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DEUXIEME PARTIE : METHODES ET RESULTATS

|. Méthodes

Cette section permet de présenter les matériefségtodes utilisés dans cette étude.
Toutes les manipulations ont été réalisées par RABANISON Yvon Martial avec la
collaboration et l'aide du personnel des différelatsoratoires d’accueil. Les travaux
effectués peuvent étre divisés en deux parties pddie chimique et la partie
biologique ; La partie chimique comprend [I'extraati et I'identification de la
composition des HE obtenues, et la partie biolagigancerne les méthodes pour la

détermination des effets vasorelaxant et anti-eddiie des HE.

Type de I'étude
Il s’agit d’une étude prospective et analytique

Cadre de I'étude
Elle entre dans le cadre du programme de rechateheomposés naturels d’origine
végétale a visée antihypertensive par la valodeatiles plantes aromatiques au
laboratoire de contrdle qualité et standardisaties phytomédicaments (IMRA). Tous
les travaux chimiques et biologiques effectués euntlieu a I'Institut Malgache de
Recherches Appliquées (IMRA) a travers,
- le laboratoire de contréle qualité et standatiisades phytomédicaments
(LCQSP) pour la partie extraction et analyse paGCRF ;
- le laboratoire de pharmacologie expérimentala p@tude de I'activité
vasorelaxante;
- le département Phytochimie et standardisationpiggomédicaments pour

I'’étude de I'activité anti-radicalaire.

Période de I'étude
De la collecte de la plante aux différents testdagiques et chimiques, I'étude s’était
étalée de mai 2013 a avril 2014.
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Population d’étude
Le matériel végétal étudié était les huiles esekbasi (HE) issues des feuilles fraiches
deE. globuluset deE. cinereaaux stades juvénile et adulte.
Ces feuilles ont été collectées par RABAOVONISONoNWMartial :
- a Sabotsy Namehana, Antananarivo, le 10 mai 2043 les feuilles d&.
globulusjuvéniles
- a Ambohibato Andohanimandroseza, Antananaried,d juillet 2013, pour
les feuilles deéE. globulusadultes
- a Lazaina, Antananarivo, le 30 avril 2013, ptag feuilles deE. cinerea
juvéniles
- a Antsobolo, Antananarivo, le 18 juillet 2018up les feuilles dé&. cinerea

adultes.

Variables étudiées
Les variables étudiées sont :
- le rendement d’extraction de HE;
- Ilindice d’ester I(x) pour identifier et comparegsl différents constituants de
chaque HE ;
- la concentration efficace donnant 50% de relaxatiotée Clp pour évaluer et
comparer l'activité vasorelaxante des HE ;
- la concentration donnant 50% d’effet réducteur dePH notée Cd, pour

évaluer et comparer l'activité anti radicalaire ggs

Mode d’analyse des données

- Le rendement R (exprimé en %) en huile essenesli€alculé selon la formule :
R (%)=(saer <100
) 11"5'
Avec :

MH : masse de I'huile essentielle obtenue

MV : masse du matériel végétal utilisé pour I'extion
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-La détermination des indices d'ester I(x) deséldhts constituants est donnée par
formule suivante selon la méthode décrite par TildR6] :

T,.-T, )

169 =100 x [n + (7]

Avec :

X : composeé a identifier

I(x): indice d’ester du compose X

n : nombre de carbone d’ester méthylique d’acide gtué avant x

n+1 : nombre de carbone d’ester méthylique d’agids élué apres x

Tx, Tn, Tne1: température de sortie du composé x et des estdiyliques élués
avant et apres x ; elles sont obtenues a parta daation

Tr(°C) = 50 + 5tr (x) ou tr (X) : temps de rétemtidu composé x

- La concentration efficace donnant 50% de relaxafiCEkg) est déterminée par
régression linéaire au niveau de la phase expatientdu pourcentage de relaxation
[27, 28]. Les résultats obtenus lors de I'étudet sxprimés en moyenne + écart-type.
L’analyse statistique est réalisée avec le test d¢ Student. Les valeurs de®,05
sont considérées comme non significative (ns)esetle p < 0,05 sont considérées
comme significative et celles de p < 0,01 sont wErées comme hautement

significative.

- La concentration donnant 50% d’effet réducteurDfeéPHe initial notée G} est
définie comme la concentration d'antioxydant regumour diminuer de 50% la
concentration du DPPHe initiale. Elle est déterreipar régression linéaire. L'activité
antioxydante exprimée en taux d’inhibition du DPPldst donnée par la formule
suivante [29-31] :

(AblancAschandllon)

%6 Inhibition= [ . % 100
Ablanc

avec :
Apianc: Absorbance du blanc (matrice sans I'analyte)

Acschantilon: Absorbance de I'échantillon.
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I.1. Méthode chimique

La partie chimique comprend I'extraction des HE pwdrodistillation sur un appareil
de type Clevenger, et lidentification de la compoa chimique des HE par un
chromatographe en phase gazeuse équipé d'un détegteonisation de flamme
(CPG/DIF).

[.1.1. Extraction des huiles essentielles
Elle est effectuée a I'aide d’'un distillateur dbdeatoire (figure 7).
L'appareillage comporte les éléments suivants :
- un autocuiseur modifié,
- un essencier,
- un réfrigérant ascendant pour la condensatida glapeur contenant le mélange
HE-Eau.

Figure 7 : Autocuiseur transformé en extracteur de HE typvéiger
(Crédit photo : RABAOVONISON Yvon Martial, prise [E0 mai 2013 au laboratoire
de contréle qualité des phytomédicaments, IMRA)
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Les autres matériels et appareils utilisés poutriaetion des HE sont :
- Tubes a essai,
- Flacons teintés et hermétiquement fermés,
- Balance de précision,
- Balance de précision METTLERPE163,
- Centrifugeuse Sigma 302-K.

L’extraction de toutes les HE, objet de cette étusld faite par hydrodistillation a
I'échelle de laboratoire [32, 33]. C'est une meéthadiextraction dont le rble est
d’entrainer les composés volatiles des produitsralst avec la vapeur d’eau. Apres
pesage des matériels végétaux, on porte a ébmlliiomélange eau dans laquelle est
plongé le matériel végétal durant trois heures B%},; les cellules du végétal éclatent
et liberent alors les espéces chimiques odorantesant entrainées par la vapeur
d’eau, puis récupérées dans un autre récipients appadensation. L’hydrodistillat
obtenu est constitué de deux phases non miscilhesphase inférieure aqueuse et une
phase supérieure organique constituée par la HEIH sécupérée est ensuite stockée a
4°C dans des vials de couleur brune hermétiquereeniés a I'abri de la lumiere
jusqu’a son utilisation, ceci afin d’éviter toutesactions susceptibles de modifier la

composition de I'extrait [36, 37]

[.1.2. Identification de la composition chimique de HE sur CPG/DIF

Chromatographe en Phase Gazeuse équipé d’'un déteatex ionisation de flamme
(CPGI/DIF)

De maniére simplifiée, un appareil CPG/DIF comprand source de gaz vecteur, une
chambre d’injection, un four dans lequel sont pacie colonne capillaire, un

détecteur DIF et un systéme d’acquisition des desiné
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Figure 8 : schéma général d'un chromatographe en phase ga@@BS&) couplé a un
détecteur a ionisation de flamme (DIF)
http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosart/imgArt/chraimahromato_gaz1.html consulté
le 20 mars 2013

Le mélange & analyser est vaporisé a l'entrée dalpane, qui renferme une substance
active solide ou liquide appelée phase stationnaieemélange est transporté a travers
la phase stationnaire a l'aide d'un gaz porteur dam vecteur). Les différentes
molécules du mélange vont se séparer et sortia @elbnne les unes apres les autres
selon leur temps de rétention. Le principe de l@asdion repose sur la différence
d’affinité des composés pour la phase mobile et fpophase stationnaire. Un composé
qui a plus d’affinité pour la phase mobile, auraimsod’interaction avec la phase
stationnaire et sera ainsi élué plus rapidementin&erse, un composé ayant plus
d’affinité pour la phase stationnaire sera reteaugelle-ci et mettra beaucoup plus de
temps avant de sortir de la colonne. Chaque comgmrsiéest analysé par un détecteur.
Ce détecteur évalue en continu la quantité de chdes constituants séparés au sein du
gaz porteur grace a la mesure de différentes @t@sriphysiques du mélange gazeux et
envoie un signal électronique vers un enregistreur.

Les analyses des échantillons des HE dans notde éant effectuées au moyen d'un
CPG (GC TRACE 1300) equipé d’'un détecteur a ioimeade flamme (DIF) lui-méme
équipé d’'un injecteur automatique Al 1310. L’aplagst piloté par le logiciel Chrom-
Card.
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La séparation des constituants est effectuée seircatonne capillaire Rtx-WAX, en
silice fondue, contenant une phase stationnairepelyéthylene glycol. Le gaz
vecteur utilisé est 'hydrogene. Un volume de 1gplHE a 1% diluée dans I'hexane
(PROLABO lot : 11Z3009) est injecté pour I'identdition [38].

La CPG/DIF est une méthode chromatographique gqungtede séparer des molécules
dans un mélange tres complexe comme HE ; la CP@pl&gjae principalement aux
analyses des composeés volatiles. La nécessité idbemales molécules a I'état gazeux
implique donc que toute I'opération chromatograpkige réalise a une température
compatible avec cet état sans provoquer leur deginu[39].

Le laboratoire LCQSP de I'IMRA utilise les Estergtilyliques d’Acide Gras (EMAG)
constitués de C5 a C25 a la place des alcanesréeé@mme produits de références
pour calculer les indices de rétention (IR) [4Q]IMRA a constitué une banque de
données a partir des différentes analyses de k#atins effectués par son laboratoire
depuis sa création, les études de reproductibiliifd a effectuées ont permis de
montrer que ces indices d’'EMAG notés I(x) ne présmgraucune variation significative

par rapport aux divers facteurs [26].

Conditions opératoires de I'analyse sur CPG :

- le gaz vecteur est sous une pression constandd d#ga (ou 0,33 bar) en téte de la
colonne,

- la colonne utilisée a une longueur de 30 m, wmeire interne de 0,32 mm, et
I'épaisseur du film est de 0,25 um,

- la température du four est un gradient allarB@RC a 250°C a raison de 5°C/min,

- les détecteur et injecteur sont maintenus a 255°C

- le volume d’injection est fixé a 1ul, en modeitspd75.

Les différentes étapes de l'identification des cosgmts consistent successivement a :
- injecter les esters méthyliques d’'acide grasa(Gs)
- injecter 1ul d’échantillon a analyser
- calculer l'indice d’ester I(x) de chaque pic ddésur le chromatogramme

selon la formule décrite par Tilquin [26]
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- comparer la valeur des I(x) calculés pour chagjuea celle de la banque de
composés témoins constituée par le laboratoirelységm dans les mémes
conditions opératoires.

- attribuer le nom de chaque composé

[.2. Méthode biologique
L’étude des activités biologiques des HE HEeglobuluset deE. cinereaau stade
juvénile et au stade adulte dans ce travail contpfétude de l'activité vasorelaxante

et celle de l'activité anti-radicalaire.
|.2.1. Etude de I'activité vasorelaxante

Animaux d’expériences
Un test randomisé est effectué sur des rats dehedWISTAR agés de 6 mois, sans
distinction de sexe, pesant entre 250 a 300g. lats sont élevés, nourris et
conditionnés a l'animalerie de I'lMRA, leur état shnté est conforme aux constantes
biologiques concernant les animaux de laboratdited4].
Les appareils et matériels utilisés pour I'étudd' aleivité vasorelaxante sont :

- Tubes a essai,

- Bechers,

- Micropipettes

- Balance de précision METTLERPE163,

- Appareil & organes isolés (capteurs de tension AMEP enregistreur de

tension de marque BUXCO),

- Agitateur vortex EDMUND BEHLER,

- Agitateur magnétique.
Les produits témoins et solvant sont :

- Phényléphrine ,

- Acétylcholine ,

- Tween 20.
Dans cette étude, I'activité vasorelaxante desrgdE notées EC juv, EC adt, EG juv,

et EG adt, et du produit majoritaire dans les HEliées identifié comme le 1,8-cinéole
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noté CT a été étudiée et comparée. Les HE et IsaT dissous dans du tween 20 puis
dans de l'eau distillée a la proportion finale 660 (v/v). Ensuite les échantillons sont
agités afin d'obtenir des solutions homogenes.

Le rat adulte est sacrifié. L’aorte thoracique gstlevée, nettoyée délicatement puis
coupée transversalement en plusieurs anneaux dendnadde longueur [27,42-44].

Les anneaux ainsi préparés sont montés dans des @uwrgane isolé de 20 ml
remplies de liquide physiologique de Krebs Hensetgintenue a une température de
37°C et aérée avec du carbogéne d®5% et CQa 5%) permettant I'obtention d’un
pH égal a 7,4 [41-44, 28]. Dans la cuve, les amnesant suspendus a des tiges
métalliques reliées & des capteurs de tension AMEPAux-mémes reliés a un
enregistreur de tension de marque BUXCQa solution de Krebs Henseleit est
constituée (en mM/l) par du KCI (4,75), du NaCl§H), du NaHC@(25), du
glucose (11,1), du MgS1,2), du KHPO, (1,2), et du CaGl(1,36).

Chaque anneau d’aorte monté dans la cuve a orgale est tendu a une tension
isométrique de 2 g [27], puis laissé se stabilpmrdant deux heures durant lesquelles
la solution de Krebs Henseleit est renouvelée solgie 30 min.

Passée cette période d’équilibration, chaque anrestu ensuite sensibilisé par
linjection de phénylephrine & PM dans la cuve. Au plateau de contraction, la
présence d’endothélium fonctionnel sur les aortg#sneise en évidence par l'effet
relaxant provoqué par I'injection de I'acétylchaia 10 M dans la cuve [41-43, 28].
Ensuite, les anneaux sont rincés immédiatemeneégdes 10 min pendant 30 min et
laissés au repos durant 30 min.

Apreés la phase d’équilibration de 30 min, tousdaseaux d’aorte sont précontractés
par lnjection de la phényléphrine & 40M. Puis au plateau de contraction, les
préparations de HE (EC juv, EC adt, EG juv, EG,dédt)L,8 cinéole (CT) et le Tween
20 & 10% sont injectées dans la cuve aux concimsatroissantes et cumulatives
allant de 0,25 mg/ml a 1mg/ml. Le pourcentage daxation respectivement induite
par les différentes concentrations des préparatiendE est calculé en prenant comme
100 % de contraction, la contraction provoquée lpaphényléphrine & 10M. La
valeur de CEy calculée pour chaque préparation de HE se déduitdgression linéaire
en considérant les concentrations de HE dans la etive pourcentage de relaxation

obtenu.
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[.2.2. Etude de I'activité anti-radicalaire :
Les matériels utilisés pour cette étude sont :
- Balance de précision METTLERPE163,
- Spectrophotomeétre Awareness technology INC,
- Microplaques 96 puits,
- Agitateur vortex EDMUND BEHLER,
- Flacons en verre,
- Micropipettes,
- Bain ultra-son de marque GEN-PROBE,
- Verreries (Béchers ; Tubes a essai ; pipettes),
- Spatule en acier inoxydable.
Les réactifs et produits de référence utilisés sont
- Acide gallique SIGMA lot N°046K0131,
- Méthanol pour analyse,
- 1,1-diphényl-2-picryhydrazyl (DPPHs) Sigma Aldrich

Dans cette étude, I'activité anti-radicalaire deatee HE et I'acide gallique pris comme
témoin positif a été étudiée et comparée. Plusimdthodes peuvent étre utilisées pour
évaluer l'activité anti-radicalaire d'un mélangea Iplus utilisée est le piégeage du
radical stable DPPH (1,1-diphényl-2-picryhydrazgjon la méthode décrite par Blois
avec guelques modifications [45]. Le principe derdaction est colorimétrique. En
effet, le radical stable DPPHe (violet) se lie aradical libre d’hydrogéne et se présente
sous sa forme réduite DPPH-H (jaune). Les antiomtgdpeuvent réduire les radicaux
primaires par deux mécanismes : par transfert cti@e singulet ou par transfert
d'atome d’hydrogéne. Au contact d’'une entité domnéélectron ou de proton, le
DPPH réduit se décolore en jaune ; cette décotorasiera proportionnelle a la

réduction relative du radical DPPHe.
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M@{fﬁm% + A-OH ozu{%jn% v oAl

DPPH" DPFH-H

Figure 9 : Réaction de réduction de DPPHs
Source : Giweli A. Dzamic A. Sokovic M. Ristic M.ain P. Antimicrobial and
Antioxydant Activities of Essential Oils &atureja thymbr&rowing Wild in Lybia.
Molecules, 2012; 17(5): 4836-p06].

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possiplesorment des structures plus au
moins stables :
DPPHe+®OH — DPPHH +®QOe
OO+ OO — OO-OD
DPPHe+®Qs— ®O-DPPH

L’activité antioxydantein vitro est évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage d
radical DPPHe, ou 5QL de chacune des solutions méthanoliques des HEetesi
différentes concentrations (20 mg/ml, 40 mg/ml,n&@ml, 80 mg/ml) sont mélangées
avec 5 ml d’'une solution méthanolique de DPPHe 3P,00). Aprés une période
d’incubation de 30 min a la température de la sblbsorbance est lue a 517 nm.

Des solutions du DPPHe & différentes concentrateord préparées pour vérifier la
stabilité et la proportionnalité entre la concetidra en DPPHe et I'absorbance
respective de chaque solution; cette vérificatemnsiste a faire une lecture de
I'absorbance a g(immédiatement apres la préparation) eg@dprés 30 min).

Pour chaque concentration de préparation de HEgetdu témoin positif, le pouvoir
anti-radicalaire est exprimé en pourcentage d'itioi (Yonnivition). La Cho €st calculée
par régression linéaire en considérant les coraemis testées et le pourcentage

d’inhibition respectif. Tous les essais sont efiésten triplicat [47].



