Evaluation de ’activité antioxydante

Résultats du criblage de l'activité antioxydante
Une analyse qualitative de I’activité antioxydante des extraits bruts et des fractions hexanique,

acétate d’éthyle et aqueuse, notés respectivement TST139, TST139-1, TST139-2 et TST139-3
pour C. dealbata et MG442, MG442-1 et MG442-2, pour C. rigidifolia, a été rélisée en

utilisant le DPPH comme radical libre.

Les résultats sont montrés sur la figure 92.

R

Zone claire indiquant la
présence des substances

antioxydantes

T(A) : Extrait brut (TST139) T(B) : Extrait brut (MG442)
1(A) : Fraction hexanique (TST139-1) 1(B) : Fraction hexanique (MG442-1)
2(A) : Fraction AcOEt (TST139-2) 2(B) : Fraction AcOEt (MG442-2)

3(A) : Fraction aqueuse (TST139-3)

Figure 92 : Profil CCM antioxydant du TST139, TST139-1, TST139-2 et TST139-3 et du
MG442, MG442-1et MG442-2

D’apreés ces profils chromatographiques, la révélation des plaques par la solution

méthanolique de DPPH montre la présence de deux zones bien distinctes :

- Des zones ou des bandes jaunatres traduisant la réduction du DPPH ou le pouvoir

antioxydant des produits qui composent les extraits et les fractions testés
- Des zones violettes montrant le DPPH libre non réduit.

Si ’on se repére aux différents dépots, I’activité antioxydante de chaque extrait et fraction

localisée au niveau de leurs dépdts, est également répartie dans toutes les bandes respectives.

1.3.2. Résultats de la quantification du pouvoir antioxydant
Le pouvoir antioxydant des extraits bruts et des fractions AcOEt des deux plantes détecté lors

du criblage a été quantifi¢ dans le but de comparer leur capacité antioxydante avec celle d’un
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antioxydant standard 1’a-tocophérol. Les extraits et les fractions sont testés a une
concentration unique égale a 1mg/ml. Des concentrations situées entre 6,25 uM a 100 uM et
150 uM a 600 uM de I’a-tocophérol sont utilisées pour établir les courbes standards (Figure

89). Les résultats sont récapitulés dans le tableau 20.

Tableau 20 : Activités antioxydantes des extraits bruts et des fractions de C. dealbata et de C.

rigidifolia pour une dose de 1mg/ml.

Plantes Codes Extraits % d’inhibition Equivalent a-Tocophérol
(uM/mg/ml)
o MG442 extrait brut 93,97 538,557
C.rigidifolia
MG442-2 fraction AcOEt 94,04 539,652
TST139 extrait brut 28,50 27,041
C.dealbata
TST139-2 fraction AcOEt 30,49 29,662
= 120 - = 700 -
€ £
2 100 - Z 600 -
° S
5 @ 500 -
§ 80 - 5
S g 400 -
T 60 - S
5 § 300 -
£ 40 - £
§ c 200 -
g 20 - § 100 -
0 T T T 1 0 T T 1
0 0,5 1 1,5 2 0 0,2 0,4 0,6
Absorbance Absorbance

Figure 93 : Courbes standards 6,25uM a 100 uM et 150 uM a 600 uM de I’ a-tocophérol

D’apres les résultats, a une concentration de Img/ml, les deux plantes réduisent le DPPH a
des valeurs de pourcentages d’inhibitions variant de 28,50% a 94,04%. La fraction AcOEt du
C. rigidifolia étant la plus active.

En amenant chaque valeur d’absorbance du DPPH non réduit dans les équations des courbes
de tendance de I’a-tocophérol y; =-74,18x + 121,1 (R*=0,999) et y, = -826,9x + 626,5 (R* =
0,995), la capacité a réduire le DPPH des extraits et des fractions varient en équivalent a-
tocophérol de 27,041 pM/mg/ml d’extrait a 539,652 uM/mg/ml d’extrait. L’extrait brut et la
fraction AcOEt du C. rigidifolia présentent la meilleure activité¢ antioxydante par rapport a

I’extrait brut et la fraction AcOEt du C. dealbata.
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1.4. Evaluation de activité antiplasmodiale
Les tests ont porté sur la souche FCM29 de Plasmodium falciparum, souche chloroquino-
résistante. Les quantités suffisantes des extraits bruts et fractions pour les tests ont été
solubilisés dans le DMSO pour avoir une concentration de 1 mg/ml, dilués ensuite en cascade

pour la détermination de I’ICsy. Les résultats sont présentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Résultats des tests d’activité antiplasmodiale in vitro des extraits bruts et des

fractions
C. dealbata C. rigidifolia
Organe Fruits Ecorces Ecorces Feuilles
Extrait Brut Hexane AcOEt Aqueuse Brut Brut Hexane AcOEt Aqueuse Brut
Code TST139 | TST139-1 | TST139-2 | TST139-3 MG442 MG442-1 | TST139-2 TST139-3
1Cso 2,18 27,30 7,4 22,83 4,85 4,83 13,82 2,89 Inactive 16,51
(ng/ml)

D’apres ce tableau, les valeurs d’ICsg varient de 2,18 pg/ml a 16,51 pg/ml. Les extraits bruts
des fruits de C. dealbata et des écorces de C. rigidifolia ont des activités antiplasmodiales

plus intéressantes que les autres organes.

Etude des propriétés biologiques des produits isolés

2.1. Evaluation de activité antimicrobienne par la technique de dilution en milieu
solide

L’¢étude a porté sur les composés isolés des fruits de C. dealbata (TST139) et un composé
isolé des écorces de C. rigidifolia (MG442). 11 s’agit du TST139-26-2 (Pinocembrine),
TST139-25-4 (Dealbacryptone 1), TST139-2417-4 (Caryalactone A) et du MG442-22-8
(nouvelle pyrone, structure encours de confirmation) respectifs. Le test a été réalisé selon la

quantité des composés isolés disponibles.

Pour le criblage, chaque produit a été testé sur 65 souches de bactéries Gram - et Gram+
provenant de la collection du laboratoire de Paris. Il a été testé a une concentration unique

égale a 100 pg/ml.

Pour la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice de ces composés, 4
concentrations 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml et 100 pg/ml ont été utilisées sur les souches

sensibles. Les résultats sont décrits ci-dessous.
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e La Pinocembrine (TST 139-26-2)inhibe 28 souches sur les 65 testés et est
particuliérement actif a 100 pg/ml sur Brevundimonas diminuta, Comamonas
acidovorans, Enterococcus gallinarum, Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus  lugdunensis, et  Staphylococcus

saprophyticus et a 50 ng/ml sur Staphylococcus aureus.

e La Dealbacryptone I (TST139-25-4) et la Caryalactone A (TST139-2417-4) sont inactives
sur les 65 souches testés.

e Le composé codé MG442-22-8, identifié comme une pyrone, probablement nouvelle mais
la structure est en cours de confirmation, et isolé des écorces de C. rigidifolia inhibe 60
bactéries sur les 65 testés et est particulierement actif a 25 pg/ml sur Enterococcus avium,
Enterococcus durans et Enterococcus faecalis ; a 50 pg/ml sur Enterococcus faecium et

Enterococcus gallinarum ; a 100 pg/ml contre Enterococcus casselliflavu.

Evaluation de I’activité antioxydante
1.3.1. Résultats du criblage de l'activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant des produits isolés ayant une quantité suffisante pour le test a été

effectué. Il a été qualitativement testé en utilisant le DPPH comme radical libre.

Pour C. dealbata, 4 produits ont été testés. Il s’agit de - Pinocembrine (TST139-26-2);
Dealbacryptone 1 (TST139-25-4) ; Dealbacryptone II (TST139-2417-10) et Caryalactone A
(TST139-2415-4).

Pour C. rigidifolia, 3 produits et un mélange de produit ont été analysés : Cryptocarya
Triacetate (MG442-221-1); le mélange Desacetylumuravumbolide et Gamahonolide A
(MG442-229-3) ; Pyrone 7 (MG442-221-3) et la pyrone codée RS60 (MG442-22-8).

Les résultats ont montré que 5 produits [Pinocembrine (TST139-26-2) ; Dealbacryptone I
(TST139-25-4) ; Caryalactone A (TST139-2415-4) ; Pyrone 7 (MG442-221-3) ; Pyrone RS60
(MG442-22-8)] sont doués d’activité antioxydante et 3 produits [Dealbacryptone II (TST139-
2417-10) , Cryptocarya Triacetate (MG442-221-1) ; le mélange Desacetylumuravumbolide et
Gamahonolide A (MG442-2219-3)] sont inactifs.

1.3.2. Résultats de la quantification du pouvoir antioxydant
L’activité antioxydante des produits isolés repérée lors du criblage a été¢ quantifiée par
comparaison avec les courbes standards de 1’ a-tocophérol (Figure 93). Les résultats sont

récapitulés dans le tableau 22.
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Tableau 22 : Activités antioxydantes des produits isolés de C. dealbata et de C. rigidifolia

testées a une dose de 1 mg/ml

Plantes Codes Produits isolés % d’inhibition | Equivalent a-Tocopherol
du DPPH (uM/mg/ml)
C. rigidifolia MG442-221-3 pyrone 7 61,52 70,535
MG442-22-8 Structure pyrone 49,43 54,611
C dealbata TST139-2415-4 Caryalactone A 50,78 56,391
TST139-25-4A Dealbacryptone | 53,77 60,322
TST139-26-1 Pinocembrine 50,57 56,104

D’apres ce tableau, les produits isolés des deux plantes testés a 1mg/ml inhibent le radical
DPPH de 49,43% a 61,52%. Ces activités correspondent a celles de I’a-Tocopherol variant de
de 54,611 pM/mg/ml a 70,535 pM/mg/ml. Ces produits ont des activités antioxydantes

intéressantes.

2.3. Evaluation de I’activité antiplasmodiale

L’¢évaluation de I’activité antiplasmodiale a porté sur 4 composés [Pinocembrine (TST139-26-
1), Dealbacryptone I (TST139-25-4A), Dealbacryptone II (TST139-2417-10) et Caryalactone
A (TST139-2417-4)] isolés des fruits de C. dealbata (TST139) et 3 composés [Cryptocarya
Triacetate (MG442-221-1), Pyrone 7 (MG442-221-3) et Pyrone RS60 (MG442-22-8)
probablement nouvelle mais la structure est en cours de confirmation] et un mélange des
produits [Desacetylumuravumbolide et Gamahonolide A (MG442-229-3)] isolés des écorces
de C. rigidifolia (MG442) présenté dans le tableau 23.

D’apres le tableau 23, les valeurs d’1Csg des activités antiplasmodiales des produits isolés des
deux plantes varient de 0,39 pg/ml a 24,76 ug/ml. Dealbacryptone II (TST139-2417-10) et le
mélange Desacetylumuravumbolide et Gamahonolide A (MG442-229-3) sont les plus actives.
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Tableau 23 : Résultats des tests d’activité antiplasmodiale in vitro

Plantes Produits isolés ICs (ng/ml) ICso (uM)
Pinocembrine (TST139-26-2) 24,76 96,71
Dealbacryptone | (TST139-25-4A) 1,49 5,51
C. dealbata
Dealbacryptone Il (TST139-2417-10) 0,39 1,12
Caryalactone A (TST139-2415-4) 1,83 6,67
Cryptocarya Triacetate (MG442-221-1) 17,07 46,16
Mélange de Desacetylumuravumbolide et
0,44
C. rigidifolia Gamahonolide A (MG442-229-3)
Pyrone 7 (MG442-221-3) 18,05 50,98
Pyrone RS60 (MG442-22-8) 7,82 19,87
Témoin Quinine 0,0012 0,0037

Les résultats biologiques nous ont permis de conclure que :

Pour le test de toxicité, I’extrait brut de C. dealbata dont la DLsy = 7875 mg/ml est classé non

toxique tandis que ’extrait brut de C. rigidifolia avec une DLsy = 1575 mg/ml est classé

légerement toxique. En effet selon Diezi en 1989 et Hodge en 1980, en toxicologie, il est

connu qu’une substance pharmacologique dont la DLsy est inférieure a 5 mg/kg de poids

corporel est ultratoxique. Celle présentant une DLsy comprise entre 5 et 50 mg/kg de poids

corporel est une substance extrémement toxique. Celle dont la DLsy appartient a I’intervalle

50 et 500 mg/kg de poids corporel est considérée comme tres toxique. Celle dont la DLs se

situe dans D’intervalle 500 a 5000 mg/kg de poids corporel est modérément toxique. La

substance ayant une DLsy se situant entre 5000 et 15000 mg/kg de poids corporel est

légeérement toxique et enfin celle dont la DLs, est supérieure a 15000 mg/kg de poids corporel

est dite non toxique.
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Selon les résultats microbiologiques, 1’extrait brut des fruits C. dealbata (TST 139) est a la
fois actif sur les bacteries Gram+ et les bacteries Gram-. Ces données expliquent que la plante
est a large spectre. Mais cette activité est faible ou méme nulle pour les fractions hexane (TST
139-1) et AcOEt (TST 139-2). Pour C. rigidifolia (MG 442), I’activité¢ de cette plante est

spécifique aux bactéries Gram- .

Pour Dlactivité antifongique, 1’extrait de C. dealbata et ces fractions a un effet maximal
(100%) sur I’inibition de la croissance du 7. viride. En 2001, une activité antifongique a partir
d’un extrait brut et des pyrones isolées de C. crassifolia a également ét€¢ mise en évidence par

Raoelison et al..

Pour la recherche de I’activité antioxydante, les extraits bruts et les produits isolés des deux

plantes sont dotés du pouvoir antioxydante.

L’¢étude bioguidée des extraits bruts et les fractions AcOEt des deux plantes a montré des
activités antiplasmodiales interessantes. En effet, Dealbacryptone I (67) et Caryalactone A
(40), isolées de la fraction AcOEt de C. dealbata, avec leurs ICsy = 5,51 uM et ICsy = 6,67
UM respectives, présentent une activité presque similaire. De ce fait, du point de vue
structurale, ces deux produits ne se distinguent que par les positions des doubles liaisons en 3'
et en 5'. Toutefois, nous notons la forte activit¢ de Dealbacryptone II (68), qui pourrait étre

liée a la présence des substituants hydroxyle et méthoxyle [Wilson et Jairo, 2011].
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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La flore malgache est I’une des plus riches au monde et possede de nombreuses plantes
endémiques et médicinales. Deux plantes endémiques ont fait I’objet de ces études
approfondies phytochimique et biologique, C. dealbata et C. rigidifolia. Dans le cas de la
lutte contre le paludisme, les succes en clinique de la quinine et de 1’artémisinine, molécules
naturelles isolées respectivement de Cinchona sp. et Artemisia sp. encouragent la recherche

de nouvelles molécules antipaludiques issues de la biodiversité végétale.

Au cours de nos travaux, l’isolement des métabolites secondaires a été fait a partir de
fractionnements utilisant différentes méthodes chromatographiques et guidé¢ par des tests
biologiques, principalement le test d’activité antiplasmodiale in vitro sur une souche
chloroquino-résistante P. falciparum FCM29. Les activités antioxydante et antimicrobienne
ont été aussi évaluées. L utilisation de techniques spectroscopiques incluant la spectroscopie
de masse (MS), la spectroscopie de résonance magnétique (RMN), la spectrométrie
ultraviolette (UV) et la spectrométrie infrarouge (IR), associée aux données de la littérature, a
été déterminante pour I’élucidation structurale de ces métabolites isolés. Les métabolites
secondaires identifiés de deux plantes appartiennent a des familles chimiques typiques du

genre végétal Cryptocarya : pyrones et flavonoides.

L’¢étude phytochimique de 1’extrait brut des fruits de Cryptocarya dealbata Baker a conduit a
I’isolement de quatre composés dont trois pyrones et un flavonoide. Deux pyrones; la (65)-6-
[(2’R)-2’-hydroxy-6’-phenylhex-3’E-5’E-diényl]-5-6-dihydro-2 H-pyran-2-one dénommée
Dealbatacryptone 1 et la (6R)-6-[(2°S,3’R)-2’,3’-dihydroxy-6’-méthoxy-6’-phenylhex-4’-
enyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one dénommée Dealbacryptone II sont des structures
nouvelles. Les deux autres produits sont des produits connus caractéristiques de ce genre : la

pyrone Caryalactone A et le flavonoide Pinocembrine.

L’¢étude phytochimique de 1’extrait brut des écorces de Cryptocarya rigidifolia van der Wertf,
quant a elle, a conduit a I’identification de trois pyrones connues : Cryptocarya triacetate,
Desacetyl-umuravumbolide et Gamahonolide A et aussi une autre pyrone, la 5,6-Dihydro-
6-[4,7-diacetoxy-5,6-dihydroxyocta-1,3-diényl]-2 H-pyran-2-one dont la nouveauté est en
cours de vérification. Une derniére pyrone est en cours d’¢élucidation de structure.

Malgré les résultats des études phytochimiques antérieures attestant la présence d’alcaloides

dans de nombreuses Cryptocarya, aucun compos¢ de cette classe n’a été détecté ou isolé lors

de ce travail.
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L’¢évaluation de D’activit¢ antiplasmodiale des extraits, des fractions et 1’ensemble des
composés isolés des deux plantes a été faite in vitro sur P. falciparum FCM29. Elle a montré
leur potentialité antiplasmodiale avec des ICsy comprises entre 0,39 pg/ml et 24,76 pg/ml. Les
activités antiplasmodiales de Dealbacryptone I (ICso = 5,51 uM) et Caryalactone A (ICsy =
6,67 uM) sont presque similaires. Dealbacryptone II montre une forte activité avec une ICsg
= 1,12 uM qui pourrait €tre liée a la présence des substituants hydroxyle et méthoxyle de plus

que les deux autres pyrones.

Pour la recherche de I’activité antioxydante a une concentration de 1 mg/ml, Dealbacryptone
I, Caryalactone A et Pinocembrine posseédent une activité antioxydante moyenne avec une

inhibition de 50% vis-a-vis du radical libre DPPH.

Les deux composés Dealbacryptone I et Caryalactone A pourraient étre des candidats
potentiels en tant qu'agents antiplasmodiales, activité qui pourrait €tre renforcée par leurs
acivités antioxydantes. Les données antiplasmodiales et antioxydantes nous donnent a penser
que les extraits de C. dealbata et C. rigidifolia peuvent étre des sources potentielles des

nouveaux médicaments antipaludiques.

La toxicité des extraits a €été évaluée sur des souris blanches Mus musculus albinos de race
suisse, male agée de 16 semaines ¢levées au CNARP. Les deux extraits bruts de Cryptorarya
ne sont pas toxiques. Pour les activités antimicrobiennes, C. dealbata est a large spectre alors
que C. rigidifolia n’est actif que sur quatre bactéries Gram- sur les sept germes testés. Il est
¢galement démontré que C. dealbata possede une activité antifongique. Son extrait brut ainsi

que ses fractions inhibent de 26 a 100% la croissance des moisissures.

Dans une optique de valorisation de la ressource végétale et la recherche des nouvelles
molécules biologiquement actives, ces résultats trés encourageant constituent une contribution

a I’¢tude phytochimique des plantes endémiques de Madagascar.

La vocation du CNARP est de formuler des phytomédicaments utiles, accessibles a la
population. La mise au point des phytomédicaments a base des extraits ou des fractions plus

actives de ces deux plantes est la suite des travaux a entreprendre par le CNARP.

Des études complémentaires seront nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans le cadre
de la mise au point d’un phytomédicament. L’efficacité¢ des activités antiplasmodiales des
extraits et des fractions ayant été prouvée in vitro, les tests in vivo sur des animaux sont alors
envisageables. IIs ont pour but de définir la limite de I’innocuité, de la toxicité puis de la dose

efficace du produit. Si ces tests sont concluants, des études galéniques, des protocoles précis
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de contrdle de qualité¢ feront I’objet de mis au point, ce qui assureront la reproductibilité des
phytomédicaments tout au long du processus de fabrication. De plus, des recherches cliniques

seront effectuées sur le modele humain dans des conditions bien réglementées.

Dans le cas de preuve d’efficacité clinique, la production du phytomédicament tient compte
de la source du matériel végétal. Comme nous ne pouvons pas nous baser uniquement sur la
collecte des plantes a 1’état sauvage qui conduirait a la dégradation de 1’environnement. La
production a grande échelle nécessite la domestication des plantes tout en vérifiant que les

substances actives sont présentes et en quantités suffisantes.
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