAP, Daucosterol (4) and a mixture of

sitosterol (2+3) were also oblained and were screaning for the same bioactivities.

I{e}rwurds: Cizsus populnea; Bergening Antibacterial; a-Glucosidase;
Alkaline phosphatase

Introduction

Cissus populnea belongs to the Vitaceae family, a grape family
of angiosperm with about 14 genera and 900 species principally
distributed in tropical regions, with a few genera in temperate regions
[1]. C. populned is very little known in Cameroon and not well
documented. However, it is an important medicinal plant in Nigeria
where it iz verv famous for its uses in traditional medicine as well as like
a spice. The plant is cited in the treatment of several infectious diseases
including male infertility, urinary infections, skin diseases, indigestion,
wounds, venereal diseases, gonorrhoea, ulcers, jaundice, icterus,
trypanosomiasis [2]. C. populnea is also used against inflammations,
colics, hypertension, hemorrhoids, fever, oedema, vellow fever, leprosy
[3,4], malaria [5]. The roots of the plant are used in Adamawa region of
Cameroon lor the treatment of breast cancer [6]. C. populnea has been
extensively studied biclogically. Antimalarial activity [5,7], larvicidal
activity [8], antimicrobial properties [9,10], antianaemic activities [11],
spermatogenic potentials [12], hypoglycemic activity [13], as well as
antiproliferative activities [6,14] of the plant parts have been reported.
Previous qualitative phytochemical screening revealed that the aqueous
extract of the stem bark contains flavoneids, steroids, saponing and
tanins [12]. The stem barks were also found to contain carbohydrates,
tanins, cyanogenic glycosides, saponins and anthraguinones [15,16].
The quantitative phytochemical analysis of the plant has also been
reported [3.4]. However, to the best of our knowledge, no studies related
to the isolation of compounds from this plant have been reported.

In the present investigation, the extraction and the isolation of the
roots of C, pepulnea gave a brown extract from which Bergenin (1)
was isolated. Bergenin (1) is a crystalline compound which has been
previously isolated from Cissus preroclada [17,18] and from several
other plant species [19-23]. However, this paper reports for the first
time its isolation from O populnea. Furthermore, extraction of the
roots of C. populnea gave in addition to Bergenin (1) a mixture of
sitosteral (2 and 3), and Dauvcosterol (4), The isolated compounds

were evaluated for their antimicrobial, a-glucosidase, and alkaline
phosphatase inhibitory activities.

Alkaline Phosphatases ( APs) are enzymes present in large quantities
in the liver and bones, These enzymes can be used as markers in certain
cancers, since an increase in their level may be related to bone cancer,
liver cancer or others. However, this aver expression of APs has been
reported in patients with type 2 Diabetes for several years [24]. The
use of a-glucosidase inhibitors is considered to be an effective strategy
in the treatment of diabetes. Several a-glucosidase inhibitors, such as
acarbose and voglibose obtained from natural sources have been used
clinically in the treatment of diabetes mellitus [23], since they control
effectively the blood glucose level after food intake. Unfortunately,
only a lew a-glucosidase inhibitors are commercially available and
most of them are often associated with a number of serious side effects
[26]. Screening of a-glucosidase and APs inhibitors from plants and
synthetic sources is increasing. Inhibitors of these enzymes have been
recently developed from natural sources [27,28].

Experimental Protocols

General experimental procedures

Column chromatography (CC) was performed on silica gel 60
{Merch, 63-200 um) with a gradient of n-hexane-EtOAc then, EtOAc
MeOH for the elution, For analytical Thin Layer Chromatography
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{TLC), silica gel precoated aluminium sheets F, Merck (20 x 20
cm) were used. The TLC plates after development were visualized
under UV light (254 and 365 nm) and then sprayed with 15% sulfuric
acid followed by heating at 105°C for 15 min. Melting points of the
compounds were measured in open capillaries using Stuart melting
point apparatus {SMP-3) and are uncorrected. 'H {500 MHz) and “C
{125 MHz) NMR spectra were recorded on a Bruker Avance AV-500
spectrometer, with chemical shifts given in ppm. The spectra were run
using CDC], or DMS0-d_ a5 solvents and TMS as internal standard,
ESI-MS spectra were measured on a Q-TOF Ultima spectrometer
{Waters). Ciprofloxacin {Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France},
and Ketoconazole (European Pharmacopoeia, Sigma-Aldrich) were
used as reference standards respectively for antibacterial and antifungal
assay. All organic solvents used for the tests were upgrade. Water used
was distilled. All solutions were used on the day of preparation [29-31].

Plant material

The roots of C. populnea Guill & Perr were collected in October
2015 in the Soudano-Guinea savanna of the University of Ngaoundere,
Region ol Adamawa, Cameroon, The samples were taxonomically
identified by M. Nana Victor, botanist at the National Herbarium of
Yaounde [Cameroon) where a voucher specimen (36962/HNC) is
deposited.

Extraction and isolation

Alr-dried powder of roots {300 g) were extracted by maceration
in MeOH (2 L) resulting after evaporation to dryness under reduced
pressure to a dark brown extract (20.72 g) which was then refluxed
in EtQAc (750 mL) three rounds of four hours each, All the EiQAc
extracts were combined and then evaporated to dryness under reduced
pressure at 40°C to a minimum volume and allowed to stand resulting
in the precipitation of a white solid. This precipitate was washed
several times using hexane, EtOAc, and acetone then recrystallized in
MeOH. After recrystallization, the MeOH soluble portion was passed
through a column chromatography of sephadex LH-20using a mixture
of EtOAc/MeOH 8:2 as solvent of elution leading to compound 1 as
a white powder (310 mg). The remaining EtOAc fraction (7.8 g) was
chromatographed on a silica gel column and eluted with a gradient of
increasing polarity using Hexane/FiOAc (1:0-0:1, viv) and EtOAc/
MeOH (1:0-0:1, w/v) as solvent. From the main column, in addition of
1, compounds 2 and 3 were obtained as a mixture in a ratio (3:1) and
compounds 4 as a pure compound,

Bergenin (1): white powder, m.p. 157-159°C; Rf 045 [EtOAc
MeOH (9:1)); TOF-MS-ESI+ m/z 351.1 [M+Na]' for C H 0. 'H
NMR {CDCL,), & 7.00 (1H, s, H-6), 977 (1H, s, COOH), 8.46 (IH, 5,
OH-4), 3.78 (6H, 5, OCH3-5), 3.39 (3H, 5, 3-0CH3), 5.00 (1H, d, |]=10.5
Hz, H-1'}, 4.00 (1H, dd, |=10.5; 9.5 Hz, H-2'), 3.66 (1H, td, |=%.1; 5.4
Hz, H-3"), 3.20 (1H, #d, }=9.3; 5.4 Hz, H-4'), 3.58 {1H, ddd, |=9.7, 7.7;
2.1 Hz, H-5%), 3.45 (1H, dd, [=13.1; 5.6 Hz, H-6a’), 3.85 (1H, d, ]=11.6
Hz, H-6b"), 3,38 (2H, ov, OH-27, 5.69 (1H, d, |=54 Hz, OH-3"), 547
{1H, d, [=54 Hz, OH-4), .84 (IH, ¢, ]=10.5 Hz, OH-6"}), "C NMR
{125 MHz, CDCL) & 118.0 (C, C-1), 115.9 (CH, C-2), 148.0 (C, C-3),
150.8 {C, C-4), 140.5 {C, C-5), 1094 (C, C-6), 72.0 (CH, C-17, 79.7
(CH, C-2'), 73.9 (CH, C-37), 70.9 (CH, C-47, 81.9 (CH, C-5", 61.0
{CH2, C-6", 163.3 (C, CO) (Figure 1).

p-sitosterol (2): colourless needles, Rf 0.35 [Hexane/AcOEt (9:1)];
'H-NMR (CDCL), 8 5,35 (1H, d, )=5.1 He, H-6), 3.53 (IH, ddd, |=15.9,
11.0, 4.6 Hz, H-3), 1.04 (3H, 5, H-19), 1.01 (3H, d. ]=7.0 Hz, HJ-Z?L
0,95 (3H, d, /=6.6 Hz, H]-Zﬁ}, 0,88 (3H, d, J=1.8 Hz, HJ-21]', 0.85 (3H,

ov, H,-29) and 0.71 (3H, s, H,-18). "C-NMR (CDCL,): & 37.3 (CH,,
C-1), 319 (CH,, C-2), 718 (CH, C-3), 424 (CH,, C-4), 1408 (C-5),
1217 (CH, C-6), 31.7 (CH,, C-7), 31.9 (CH, C-8), 50.2 (CH, C-9), 36.6
(C, C-10, 21.1 (CH,, C-11), 39.8 (CH,, C-12), 42.3 (CH, C-13), 56.8
(CH, C-14), 243 (CH,, C-15), 28.2 (CH,, C-16), 56.1 (CH, C-17), 11.9
(CH, C-18), 19.0 (CH, C-19), 36.2 (CH,, C-20), 18.8 (CH, C-21), 340
(CH,, C-22), 26.3 (CH,, €-23), 45.9 (CH, C-24), 29.3 (CH, C-25), 19.4
(CH, €-26), 19.8 (CH, C-27), 23.1 (CH,, C-28), 12.0 (CH, C-29).

Stigmasterol (3): colourless needles, RF0.35 [Hexane/ AcOE{9:1)];
'H NMR (CDCL), &: 5.38 (1H, m, H-6), 5.14 (1H, ov, H-22), 5.05 (1H,
dd, =152, 8.7 He, H-23), 3.56 (1H, ddd, J=15.58, 11.0, 4.5 Hz, H-3), 1.04
(3H, 5, H-19), 101 (3H, d, [=7.0 Hz, H,-27), 0.95 (3H, d, J=6.6 Hz, H -
36), 0.88 (3H, d, [=1.8 Hz, H,-21), 0.85 (3H, ov, H,-29) and 0.71 (3H,
s H,-18). "C NMR (126 MHz, CDCL) & 37.2 (CH,, C-1), 31.9 {CH,,
€-2), 71.8 (CH, C-3), 42.3 (CH,, C-4), 140.8 (C, C-5), 121.7 (CH, C-6),
317 (CH,, C-7), 31.9 (CH, C-8), 50.2 (CH, C-9), 365 (C, C-10), 21.1
(CH., C-11), 39.8 (CH., C-12), 423 (C, C-13), 56.8 (CH, C-14), 24.3
(CH,, C-15), 28.2 (CH,, C-16), 56.1 (CH, C-17), 12.1 (CH,, C-18), 19.0
(CH,, C-19), 40.5 (CH,, C-20), 18,8 (CH,, C-21), 1384 (CH, C-22),
129.3 (CH, C-23),51.2 (CH, C-24), 45.9 (CH, C-25), 19.4 (CH,, C-286),
19.8 (CH,, C-27), 24.3 (CH,, C-28), 12.3 (CH,, C-29).

Daucosterol (4): C,_H_ O, colourless needles; TOF-MS-ESI+ m/z
5992 [M+Na]* for C_H_O,. 'H-NMR (DMSO-dé): & 533 (1H, m,
H-6),4.22 (1H, d, ] = 7.6 Hz, H-1", 3.64 (1H, d, ] = 11.1 Hz, H-6'a), 3.40
(IH, dd, ]=11.1, 5.4 Hz, H-6'D), 3.02 (1H, 1, J]=B.9 Hz, H-4"), 3.12 (1H,
t, J=8.8 Hz, H-3"), 2.90 (1H, ¢, ]=8.3 Hz, H-2"), 3.07 (1H, ddd. ]=11.1,
5.8, 1.9 Hz H-5, 3.46 (1H, m, H-3), 2.11 {1H, m, H-4b), 2.35 {1H, m,
H-da), 0.96 (3H, s, CH_, -19), 0,90 (3H, d. ]=6.5 Hz, CH, .21}, 0.82 (3H,
m, |=7.2 Hz, CH, -29), 0.81 (3H, d, ]=6.9 Hz, CH -26}, 0,80 (3H, d,
]=6.9 Hz, CH,-27), 0.65 (3H, 5, CH,-18); “C-NMR (DMSO-d,): & 36.8
(CH,, C-1),313 (CH,, C-2), 769 (CH, C-3), 38.2 (CH,, C-4), 1404 (C,
C-5),121.2 (CH, C-6), 31.4 (CH_, C-7), 31.3 (CH, C-8), 49.6 (CH, C-9),
355 (C, C-10), 20.6 (CH,, C-11), 39.2 (CH,, C-12), 41.8 (C, C-13), 56.1
(CH, C-14), 23.8 (CH,, C-15), 27.8 (CH,, C-16), 55.4 (CH, C-17), 11.7
(CH,, C-18), 18.9 (CH,, C-19), 36.2 (d. C-20), 18.6 (CH,, C-21}, 333
(CH,, C-22), 25.4 (CH,, C-23), 45.1 (CH,, C-24), 28.7 (CH, C-25), 19.1
(CH,, C-26), 19.7 (CH,, C-27), 22.6 (CH,, C-28), 11.8 (CH,, C-29),

1 R
1 3 Rl 4Y

Figure 1: Chemical structures of compounds isolated from the roots of
Cissug popuines. Bargenin (1); Mixture of S-asitosterol and sbomasteral (2+3):

Daucostercl (4).
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1008 (CH, C-17, 73,5 (CH, G-2'), 76.8 (CH, C-3), 70.1 (CH, C-4), 76.7
(CH, C-5'), 61.1 (CH,, C-6).

In vitro antimicrobial assays

Microorganisms and culture media: Fight microorganisms
including four bacterial strains {Salmonella typhi ATCCE539,
Salmonella  typhimurivm  {isolate),  Peewdomonas  aeruginesa
ATCC9721, Escherichia coli (isolate)) and four veasts (Candidi
albicans ATCC9002, Candida parapsilosis ATCC22019, Candida krusei
{isolate) and Candida albicans (isolate)), were used for the assavs.
E. coli was isolated from Avub Theacthing Hospital of Abbottabad
{Pakistan), S. typhimurium, C. kruset and C. albicans were isolates from
the Laboratory of Bacteriology and Mycology of the “"Centre Pasteur”™
of Yaounde, Cameroon while the relerence strains were oblained
from American Type Culture Collection (ATCC). Microorganisms
were maintained on agar slant in refrigerator at 4°C. Mueller Hinton
Agar (MHA) was used for the activation of tested Gram-negative
bacteria while Mueller Hinton Broth (MHE) was used for the in vitre
antibaclerial assay as culture media.

Antibacterial assay: The Minimal Inhibitory Concentrations and
Minimal Bactericidal Concentrations (MICs and MBCs) of the samples
and reference antibiotic were determined by the microdilution method
using the MTT colorimetric assay as previously described by Nyemb
etal. [27].

Anticandidal assay: For the anticandidal activity of all samples,
the broth microdilution method previously described by Dzoyem
et al. [32] was used for the determination of MICs and Minimum
Fungicidal Concentrations { MFCs).

a-Glucosidase inhibitory activity: The a-glucosidase inhibition
was evaluated according lo the spectrophotometric method reported
by Nyemb et al. [27], in which a-glucosidase from Saccharompees
cerevistac (baker's yeast) was used. Baker's yeast is widely used
for enzymatic assays due to its availability and ease of handling
[27.28,32,33].

Alkaline phosphatase inhibition assay: The luminescence method
using COP-Star as subsirate for the determination of enzyme inhibition
of samples on human tissue non-specific alkaline phosphatase
{-TNAP) and human intestine alkaline phosphatase (h-TAP) enzymes,
was used as previously reported by Nyemb et al, [27],

Results and Discussion

Compounds isolation

The crude MeOH extract of C. populnea rools was separated by
column chromatography of silica gel yielded four compounds reported
for the first time from this species. The structure of all compounds was
elucidated using ESI-TOF M5, NMR spectroscopy and by comparison
with previous reported data of similar compounds, Thus, the isolated
compounds (Figure 1) were identified as Bergenin (1) [22], a mixture
{3:1) of f-sitosterol (2) and stigmasterol (3) [33,34] and Dauvcosterol
{p-sitosterol-3-0-B-D-glucoside, 4) [34].

Antimicrobial activity

All the isolated compounds were screened for their antimicrobial
activity using the microbroth dilution method against eight
microorganisms including four Gram (-} bacteria and four yeasts.

Regarding the results of the antibacterial activity (Table 1), it
appears that Bergenin (1) was active against all the four selected

bacteria including ATCC strains and clinical phenotypes, with MICs
ranging from & pgfmL to 64 pg/mL. Bergenin (1) exhibited a significant
antibacterial activity against P. aeruginosa ATCC9721 (8 ug/mL), and
maderate activities against the athers bacterial strains [35,36]. The
mechanism of antibiosis of Bergenin (1) determined by the MIC index
{MBC/MIC values) suggested its bactericidal effect (MBC/MIC < 4) on
all the tested Gram-negative bacteria [36-38]. These results suggest that
Bergenin (1) could be able to easily cross the complex and multilayered
lipopalysaccharide cell walls of the tested Gram-negative bacterial
strains [39]. The significant bactericidal activity (MIC<10 pg.mL!
and MBC/MIC < 4) of Bergenin (1) against P. aeruginosa recorded
in this study is very important since P. aeruginosa is considered as
an important nosocomial pathogen highly resistant to clinically
used antibiotics, causing a wide spectrum of infections and leading
to substantial morbidity and mortality [40]. However, the activity of
Bergenin (1) against all the tested Gram-negative bacteria was lower
comparing to the reference antibiotic compound Ciprofloxacine (0.5
pg.mLt) Among the other compounds, only Daucosterol (4) exhibited
a moderate activity (32 pg.mL ') against E, coli while its activity against
P, aeruginosa was weak (128 pgmlL') [35,36].

No compound exhibited any antifungal activity (MIC>128 pgmL '}
at the tested concentration against all the tested yeasts. This could
probably explain why C. populres is not nsed in traditional medicine
to treat fungal infections. The inactivity of this compound towards all
strain of tested yeast could be probably due to the peculiar structure of
the external layers of yeasts, as for example C. albicans presents a thick
cell wall where f-glucans and chitin are abundant [41].

Previously, antimicrobial studies were reported lor Bergenin
(1) [23], using agar diffusion method against standard and isolate
microorganisms: E coll (ATCC25922 and  isolate), Salmonella
enteritidis (ATCCI1076 and isolate), P. aeruginesa (ATCC27853
and isolate), Erterococcus faecalis (ATCC49212), Staphplococcus
aurens (ATCCA9213), C. albicans (ATCC36232 and isolate), Candida
guilliermondii (ATCC 6260and isolate), Aspergilius flavus (ATCC32612
and isolate), Aspergillus midulans (ATCC 289001 and isolate),
Aspergillus niger (isolate), Candida tropicalis (isolate), Shigella sonnei
{isolate), Serratia marcenses (isolate), Klebsiella preumoniae (isolate),
Enteracoccus faecalis (isolate) and Staphylococcus aurews (isolate).
Bergenin {1) was found to be inactive against all the tested Gram
positive and Gram-negalive bacteria, while it shown weak to moderate
activities against Filamentous fungi and all yeasts [23], B-sitosterol (2}
formally isolated from Citrus grandis fruits, shown activities against
gram-positive {Bacillus cereus, Bacillus subtilis and Staphylococcus
aureus) and gram-negative (E, coli and Salmonella enteritidis) bacteria,
with MIC value of 300 pg/mL [42]. Davcosterol (4} isolated from
the leaves of Paulinna pinnate demonstrated antibacterial activity
against E. coli and P. aeruginosa with MIC values of 25 and 100 pg/mL
respectively [43].

Enzymatic activity

The enzymatic activity of the isolated compounds wasalso evaluated
in vitro against a-glucosidase and alkaline phosphatase (A-TNAF and
h-1AP) (Table 2). All the tested compounds were weakly active against
the a-glucosidase enzyme at the tested concentration. The glucosidase
activity recorded here for Bergenin (1) is not surprising since Kashima
et al. [44] also reported its low Inhibitory activity {22.7 £ 0.6% at 300
pM) against the same a-glucosidase enzyme from baker's veast but at
the concentration of 0.2 U/mL. f-Sitosterol (2) and Daucostero] (4)
also showed activilies against yeast and bacterial a-glucosidase enzyme
[34.45]. However, the a-glucosidase inhibitory activity of the same
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Tested compounds, MICs, MBCs and MFC values (pg/mL)
Mic is

e i 243 4 Standard drug

Bacterlal strains Mic MEBC x [mec X [ mec x [me  meC

! -

ok Isclate £4 f 32 3z 1 0.5 0.5
5 _|ATCCES3D a2 128 4 = - A LE !
|5 hph! |isotate a 12| 2 ! : J 05 | 05
F. aeruginosa ATCCET2 8 3z 4 - f 128 ; i 0.5 1

Yeasts MIC [MFC . MFC X Mic MFC X [Mic MEC
) ATCCS002 / f i 05 &4
e Isolate R i 2 [ R - i 0.35 64
C. parapsiosis ATCCZ22019 - ! - f - - ! 2 16
C. kruser Isclala / r - . / 2 [

(=) =128 pa/ml; | Not determined, X: MBO(MFCYMIC; Standard drug: Clprofloxacin and Ketoconazole respectively for antibacterlal and antifungal assays. E coff,
Escherichia colf, 5. Iyphi: Salmanetla typhimunum; P, aeruginoss, Psewdomaonas aeruginosa; C. atbicans, Candida albicans; C. parapsioss; Candids parapsiosis, C,

krusai: Candida krussd, In bold: significant actity.

Table 1: MICs, MBCs and MFCs {pg.mL") of isclated compounds on tested microonganisms.

| Alkaline Phosphatase
Code W dowrans | h-TNAP | h-aP
IC,, (uM) £ SEM or % Inhibition
1 17.40% ! 162 £ 0.01 12,86 £ 0.03
243 B.12% | i {
4 : 38320 ' 48.24 +1.02 T 7511130
Acarbose 234.642.01 ! ! !
Lovamisole L [ 20218 ' 'jf
L-Phenylalanine / | [ i 80.2 £ 0.001

I not determined: IC,| is the concantration at which 50% of the enzyme activity is inhibited.
Tabla 2: o-Glucosidase and alkaline phosphatase inhibdion of the isolated compounds.

compound can be different in different reports, due to the fact that the
enzyme inhibition is dependent on the concentration of the substrate,
the concentration of the enzyme, the concentration and the pH of the
buffer solution and the duration of incubation with the enzyme.

Bergenin (1) was active against the two alkaline phosphatase
isoenzymes, h-TNAP and h-IAP used in this study. It exhibited high
potency against h-TNAP and h-1AP with the IC, values of 162 +
0.01 uM and 1286 + 0.03 uM, respectively. However, this activity of
Bergenin (1} was ~8 fold more selective for h-TNAP over h-1AP and
was respectively ~12 and ~6 fold higher compared to the positive
controls levamisole and L-phenylalanine. Daucosterol (4) was also
evaluated for its alkaline phosphatase inhibitory activities and exhibited
good inhibitory activities against both isoenzymes but with a slight
specificity for h-TNAP,

Conclusion

As far as we are aware, this is the first report regarding the isolation
of compounds from the roots of C. populnea. This first phytochemical
study of the roots of C. populnea led to the isclation of Bergenin (1) as
the major compound along with Daucosterol (4} and a mixture (3:1)
of f-Sitosterol and Stigmasterol. The alkaline phosphatase inhibitory
activity of Bergenin (1) and Daucosterol (4} was also evaluated for
the first time in this study and both compounds were found to have
potent activities against the two isoenzymes TNAP and TAP used. With
a broad spectrum of antimicrobial activity against the lested Gram-
negative bacteria, Bergenin (1) might be the active constituent al least
in part, responsible for the previous antibacterial activities observed for
this plant. The results showed that C. populnea could be a good source
of antibacterials and APs inhibitors.
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