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ACRONYMES ET ABREVIATIONS
ng : microgramme
13C : Isotope du carbone avec une masse de 13 amu (atomic mass unit)
1D : Monodimensionnel
'H : Proton
2D : Bidimensionnel
AFA : Alcool formolé acétique
AG : Acide gallique
AICI3 : Chlorure d’aluminium
APG: Angiosperm Phylogeny Group
bFGF : basic fibroblast growth factor
BHT: Butyl-hydroxy-toluene
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CDCls : Chloroforme deutéré
CD30D : Methanol deutéré
CHCIz : Chloroforme
C.F: Cicatrice fibreuse
cm: centimetre
COSY: COrrelated SpectroscopY
COX : Cyclooxygénase
CRP : Protéine C réactive
d: doublet
dd: doublet de doublet
DEPT: Distorsionaless Enhancement by Polarization Transfert
DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
EC50 ou IC50 : Concentration efficace ou concentration inhibitrice nécessaire pour
neutraliser 50% des radicaux libres.
EFL : Enduit fibrino-leucocytaire
EGF : Epidermal Growth Factor
ESI : ElectroSpray lonization
EtOH: Ethanol
FC: Fréquence de citation
FCI: Facteur consensual de I’informateur

FDA : Food and Drug Administration



FeCls: Chlorure ferrique

FGFb : Fibroblast growth factor

FL: Indice de fidélité

g: gramme

GAG: Glycosaminoglycanes

Glc: Glucose

H: Heure

H.O: Eau

H>SO4: Acide sulfurique

HCL.: acide chlorhydrique

H/E: Hématoxyline/Eosine

HMBC: Heteronuclear Multiple-Bond Correlation spectroscopy
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HPTLC: High Performance Thin Layer Chromatography
HR-ESI: High Resolution- ElectroSpray lonization
HSQC: Heteronuclear Single-Quantum Correlation spectroscopy
Hz: Herzt

IGF : insulin-like growth factor

IL: Interleukine

IP : Indice d’irritation de la peau

ISE: International Society of Ethnobiology

J : Constante de couplage mesurée en Hz

LPS : Lipopolysaccharide

MAC : Macrophage

MEC : Matrice extracellulaire

m : multiplet

m/z : rapport masse / charge élémentaire de 1’ion
MeOH : méthanol

MHz : mégaherzt

min : minutes

mg : milligramme

ml : millilitre

mM : millimole

MPLC: Chromatographie liquide a moyenne pression)

NH;OH: ammoniaque



nm: nanometre

NO: oxyde nitrique

OCDE : organisation de coopération et de développement économiques
OH: hydroxyle

P.base: Pommade de base sans extrait de plante

PbF1%: Pommade a base d’extrait de feuilles de Phlomis bovei a 1%
PbF5%: Pommade a base d’extrait de feuilles de Phlomis bovei a 5%
PDGF : Platelet-derived growth factor

pH : potentiel hydrogeéne

PhG :Phenylethanoide glycoside

PNN : Polynucléaires neutrophiles

ppm : parts per million

REF : Groupe référence traité avec du Madécassol.

RFC : Fréquence de citation relative.

Rha : Rhamnose

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RP: Reversed Phase

s: singulet

SD: Standard deviation

Si: Silice

SM: Mass Spectrometry

TGF: Transforming Growth Factor

TIMP : Tissue inhibitors of metalloproteinases

TLC: Thin Layer Chromatography

TOCSY : Total COrrelation SpectroscopY

TNF : Tumor necrosis factor

TXAZ2 : Thromboxane A2

UV : Ultraviolet

UV : Valeur d’usage

VEGF : Vascular endothelial growth factor

Vit C: Vitamine C ou acide ascorbique

VLC : Vacuum Liquid Chromatography (chromatographie liquide sous vide)
vs: Versus

Xyl : Xylose

6 : Déplacement chimique mesuré en ppm
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L utilisation des plantes médicinales est connue pour ameéliorer et rétablir la santé de
I’homme. Depuis fort longtemps, elles sont exploitées a tous les niveaux, notamment dans le
domaine médical. Au cours des derniéres décennies, les recherches scientifiques n’ont fait que
confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales
utilisées de fagon empirique depuis des millénaires.

En 1895, John William Hershberger, un botaniste américain, a attribué le terme
« Ethnobotanique » & la relation qui existe entre ’'Homme et les plantes (Prance, 1991,
Rahul, 2013, Rahman et al., 2019).

Une recherche en ethnobotanique repose principalement sur les résultats d’enquétes de
terrain ainsi que sur le recueil des données bibliographiques. Ces enquétes sont généralement
menées sous forme d'entretiens et d'observations des pratiques auprés de personnes
ressources, identifiées comme ayant un savoir faire relatif au végeétal (Bellakhdar, 1997).

Les résultats de ces recherches, peuvent non seulement avoir un intérét patrimonial
évident, dans le sens ou cela permet de conserver les connaissances ancestrales puisque
celles-ci sont verbalement transmises d’une génération a une autre, mais peuvent également
intéresser le secteur industriel en quéte de nouvelles molécules (Mostafa, 2018), ainsi,
I'ethnobotanique a permis la découverte de nouveaux medicaments tels que la Digoxine du
Digitalis purpurea L., I’Atropine de I’Atropa belladonna L., la Colchicine de Colchicum
autumnale L., la Quinine de Cinchona calisaya Wedd., la Morphine de Papaver somniferum
L., la Théophylline de Theobroma cacao L.,... (Pandey et Tripathi, 2017). On estime que
75% des médicaments sur ordonnance contiennent des substances actives d’origine végétale.

Malgré l'utilisation répandue des ressources vegétales en medecine traditionnelle, tres
peu d'especes de plantes ont été soumises a une évaluation de leurs activités biologiques pour
étudier leurs propriétés médicinales et déterminer Il'innocuité et l'efficacité des remedes
traditionnels.

Les composés produits par les plantes ont été separés en métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites primaires sont des molécules qui existent dans toutes les cellules
végetales et sont nécessaires a la vie de la plante telle que les glucides, les lipides, et les
protéines. Les métabolites secondaires quant a eux ont une répartition limitée, ces derniers
semblent intéresser le secteur pharmaceutique car ils sont dotés d’activités biologiques
diverses (Miao et al., 2019). Certains en font de bons marqueurs chimiotaxonomiques propres
a une espéce, un genre, une famille ou un ordre (Nidhal et al., 2020).

Concernant notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude d’une plante utilisée

en médecine traditionnelle pour son activité cicatrisante.




Une plaie peut étre décrite comme une lacération ou une rupture de la surface de la
peau causée par une blessure thermique ou physique (Fox et al., 2017). Elle a un impact
important sur la santé publique et les dépenses de santé (Fikru et al., 2012).

La cicatrisation des plaies est un processus biologique complexe et dynamique
impliquant une cascade d'interactions tissulaires pour restaurer l'intégrité de la peau et
I'hnoméostasie aprés une blessure. Ce processus a deux rdles principaux, la lutte contre les
infections et la réparation des tissus (Ben Djemaa et al., 2016). La cicatrisation est un
phénomeéne naturel, mais elle peut manquer de qualité, de rapidité de guérison et d'esthétique
(Biswas et al., 2017).

L'organisation mondiale de la santé (OMS) reconnait le potentiel des plantes utilisées
dans la médecine traditionnelle et consideére qu'il s'agit d'une source importante pour évaluer
leur efficacite et leur sécurité (WHO, 2002).

Bien que les plantes cicatrisantes puissent offrir une approche sire et peu codteuse
dans le traitement des plaies et des bralures, les recherches restent insuffisantes pour plusieurs
raisons. L une des raisons est que ces pathologies ne font pas partie des maladies prioritaires
de ’OMS, et d’un autre cOté, I'opinion généralement répandue selon laguelle on considére
que les remedes traditionnels sont les mieux adaptés aux pathologies chroniques plutdt qu'aux
traitements des maladies aigués. Seulement 1 a 3% des médicaments a usage cicatrisant sont
cités dans la pharmacopée européenne (Fikru et al., 2012, Lordani et al., 2018).

Certaines substances dérivées de plantes ont un potentiel thérapeutique considérable et
devraient donc étre étudiées pour la découverte de nouvelles molécules dans le traitement des
plaies et des brdlures cutanees (Fox et al., 2017), c’est le cas des composés triterpeniques tels
que l'acide asiatique, I'acide madécassique et le madécassoside isolés de Centella asiatica (L.)
Urb. (Apiaceae) dont I’extrait est commercialisé sous le nom de Madécassol® et de
I’allantoine retrouvé dans les racines de la grande consoude Symphytum officinale L.
(Boraginaceae) et dans les graines de céréales commercialisés sous le nom de Cicatryl®.

Il a été démontré gu'un grand nombre de métabolites secondaires améliorent la cicatrisation
des plaies. On peut citer le B-sitostérol, I’acide gallique, la curcumine , I’acide caféique, la
catéchine et la myricétine (Chingwaru et al., 2019).

Ce travail de these a été mené dans 1’objectif principal de Vérifier I’'usage traditionnel

d’une plante utilisée par la population locale a travers un screening phytochimique et

pharmacologique.




Pour atteindre cet objectif, notre travail s’est articulé autour de deux principaux axes :

- Une synthése bibliographique relative a la famille des Lamiaceae et au genre Phlomis,
ainsi que sur les travaux phytochimiques et biologiques antérieurs.

- Une partie pratique qui concerne I’enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes
utilisées en médecine populaire, 1’étude botanique et phytochimique du Phlomis bovei de
Noé, ainsi que I’évaluation in vivo de l’activité cicatrisante et in vitro de Dactivité

antioxydante.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Synthése bibliographique .

Chapitre 1 : Etude botanique
1.1 Flore Algérienne

La flore algérienne est estimée a 3232 especes (Quézel et Santa, 1963), et se
différencie a travers le territoire selon un gradient climatique. Le nombre d’espéces
endémique se situe au environ de 250 espéces, soit environ 8% de la flore totale. La majorité
de ces especes appartiennent a 1I’élément méditerranéen.

Les endémiques Sahariennes sont en nombres de 64, les endémiques algéro-
tunisiennes au nombre de 50 et les endémiques algéro- marocaines au nombre de 104
(Anonyme, 2006).

Dans le présent travail, nous nous sommes intéresses a 1’étude d’une espece de la
famille des Lamiaceae.

1.2 Ordre des Lamiales

L’ordre des Lamiales comprend 24 familles, 1 059 genres et plus de 23 755 espéces
(Stevens, 2001). Les principales familles qui sont incluses sont les Lamiaceae, les
Verbenaceae, les Plantaginaceae, les Scrophulariaceae, les Orobanchaceae, les Acanthaceae,
les Gesneriaceae, les Bignoniaceae, les Oleaceae, les Pedaliaceae et les petites familles
carnivores Lentibulariaceae et Byblidaceae (Dupont et Guignard, 2012).

Selon la classification phylogénétique APG 1V, 2016 (Angiosperm Phylogeny Group),
I’ordre des Lamiales appartient au Euastéridees I. L'ordre est tres hétérogéne mais toutefois
présente des caractéres communs entre les familles. Par exemple, les hydrates de carbone sont
stockés sous forme d'oligosaccharides et non pas sous forme d’amidon.

1.3 Famille des Lamiaceae

C’est la famille du Thym, du Romarin et de la Lavande. C'est 1’une des plus grandes
familles d'Angiospermes comprenant 236 genres et plus de 7 000 espéces (Frezza et al.,
2019a). L’Algérie compte 36 genres et 183 espéces dont 19 sont endémiques.

L'étymologie du nom “Lamiaceae” vient du grec « laimos » qui signifie “machoire” et
se référe a la capacité des fleurs de ces plantes a avaler de petits insectes apres leur entrée
dans la corolle, alors que, «Labiatae» vient du mot latin «labia», qui signifie «lévre», et
renvoie a la caractéristigue morphologique particuliére de toutes les espéces appartenant a
cette famille, qui présente une corolle divisée en une levre supérieure et inférieure (Quézel et
Santa, 1963). De nos jours, les deux noms sont généralement acceptés, méme si «Lamiaceae»

est considéré comme plus correct.



https://www.aquaportail.com/definition-2354-oligosaccharide.html
https://www.aquaportail.com/definition-555-amidon.html
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1.4 Systématique des Lamiaceae

Selon la classification APG IV (2016), la famille fait partie de I’embranchement des
Embryophytes, sous embranchement des Trachéophytes, superclasse des Spermaphytes,
classe des Angiospermes ,clade des Astéridées, sous clade des Lamiidées et I’ordre des
Lamiales (Dupont et Guignard, 2012).
1.4.1 Répartition géographique

La répartition de cette famille est extrémement étendue avec une prédominance pour

les régions méditerranéennes (Figure 1).

& e
Figure 1: Distribution mondiale des Lamiaceae (Stevens, 2001)

1.4.2 Appareil végétatif et anatomie

Ce sont des plantes a tiges souvent quadrangulaire. Les feuilles sont simples et
toujours opposées. Ce sont des plantes aromatiques a huiles essentielles (Dupont et
Guignard, 2012).
La famille des Lamiaceae est caractérisée par la présence de :

- Poils sécréteurs dont la téte est formée d’un, deux, quatre, huit ou seize cellules (Le
plus souvent huit cellules). Chez les Lamiaceae, les deux faces des feuilles, les calices
et les jeunes tiges sont recouverts de trichomes glandulaires formant ce qu’on appelle
un indumentum a leur surface (Atalay et al., 2016)

- Poils tecteurs rarement unicellulaires, le plus souvent unisérié.

1.4.3 Appareil reproducteur

L’inflorescence : fleurs regroupées en glomérules.
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La fleur : hermaphrodite, souvent pentamere, zygomorphe a corolle gamopétale bilabiée
(Cing pétales soudés, formant un tube a la base et deux levres au sommet : une lévre est formé
de deux pétales supérieurs et ’autre de trois pétales inferieurs). L’androcée est didyname.
Le gynécée est formé de deux carpelles soudés avec fausse cloison et style gynobasique.
Le fruit est un tétrakéne (Quézel et Santa, 1963, Ozenda, 2004, Dupont et Guignard,
2012).
1.5 Genre Phlomis
1.5.1 Distribution

Le genre Phlomis comprend plus de 100 especes, principalement réparties dans la
région mediterranéenne, en Asie centrale et en Chine (Limem-Ben Amor et al., 2009).
Trente-quatre espéces poussent en Turquie (Huber-Morath, 1982), dix en Jordanie (Bader et
al., 2015), dix-sept en Iran (Sarkhail et al., 2014).

L’Afrique du Nord compte huit (8) espéces (P. antiatlantica J.P. Peltier, P. floccosa
D. Don, P. bovei de Noé, P. caballeroi Pau, P. crinita Cav., P. herba-venti L., P. nepetifolia
L., P. urticifolia Vahl) (Dobignard et Chatelain, 2012). Quatre (4) espéces poussent dans le
nord de 1’Algérie : P. bovei de Nogé, P. herba-venti L., P.caballeroi Pau et P. crinita Cav.
(Quézel et Santa, 1963, Govaerts, 2003). 11 est aujourd’hui admis que Phlomis bovei de Noé
(synonyme de Phlomis samia Desf ou Phlomis samia subsp. bovei (De Noé) Maire) comporte
2 SOUS-especes :

- Phlomis bovei subsp. bovei qui est une endémique Algéro-Tunisienne.
- Phlomis bovei subsp. maroccana Maire dont la distribution est marocaine.

1.5.2 Usage en meédecine traditionnelle

En médecine traditionnelle algérienne, les especes du genre Phlomis sont
principalement utilisées pour traiter les plaies et les ulcéres gastrigues. En médecine
traditionnelle anatolienne, elles sont utilisées comme toniques, diurétiques et pour le
traitement des ulceres et des hémorroides (Calis et Kirmizibekmez, 2004). En médecine
traditionnelle asiatique, certaines especes sont utilisées en tant que roborant, pour traiter la
tuberculose, les pathologies pulmonaires et cardio-vasculaires, la polyarthrite rhumatoide
(Calis et al., 2005b), les inflammations, les plaies et les douleurs (Tanaka et al., 1983,
Zhang et al., 1991)

En médecine traditionnelle iranienne, elles sont utilisées comme stimulantes, toniques,
pour soulager les douleurs, pour traiter les infections des voies respiratoires, le diabéte et les

plaies (Delazar et al., 2008, Nazemiyeh et al., 2008). En Espagne, leurs parties fleuries sont
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utilisées pour préparer une tisane a des fins médicinales afin de soulager les rhumes et les

troubles gastro-intestinaux (Limem-Ben Amor et al., 2009, Lopez et al., 2010)

Chapitre 2 : Travaux phytochimiques et biologiques antérieurs

Les espéces du genre Phlomis contiennent des composés appartenant a des classes
phytochimiques variées, dont les iridoides (Olennikov et Chirikova, 2017, Li et al., 2017a),
les phényléthanoides (Kirnmzibekmez et al, 2004, Le et al., 2019), les lignanes
(Kirmizibekmez et al., 2004), les néolignanes (Ersoz et al., 2002), les mégastigmanes
(Takeda et al., 2002), les monoterpénes glycosides (Saracoglu et al., 2003), diterpéne
glycosyl ester (Yal¢in Funda et al., 2006), les nortriterpénes (Limem-Ben Amor et al.,
2009), et les flavonoides (Kabouche et al., 2005, Bader et al., 2015).
2.1 Les iridoides
2.1.1 Définition

Les iridoides sont des composes monoterpéniques hautement oxygénés caractérises
par un squelette cyclopentapyranique nomme iridane (Figure 2), le 4,8-diméthyl-cis-2-
oxabicyclo- [4.3.0] —nonane 2. Les travaux novateurs sur les structures de cette classe de
composeés ont débuté apres I’isolement de [I’iridodial, de [I’iridomyrmecine et de
I’isoiridomyrmeécine (iridolactone) a partir Iridomyrmex, un genre de fourmis que I’on trouve
principalement en Australie (Bruneton, 2016). Plus tard, I’iridodial a été isolé d’une plante

australienne du genre, Myoporum (Scrophulariaceae).

Figure 2: Structure du noyau de base iridane.

Sur la base de ces informations, le nom de cette classe de composés a été adapté en
«iridoides» en raison de leur similarité structurale avec I’iridodial, qui, sur acylation
intramoléculaire, donne la structure du squelette pyrane de I’iridoide (Figure 3). L’application
d’iridoides, d’iridodial et de dolichodial dans le mécanisme de défense des fourmis des
genres, Iridomyrmex, Dolichoderus et Tapinoma a suscité I’intérét pour la recherche des

plantes a iridoides.
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Figure 3: Structure d’un iridodial en équilibre avec sa forme lactone.

Plusieurs insectes des ordres Coléoptéres, Lépidoptéres, Hyménopteres et Hémiptéres
ingérent des plantes contenant des iridoides, les stockent puis les utilisent comme moyen de
défense contre leurs prédateurs ou pour augmenter leur comportement de reproduction.

2.1.2 Distribution

Les iridoides sont des métabolites secondaires largement répandus chez les
Angiospermes et chez certaines especes de fourmis. Dans de nombreuses plantes, ils existent
sous forme de secoiridoides (Lacaille-Dubois et al., 1996), qui sont formés par le clivage du
cycle cyclopentane de la liaison C7- C8.

Ces composeés se retrouvent principalement dans vingt-deux ordres appartenant aux
Dicotylédones et aux Monocotylédones. Chez les eudicotylédones, ils sont contenus dans le
clade des Asteridées, et des Rosidées. Chez les Monocotylédones, ils sont rapportés dans
I’ordre des Poales (Cyperaceae).

2.1.3 Structure des iridoides
2.1.3.1 Structure de la génine
Les iridoides sont classés en cing groupes (Figure 4) :
2.1.3.1.1 Glycosides iridoides
= [ridoides glycosides avec squelette basique a 8 carbones : unedoside
= [ridoides glycosides avec squelette basique a 9 carbones
- Iridoides glycosides avec squelette basique a 9 carbones en C4 : deutzioside
- Iridoides glycosides avec squelette basique a 9 carbones en C8 : aucubin
= [ridoides avec squelette basique a 10 carbones
- Simples glycosides iridoides avec squelette basique a 10 carbones : ixoroside
- Glycosides iridoides de type Valeriana avec squelette basique a 10 carbones :
valerosidate

= Glycosides iridoides de type Plumeria avec squelette basique a 14 carbones : plumieride

8
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= Glycosides iridoides conjugués a I’alcaloide : daphcalycinosidine A
2.1.3.1.2 Iridoides aglycones ou iridoides non glycosidiques

Les simples iridoides aglycones et leurs dérivés : neomatatabiol

IridoTdes aglycones réarranges : viburtinal

Iridoides aglycones de type Valeriana (Caprifoliaceae) : valtrate

Iridoides aglycones de type Plumeria (Apocynaceae) : plumericin
2.1.3.1.3 Glycosides secoiridoides

Simples secoiridoides glycosides : secologanin

Glycosides secoiridoides conjugués aux terpénes : foliamenthin

Glycosides secoiridoides conjugués phénoliques : amarogentin

Glycosides secoiridoides conjugués aux alcaloides : ionijaposide B
2.1.3.1.4 Secoiridoides aglycones : floribundane

2.1.3.1.5 Glycosides di et trimériques et les glycosides secoiridoides : pulosarioside

2.1.3.2 Structure des sucres
La plus souvent, un glucose est fixé en C-1 ou en C-4 de I’aglycone.
2.1.4 Iridoides de la famille des Lamiaceae
Les iridoides isolés des Lamiaceae appartiennent principalement a deux groupes. Le
premier a un squelette a 9 atomes de carbone, tandis que le second a un squelette a 10 atomes

de carbones (Figure 5). Des secoiridoides ont egalement été observés chez Lamium album L.
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Figure 4 : Structures chimiques de quelques iridoides (Dinda, 2019)
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Figure 5: Les iridoides retrouvés chez les Lamiaceae

2.1.5 Iridoides isolés du genre Phlomis

Les principaux iridoides isolés du genre Phlomis sont mentionnés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Principaux iridoides retrouvés dans le genre Phlomis

Composé isolé

Espéce

Références

8-O-Acetylshanzhiside

P. tuberosa L.

(Ersoz et al., 2001)

8-O-Acetylshanzhiside méthyle ester | P. spinidens Nevski (Takeda et al., 2001)
P. medicinalis Diels (Yu et al., 2006)
P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)
P. umbrosa Turcz. (Liuetal., 2007)
P. younghusbandii Mukerjee (Gao et al.,, 2007)
8-Acetylshanzhigenine methyl ester | P.umbrosa Turcz. (Guo et al., 2001)

et le 8-acetyl-1-epishanzhigenin
méthyle ester

6-O-Acetyl-shanzhiside méthyle | P. medicinalis Diels (Yu et al., 2006)
ester
Auroside P. linearis Boiss. & Balansa (Calisetal., 1990)

P. aurea Decne. (Aboutabl et al., 2002)

P. angustissima Hub.-Mor. (Yalcin, 2005)
Barlerin 141 P. rotata ex Hook.f. (Zhang et al., 1991)
Dehydropentstemoside P. rotata ex Hook.f. (Zhang et al., 1991)

P. medicinalis Diels (Yu et al., 2006)
Deoxypulcheloside | P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)
5-Desoxysesamoside P. tuberosa L. (Alipieva et al., 2000)

(Calis et al., 2005b)

3-Epiphlomurin P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)
8-Epiloganin P. grandiflora var. grandiflora (Takedaet al., 1999)

P. aurea Decne. (Aboutabl et al., 2002)
6-hydroxyipolamide P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)
Ipolamiide P. linearis Boiss. & Balansa (Calis et al., 1990)

P. armeniaca Willd. (Saracoglu et al., 1995)

P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)

P. brunneogaleata Hub.-Mor. (Kirmizibekmez et al., 2004)
Lamiide P. linearis Boiss. & Balansa (Calis et al., 1990)

P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)

P. herba-ventis ssp. pungens (Aboutabl et al., 2002)

P. pungens var. pungens (Alipieva et al., 2000)

P. physocalyx Hub.-Mor. (Ismailoglu et al., 2002)

P. angustissima Hub.-Mor. (Ersoz et al., 2003)

(YYalcin, 2005)

Lamiridoside P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)

P. spinidens Nevski (Takeda et al., 2001)
Penstemoside P. younghusbandii Mukerjee (Kasai et al., 1994)
Phlomiol P. longifolia var. longifolia (Ersoz et al., 2001)

P. younghusbandii Mukerjee (Gao et al., 2007)
Phlomiside (gentiobioside) P. aurea Decne. (Aboutabl et al., 2002)
Phlomurine P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)
Phlorigidoside A (2-O- P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)
acetyllamiridoside)
Phloyosides | (7-epiphlomiol) P. rotata ex Hook.f. (Zhang et al., 1991)

P. younghusbandii Mukerjee (Kasai et al., 1994)

P. mongolica Turcz. (Li, 2000)

P. tuberose L. (Calis et al., 2005b)

P. medicinalis Diels (Yu et al., 2006)

P. umbrosa Turcz. (Liu et al., 2007)
Phloyosides Il P. mongolica Turcz. (Li, 2000)
Pulchelloside-I P. younghusbandii Mukerjee (Gao et al., 2007)
Sesamoside P. tuberosa L. (Alipieva et al., 2000)

P. younghusbandii Mukerjee (Gao et al., 2007)

P. medicinalis Diels (Yu et al., 2006)
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2.1.6 Activités biologiques

Les iridoides sont présents dans un certain nombre de plantes médicinales

traditionnelles utilisées en médecine populaire pour le traitement de diverses maladies.
En 1999, il a été rapporté que I’intérét des iridoides était plutot limité et les plantes qui en
contiennent ne fournissaient pas de principes actifs majeurs (Bruneton, 1999). Actuellement,
environ 3 000 iridoides dérivés de plantes ont été isolés et ces composés présentent un large
éventail d'activités pharmacologiques ce qui démontre I’évolution dans la recherche des
iridoides.

Plusieurs iridoides et alcaloides indolés d'origine secoiridoides, tels que la vincristine
et la vinblastine, sont utilisés en médecine moderne pour le traitement des troubles
inflammatoires, notamment des tumeurs.
2.1.6.1 Activité cicatrisante

La décoction des racines et des feuilles de Buddleja scordioides Kunth,
Scrophulariaceae est traditionnellement utilisee dans de nombreux pays pour le traitement de
l'ulcere et des plaies. Le catalpol et le méthylcatalpol sont deux iridoides isolés de cette
plante. Ces composés ont montré une activité protectrice contre la permeéabilité vasculaire
cutanée accrue (a I'histamine) chez le lapin. L'effet protecteur a €té mesuré par la réduction
des fuites d'Evans blue. Les résultats ont montré que les iridoides produisaient une inhibition
significative de la perméabilité microvasculaire. Une comparaison a été faite entre I'action des
iridoides et un inhibiteur connu de la perméabilité vasculaire, la troxérutine. Le
méthylcatalpol et le catalpol se sont avérés moins efficaces que la troxérutine. Ainsi, ces
iridoides pourraient étre utiles dans le traitement des plaies au stade d'angiogénése de la plaie
pour empécher la suppuration causée par les dommages oxydatifs et pour augmenter le dépot
de collagene en améliorant la fonction capillaire par la réduction des fuites anormales
(Gutierrez et al., 2006).

Les catalpols acylés, le scropolioside A, le scrovalentinoside isolés de graines de
Scrophularia nodosa L. ont montré une activité cicatrisante en stimulant la croissance des
fibroblastes humains (Stevenson et al., 2002).

Aucubin, un glucoside iridoide commun isolé de plusieurs plantes, administré par voie
topique (solution a 0,1%) de part et d'autre de la muqueuse buccale de souris pendant trois (3)
jours, a montré un effet cicatrisant important en favorisant une réépithélialisation précoce et la
formation de la matrice de collagéne par rapport a groupe de contrdle (Shim et al., 2007).

Le sweroside et le swertiamarin, isolés de Gentiana lutea L., ont montré une activité

cicatrisante significative chez les fibroblastes embryonnaires de poulet par stimulation de la
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production de collagene. Leurs activités étaient comparables a celles du dexpanthénol, un
médicament cicatrisant des plaies cutanées (Ozturk et al., 2006).
2.1.6.2 Autres activités

- Activité antiinflammatoire et antinociceptive (Kupeli et al., 2007)

- Activité antiarthritique (Andersen et al., 2004)

- Activité hepatoprotectrice (Verma et al., 2009)

- Activité neuroprotectrice (Tian et al., 2007)

- Activité cardioprotectrice (Andreadou et al., 2007)

- Activité anticancer (Pandeti et al., 2014)

- Activité gastroprotectrice (Jaiswal et al., 2014)

- Activité antioxydante (Niu et al., 2020)

- Activité antibactérienne et antifungique (Liu et al., 2017)

- Activité antivirale (Ornano et al., 2018)

- Activité anti parasitaire : antimalariae, antileshmaniae, antitrypanosomale (Suzuki et

al., 2015)

- Activité antidépressive (Qu et al., 2014)

- Activité anticonvulsivante (Sotoing Taiwe et al., 2016)

- Activité immunomodulatoire (Ghule et Yeole, 2012)

- Activité antispasmodique, anxiolytique, nematocidale et insertidale (Dinda, 2019).
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2.2 Phényléthanoides
2.2.1 Distribution

Les glycosides phényléthanoides (PhG) constituent une classe de composés
hydrosolubles largement répandus dans les plantes. lls sont présents dans les racines, les tiges,
les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines sans sélectivité pour les organes
(Kirmizibekmez et al., 2012). La majorité de ces composeés rapportés a ce jour se retrouvent
dans les familles Scrophulariaceae, Oleaceae, Plantaginaceae, Lamiaceae et Orobanchaceae
(Nazemiyeh et al., 2006).
2.2.2 Structure des phényléthanoides
2.2.2.1 Structure de la génine

Comme leur nom l'indique, les PhG sont caractérisées par un alcool phénéthylique
(C6-C2) lie a un p-glucopyranose ou un B-allopyranose via une liaison glycosidique (Figure
6). Depuis 2008, plus de 100 PhG ont été isolés. Certaines nouvelles molécules sont
différentes par leurs structures centrales, alors que d'autres par le nombre et / ou la position
des substituants (Fu et al., 2008).

HO

OH
Figure 6: Tyrosol, simple PhG.

2.2.2.2 Les acides

Les acides aromatiques les plus fréquents fixés avec une liaison ester au glucose ou
parfois a I’allose sont les acides caféique, férulique, coumarique, cinnamique, vanillique et
syringique. Certaines PhG sont également appelées glycosides phénylpropanoides en raison
de la présence d'un ou de plusieurs phénylpropyle apportés par ces acides aromatiques (Figure
7).
2.2.2.3 Les sucres

Les nouveaux PhG isolés sont souvent lies a des glucopyranosides avec une liaison
glycosidique, et rarement a des allopyranosides, qui sont principalement isolés de Magnolia
officinalis Rehder & E.H.Wilson. En régle générale, les saccharides les plus fréquents sont le
glucose, le galactose, le xylose, I'apiose, I'arabinose et le rhamnose (Figure 8), et rarement le

lyxose (Teucrium chamaedrys L.) (Pacifico et al., 2009).
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Figure 7: Structure des acides aromatiques
A : acide caféique, B : acide férulique, C : acide cinnamique, D : acide syringique
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Figure 8 : Principaux sucres rencontrés dans les PhG.
A : D-glucopyranose, B : L- rhamnopyranose, C: D-apiofuranose, D: D-xylopyranose
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2.2.3 Phenylethanoides de la famille des Lamiaceae

Le verbascoside représente le composé principal chez les especes de Lamiaceae.

Néanmoins, méme ses dérivés ont été retrouvés chez les Lamiaceae. Certains d’entre eux sont

considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques du genre et de I’espéce.

2.2.4 Phenylethanoides du genre Phlomis

Les phényléthanoides isolés du genre Phlomis sont mentionnés dans le tableau 2. La

liste n’est pas exhaustive.

Tableau 2 : Principaux phényléthanoides retrouvés dans le genre Phlomis

Composé

Espéce

Références

Cistanoside B

P.

mongolica Turcz.

(Li et al., 2000)

Decaffeoylacteoside P. tuberosa L. (Calis et al., 2005b)
P. umbrosa Turcz. (Liu et al., 2007)
Dimethylether P. oppositiflora Boiss. & Hausskn. (Calis et al., 2005b)

myricoside

Echinacoside P. brunneogaleata Hub.-Mor. (Kirmizibekmez et al., 2004)
Isoverbascoside P. brunneogaleata Hub.-Mor. (Kirmizibekmez et al., 2004)
Phlomisethanoside P. grandifora var. grandiflora (Takeda et al., 1999)
Leucosceptoside A P. armeniaca Willd. (Saracoglu et al., 1995)

P. longifolia var. longifolia (Ersoz et al., 2001)

P. tuberosa L. (Calis et al., 2005b)
Martynoside P. physocalyx Hub.-Mor. (Ersoz et al., 2003)
Myricoside P. oppositiflora Boiss. & Hausskn. (Calis et al., 2005b)
Samioside P. angustissima Hub.-Mor. (Yalcin, 2005)

2.2.5 Activités biologiques

La diversité structurale des PhG et les propriétés biologiques qui en résultent,
notamment les propriétés anticancéreuses (Wang et al., 2019), neuroprotectrices (He et al.,
2011, Shao et al., 2017), anti-inflammatoires (Nan et al., 2013), antioxydantes (Georgiev et
al., 2011) , amélioration de la mémoire, antibactériennes (Kim et al., 2015), antivirales (Hu
et al., 2016), cytotoxiques (Kutluay et al., 2019), immunomodulateurs (Song et al., 2012)

sont intéréssentes pour ceux qui participent a la recherche de nouvelles molécules.
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2.3 Mégastigmanes
2.3.1 Définition

Ce sont des composés terpéniques, plus exactement des norsesquiterpénes.
Les mégastigmanes ou les isonorterpénoides appartiennent a la classe des terpénes. Les
composés sont apparentés aux sesquiterpénoides, mais en raison du squelette en C13, ils sont
également appelés les norterpénoides.
2.3.2 Distribution

La plupart des mégastigmanes ont été isolés a partir de plantes telles que Cucumis
sativus L., Crotalaria zanzibarica Benth., Staphylea bumalda DC., Juniperus communi L. et
Excoecaria cochinchinensis Lour...
2.3.3 Structure des mégastigmanes
2.3.3.1 Structure de la génine

Le noyau de base est constitué d’un cycle a six carbones avec une double liaison A*5
(Figure 9). Un méthyle est fixé en position C-5, et un diméthyle en position C-1. De plus, une

chaine a quatre carbones est attachée en position C-6 avec une double liaison A’8 en mode

trans. En outre, un groupe hydroxyle est souvent présent au voisinage de la double liaison de
la chaine latérale (Takeda et al., 2004).
11 12 OH

Figure 9: Squelettes de base des mégastigmane

2.3.3.2 Structure des sucres

Le sucre qui se fixe sur la partie aglycone est le plus souvent un glucose lié en C-9.
2.3.4 Mégastigmanes du genre Phlomis

Un certain nombre de mégastigmanes glycosides ont été isolés a partir des especes du

genre Phlomis. Les mégastigmanes les plus fréquents figurent dans le tableau 3.
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Tableau 3: Principaux mégastigmanes retrouves dans le genre Phlomis

Composé Espéce Réferences
Citroside P. grandiflora var. grandiflora (Takedaet al., 1999)

P. spinidens Nevski (Takedaet al., 2001)
Phlomuroside P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)

P. lunariifolia Sm. (Calis et Kirmizibekmez, 2004)

2.3.5 Activités biologiques

Les mégastigmanes sont dotés de plusieurs activités, nous citons :

Activité antiinflammatoire : 1l a été rapporté que deux mégastigmanes isolés de fruit de
Docynia indica (Wall.) Decne. présentent un effet inhibiteur remarquable sur la production
de ’oxyde nitrique (NO) dans les cellules microgliales BV2 stimulées par le
lipopolysaccharide (LPS) (Dung et al., 2016, Zhou et al., 2019).

Activité hépatoprotectrice : Lors d’une étude réalisée en 2007, la fraction methanolique de
la plante entiere de Sedum sarmentosum Bunge, Crassulaceae, s'est révélée présenter un
effet hépatoprotecteur sur la cytotoxicité des heépatocytes de souris induite par la D-
galactosamine. A partir de cette fraction active, cinq nouveaux mégastigmanes ont éte
isolés (Ninomiya et al., 2007).

Activité antibactérienne: Bao et collaborateurs en 2017, ont demontré que le
Plantaginoside, un mégastigmane glycoside isolé de fleurs de Hosta plantaginea (Lam.)
Asch. inhibe la croissance de Bacillus cereus, et Yersinia enterocolitica (Bao et al., 2017).

Activité antioxydante contre le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) (Bao et al., 2017).

18


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-152301

Synthése bibliographique I

2.4 Lignanes
2.4.1 Définition

Les lignanes sont une classe de métabolites secondaires produits par la dimérisation
oxydative de deux unités phénylpropanoides. Le terme lignane s’applique aux dimeéres
optiquement actifs de phénylpropanoides liés par les atomes de carbones centraux- C de leurs
chaines latérales, tandis que le terme « néolignane » désigne les diméres de deux
phénylpropanoides qui ne sont pas reliés par la liaison entre les atomes de carbone centraux
(C8-C8") des chaines latérales (Willfor et al., 2006).

Les lignanes sont principalement présents dans la nature sous forme libre, alors que
leurs dérivés glycosidiques ne créent qu'une forme mineure.

2.4.2 Distribution :

Ils sont largement répandus dans le régne végetal et ont été trouvés chez des espéces
appartenant a plus de soixante-dix (70) familles. Ces composés sont présents dans diverses
especes du regne végetal, notamment chez les Ptéridophytes, les Gymnospermes et les
Angiospermes (Zhang et al., 2014). Chez les Angiospermes, des lignanes ont été isolés de
plantes appartenant a ’ordre des Asterales, Scropholariales, Lamiales, Solanales, Apiales,
Sapindales, Aristolochiales, Piperales, Laurales, Malvales, Malpighiales et Magnoliales.

2.4.3 Structure des lignanes
2.4.3.1 Structure de la génine

Les lignanes et les néolignanes sont des structures dimériques formées par une liaison
entre deux unités phénylpropanoides. Ces deux unités phénylpropanoides varient par le degré
d'oxydation de leurs chaines latérales (C7-C9) et par la substitution du cycle aromatique (C1-
C6).

Les composes contenant deux monomeres phénylpropanoides liés par une liaison entre
les carbones C8 et C8" sont appelés « lignanes ». Si cette liaison fait défaut et est remplacée
par tout autre type de liaison, les composés sont appelés «néolignaness» (Figure 10).

Les sesquilignanes et sesquinéolignanes sont des composés contenant trois sous-unités
de phénylpropanoides liées entre elles par des liaisons carbone-carbone ou carbone-oxygene.
On appelle «norlignanes» tous les composés naturels qui co-apparaissent avec des lignanes ou
des néolignanes et possédent une structure centrale en C15, C16 ou C17. On pense
généralement que de telles structures sont dérivées de diméres de phénylpropanoides par la

perte d'un ou deux atomes de carbone, probablement par décarboxylation.
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General scheme ’

8,8'-bond: lignan structure

phenylpropanoid unit

8,3"-neolignan

.
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semenanane

absence of 8,8"-bond:
neolignan structure

Figure 10 : Dimérisation des phénylpropanoides (Zalesak et al., 2019).
2.4.3.2 Structure des sucres
Le sucre le plus frequemment rencontré est le D glucopyranose.
2.4.4 Lignanes de la famille des Lamiaceae
Plusieurs lignanes ont été isolés des Lamiaceae, les plus courants de cette famille sont

les lignanes de type aryltétraline et de type résinol (Figure 11).

OCH,
OR
(:) \\\\\
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R i H
aw
RO
R OCH,4

Aryltetralin-like lignans Resinol-like-lignans

Figure 11 : Structures chimiques de base des lignanes retrouvées chez les Lamiaceae (Frezza et al.,
2019a).

2.4.5 Lignanes du genre Phlomis
Un certain nombre de lignanes ont été isolés a partir des espéces du genre Phlomis.

Les plus fréquents figurent dans le tableau 4.
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Tableau 4: principaux lignanes retrouvés dans le genre Phlomis

Composé Espéce Références
Lariciresinol-4'-O-p-D- P.spinidens Nevski (Takeda et al., 2001)
glucoside
Liriodendrine P.aurea Decne. (Kamel et al., 2000)
P.brunneogaleata Hub.-Mor. | (Kirmizibekmez et al.,
2004)

2.4.6 Activités biologiques des lignanes
Les lignanes sont dotés de diverses bioactivités :

Activité cytotoxique : La podophyllotoxine isolé de Podophyllum peltatum ou P.
hexandrum (Berberidaceae) a le méme mécanisme d'action que les alcaloides indoliques :
la vinblastine et la vincristine ; elle inhibe la division cellulaire en se liant a la tubuline et
en empéchant sa polymérisation. Ce lignane est utiliseé comme traitement pour les verrues,
mais il est trop toxique pour une application systémique. D’autres dérives semi-
synthétiques avec une toxicité moins importante sont prescrit en milieu hospitalier :
I'étoposide, I'étopophos et le téniposide, Ces molécules inhibent la topoisomérase Il
(enzyme nécessaire a la réplication de I’ ADN) (Anne et al., 2009).

Activité antiinflammatoire : Des études ultérieures ont confirmé les propriétés anti-
inflammatoires et anticancereuses de la sésamine, principal composé actif des graines de
Sesamum indicum (Pedaliaceae), grace a différents modéles in vitro et in vivo
(Majdalawieh et al., 2017).

Activité antibactérienne : six lignanes isolés des racines de Streblus asper Lour.,
Moraceae, ont exprimé une bonne activité contre le Saccharomyces cerevisiae (ATCC
9763), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Escherichia coli (ATCC 11775) (Nie et al., 2016).

Activité neuroprotectrice : les lignanes isolés de Schisandra chinensis (Schisandraceae)
constituent des ressources prometteuses pour le développement de nouveaux principes
actifs naturels efficaces pour leurs effets neuroprotectrices et cognitives
(Sowndhararajan et al., 2017).

Autres activités : antioxydante, antifungique (Zalesak et al., 2019)
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2.5 Autres métabolites secondaires
2.5.1 Flavonoides

Quatre (4) principaux flavonoides ont été isolés chez les Lamiaceae, classés selon
leurs structures de base : I'apigénine, I'nypolaétine, l'isoscutellareine et le scutellareine. Ces
composés ont été isolés soit sous forme d'aglycones libres, soit sous leurs formes glycosylées
liés a différents types de sucres, et & de nombreux radicaux (notamment les O-méthyléthers et
les esters d'acétyle). Néanmoins, chez certaines espéces, un autre type de flavonoides a été
rencontreé, il s’agit des flavonols. Ce sont des composés assez rares chez les Lamiaceae. Ils ont
été retrouvés en tres petites quantités. Les principaux flavonoides isolés du genre Phlomis
sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Flavonoides isolés du genre Phlomis

Composé Espece Références
Apigenine P. lychnitis L. (Tomés et al., 1986)
Astragaline P. spinidens NevskKi (Takeda et al., 2001)
Chryseriol P. lychnitis L. (Tomas et al., 1986)
Eriodictyol P. fruticosa L. (Marin et al., 2007)
Luteoline P. crinita Cav. (Kabouche et al., 2005)
Naringenine P. angustissima Hub.-Mor. | (Yalcin, 2005)
Naringenine-7-glucoside | P. aurea Decne. (EI-Negoumy et al., 1986)
Vicenine-2 P. fruticosa L. (Marin et al., 2007)

2.5.2 Huiles essentielles

L'huile essentielle de la famille des Lamiaceae est particulierement riche en
monoterpenes (l'a-pinene, le B-pinéne, le 1,8-cinéole, le menthol, le limonene et le Y-
terpinene), en sesquiterpénes (le germacéne D, le caryophyllene et le spathulénol) et en
diterpenes volatils (Figures 12, 13). Elle est également composée d'acides gras libres ou
combinés sous forme de diglycérides et de triglycérides. De plus, leurs structures peuvent
présenter des chaines moyennes (C14 et C16) ou longues (C18) et méme des instaurations

(mono ou bi-insaturées) (Frezza et al., 2019a).
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T

a-Pinene [-Pinene

| .8-Cineole Menthol Limonene  yTerpinene

Figure 12 : Les principaux monoterpénes présents dans les huiles essentielles de Lamiaceae.

Germacrene D Caryophyllene

Spathulenol

Figure 13 : Les principaux sesquiterpénes présents dans les huiles essentielles de Lamiaceae.

De nombreux autres métabolites secondaires sont rencontrés dans le genre Phlomis,
tels que I'acétophénone glycoside, I'acridone alcaloide, I'alcool aliphatique glycoside, I'alcool
benzylique glycoside, les esters de I'acide caféique, les diterpénoide glycosyl ester, glycosides

de type triterpéne, glycosides phénoliques et dérivés de pyrrolidinium.

2.6 Travaux phytochimiques antérieurs de I’espéce Phlomis bovei de Noé

Des études phytochimiques antérieures sur P.bovei ont démontré la présence de trois
composés dans les feuilles: I'apigénine, son -7-O-glucoside (apigétrine) et le 4- (4'-
hydroxyphényl) -trans-but-3-en-2- one (Zaabat et al., 2010). Liolios et al, 2007, isolent a
partir de I'huile essentielle obtenue par distillation a la vapeur d'eau de parties aériennes
séchées soixante-quinze constituants. Les principaux sont: le germacéne D, le B-
caryophylléne, le B-bournonéne, le thymol et I’hexahydrofarnésylacétone (Liolios et al.,
2007).
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2.7 Travaux biologiques antérieurs du genre Phlomis et de I’espéce P.bovei de Noé

Seule I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle des parties aériennes du P. bovei a
été évaluée (Liolios et al., 2007). Les activités des autres espéces du genre Phlomis figurent
dans le tableau 6.

Tableau 6 : Activités biologiques du genre Phlomis

Activité Espéce Origine Références
Antibactérienne P. crinita Tunisie (Amor et al., 2009)
P.crinita Cav. ssp. Tunisie (Amor et al., 2008)
mauritanica Munby
P. fruticosa L. Montenegro, | (Duletic et al., 2000)
P. herba-venti L. Iran (Morteza-Semnani et
al., 2004)
P. lanata Gréce (Couladis et al., 2000)
P.olivieri Iran (Bajalan et al., 2017)
P.russeliana Turquie (Demirci et al., 2008)
P. grandiflora
Antidiabétique P. anisodonta Iran (Sarkhail et al., 2007)
Antiinflammatoire | P. purpureaL. Espagne (Algieri et al., 2013)
P.lychnitis L.
P.younghusbandii Chine (Lietal., 2015)
Antioxydante P. crinita Tunisie (Amor et al., 2009)
P. crinita Tunisie (Dellai et al., 2009)
P.likiangensis Chine (Lietal., 2017b)
P. maximowiczii Chine (Gu et al., 2014)
Antiphytophtora | P.purpurea Portugal (Mateus et al., 2016)
Antinociceptive et | P.umbrosa Chine (Shang et al., 2011)
antiinflammatoire
Antiulcéreuse P.crinita Tunisie (Amor et al., 2009)
Effet P.bracteosa Pakistan (Khan et al., 2012)
vasodilatateur
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Chapitre 3 : Rappel - Peau et cicatrisation
3.1 Définition

La peau, appelée aussi tégument (du latin tegumentum, couverture) est I’organe le plus
lourd et le plus étendu du corps humain. 1l pése environ 4 Kg et représente une surface de 2
m?. La peau est un organe complexe recouvrant le corps en entier et faisant continuité avec les
mugueuses au niveau des orifices naturels (Sharma et Yousef, 2017).

Beaucoup plus qu’une simple enveloppe recouvrant notre corps, la peau est en effet le
siege de nombreuses fonctions : sensorielle, d’échanges, de thermorégulation et de
cicatrisation.

3.2 Histologie cutanée
La structure de la peau est complexe (Figure 14). Elle se subdivise en quatre (4) régions
superposées qui sont de la superficie vers la profondeur :

- L’épiderme.

- Lajonction dermo- épidermique.

- Lederme

- L’hypoderme

Faliode dud

AN o |

Figure 14 : Structure de la peau (Netter.F.H, 2009).

3.2.1 L’épiderme

Couche la plus superficielle de la peau, est un épithélium pavimenteux stratifié
kératinisé. Il n’est pas vascularisé, mais innervé, il est constitué de quatre types cellulaires :
les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. 11 est
séparé du derme par la membrane basale (Mélissopoulos, 2012).
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3.2.1.1 Les kératinocytes :

Les kératinocytes (keras : corne ; kytos : cellule) sont les cellules les plus abondantes
constituent 90% des cellules épidermiques. Elles naissent au niveau de la couche la plus
profonde de I'épiderme (la couche basale), et migrent a la surface en se différenciant.

Ils produisent principalement de la kératine, qui imperméabilise et protége la peau et
les tissus sous-jacents. lls assurent également la cohésion de I'épiderme et sa protection contre
les agressions mécaniques. Ce sont des cellules dynamiques qui se renouvellent en
permanence, un kératinocytes migre de la profondeur vers la superficie de I'épiderme en 15
jours ; I'épiderme est entiérement renouvelé en six semaines (Dréno, 2009).

Ce processus dit de kératinisation permet de distinguer selon I’épaisseur de la peau
quatre a cing couches épidermiques qui sont de la profondeur vers la superficie (Figure 15) :

- La couche germinative ou basale (stratum germinativum)

- La couche épineuse ou spineuse (stratum spinosum)

- La couche granuleuse (stratum granulosum)

- La couche claire (stratum lucidum) : se rencontre dans la peau épaisse

- La couche cornée (stratum corneum)

| Desquamation

Shedding of dead comeocytes
stratum Comnification
corneun Formation of the cornified envelopes
~4- 4 Lipid extrusion
stratum Expression of late differentiation markers
o granufosum e.q. filaggrin and loricrin
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o
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= stratum the cytoskeleton
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Exit from
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[=2]
=
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® 5 Constant cell renewal
gz basale by proliferation
2 : =
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basale :
=i Keratohyalin granule B Corneodesmosome f, Desmosome 4 Hemidesmosome

Figure 15 : Représentation schématique des principales étapes de la différenciation

épidermique (Denecker et al., 2008)

3.2.1.2 Les mélanocytes :
Les mélanocytes (de mélas : « noir » et kutos : « cellule »), situés majoritairement

dans la couche basale de 1’épiderme. Ils constituent la deuxiéme grande population cellulaire
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de I’épiderme (10 a 12%). Leur fonction principale se résume a la synthése des mélanines
dans des organites spécialisés « les mélanosomes » qui sont ensuite transférés aux
kératinocytes. Ils sont donc responsables de la pigmentation de la peau, ce qui joue un role de
protection vis a vis des rayons ultraviolets du soleil (Dréno, 2009).

3.2.1.3 Les cellules de Langerhans

Représentent 3 & 8% de la population cellulaire épidermique, Elles appartiennent au
groupe des cellules dendritiques présentatrices d’antigenes. Leur fonction immunitaire repose
sur leur implications qui vont bien au-dela de la peau, en raison de leurs propriétés de
migration qui leur permettent d’informer les lymphocytes T (Prost-Squarcioni et al., 2005).
3.2.1.4 Les cellules de Merkel

Ce sont des cellules neuroépithéliales, ne constituent que 1 % des cellules
épidermiques. Ce sont des mécanorécepteurs, et possedent également des fonctions inductives
et trophiques sur les terminaisons nerveuses périphériques et les annexes cutanées (Prost-
Squarcioni, 2006 ).

3.2.2 La jonction dermo- épidermique

Elle joue un réle essentiel dans la solidité mécanique entre le derme et 1’épiderme, et
assure la nutrition de ce dernier autorisant la diffusion des molécules nutritives simples a
partir du derme. Il s’agit d’une membrane basale synthétisée par les keratinocytes
épidermiques basaux et les fibroblastes dermiques (Khavkin et Ellis, 2011).

3.2.3 Le derme

Le derme est un tissu conjonctif dense, richement vascularisé et innervé. Il est
principalement constitué d’une matrice extracellulaire (MEC), de collagéne, d’élastine et de
fibronectine, et peuplée de fibrocytes, de fibroblastes et de cellules du systeme immunitaire :
lymphocytes, mastocytes, macrophages tissulaires (MAC). A ces cellules s’associent de
nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs, des terminaisons nerveuses
sensitives libres et corpusculaires, du tissu musculaire lisse et strie, ainsi que diverses annexes
cutanées dérivées de 1I’épiderme qui plongent en son sein.

Le derme peut étre divisé en deux parties distinctes : le derme papillaire qui est un
tissu lache superficiel et le derme réticulaire, profond, formé d’un tissu conjonctif dense
(Dréno, 2009).

3.2.4 L’hypoderme

Il est situé immédiatement sous le derme et forme un coussin de protection séparant la

peau des membranes fibreuses entourant les organes plus profonds, muscles et os. C'est un

tissu conjonctif lache richement vascularisé qui contient selon les endroits plus ou moins de
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tissu adipeux, reliant la peau aux structures sous-jacentes. L’hypoderme joue le rdle d’isolant
thermique, d’accumulateur d’énergie et d’amortisseur des chocs.
3.2.5 Les annexes cutanées
Les annexes cutanées regroupent les glandes cutanées (les glandes sudoripares
apocrine et eccrines et les glandes sébacées) et les phanéres (poils et ongles). Elles sont toutes
d'origine épidermique mais situées dans le derme et I'hypoderme.
3.3 Caractéristiques de la peau murine
Etant donné qu’une partie de cette étude porte sur I’évaluation de I’activité cicatrisante
chez les rats Wistar, il importe de préciser quelques particularités de la peau murine par
rapport a la peau humaine décrite précédemment.
De facon générale, la peau murine est plus souple et plus dense en follicules pileux que la
peau humaine. Son épiderme est plus fin et constitué de moins de couches cellulaires (deux a
trois couches de kératinocytes contre une dizaine pour I’homme), tout comme son derme
(d’environ 100 pm contre plusieurs mm chez I’homme). La peau murine ne posséde pas de
glandes sudoripares apocrines ni de papilles dermiques (Wong et al., 2011).
3.4 La cicatrisation
La cicatrisation est I’ensemble des phénomenes physiologiques naturels aboutissant a
partir d’une plaie a la restauration de la structure cutanée. Il s’agit d’un processus dynamique
complexe qui comporte des séquences cellulaires et biochimiques intriquées, et harmonisées.
De cette maniéere les tissus humains et animaux sont capables de réparer des lésions localisees
par des processus de réparation et de régénération qui leurs sont propres.
Ce phénomene inclue principalement quatre phases :
1-Une phase d’hémostase.
2-Une phase inflammatoire (ou détersivo-inflammatoire).
3-Une phase proliférative (dite aussi de granulation, de réparation ou de bourgeonnement).
4-Une phase de remodelage ou de maturation (phase de cicatrisation proprement dite).
Ces étapes font partie d’un processus hautement régulé au cours duquel ces phases

se chevauchent, s’entrelacent, et se provoquent (Gonzalez et al., 2016).
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Figure 16 : Chronologie des différentes phases de cicatrisation physiologique (Park et
Barbul, 2004)

3.4.1 La phase d’hémostase
C’est la phase initiale qui se produit dans les secondes ou les minutes qui suivent la

breche vasculaire. La premiere réaction étant une vasoconstriction localisee induite par
I’élasticité de la tunique sous endothéliale, et par la sécrétion de la sérotonine, 1’endothéline et
le Tromboxane A2 (TXA2) par les endotheliocytes et les plaquettes activées. Il s’ensuit
I’activation, I’adhésion et I’agrégation des plaquettes sanguines au site de la plaie, avec
formation du clou plaquettaire (thrombus blanc) et la sécrétion du contenu de leurs granules
entre autres les facteurs procoagulants et certains facteurs de croissance indispensables a la
cicatrisation.

De maniére concomitante, le déclenchement de la coagulation aboutit a
I’insolubilisation de la fibrine grace a ’action du fibrinogéne activé. Ce thrombus de fibrine,
auquel s’ajoute de la fibronectine plasmatique, stabilise le clou plaquettaire et incorpore
différents éléments sériques, des leucocytes et des globules rouges. On parle alors de
thrombus rouge (Singh et al., 2017, Gantwerker et Hom, 2011).

Le r6le du caillot ainsi formé permet I’arrét de I’hémorragie, assure la protection
physique des tissus exposes par la blessure cutanée, forme une barriere temporaire a la
pénétration des germes pathogenes exogenes, constitue une MEC provisoire qui comble le
déficit tissulaire engendré par la blessure cutanée et offre un réservoir aux nombreux facteurs
de croissance : PDGF (Platelet-derived growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor),
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TGF a et B (Transforming Growth Factor) ..., qui sont responsables de la migration et de
I’activation des PNN (polynucléaires neutrophiles) et des MAC.

Il s’agit donc d’un phénomeéne initial et capital qui donnera le coup d’envoi de la cicatrisation,
a la fois de la phase détersivo-inflammatoire et de la phase de prolifération cellulaire.

3.4.2 La phase inflammatoire

Cette phase est caractérisée par une vasodilatation permettant aux cellules circulantes
d’affluer sur le site de la plaie sous I’effet de plusieurs facteurs dont I’histamine, Kinine,
leucotriénes et les prostaglandines (Senet, 2007).

Une réponse humorale et cellulaire s’en suit, elle peut étre séparée en deux phases :
3.4.2.1 La phase inflammatoire précoce

Les PNN et les monocytes sont recrutés par chimiotactisme au site de la plaie, non
seulement par les facteurs libérés par les plaguettes mais également par les peptides
bactériens, et les produits de degradation de la fibrine (Figure 17).

Les PNN sont les premiers leucocytes présents au site de la plaie (24-36 heures (H)),
leurs role principal sera de nettoyer la plaie des microorganismes pathogénes qui I’ont envahie
et des débris cellulaires et tissulaires qui s’y trouvent, par phagocytose et détersion
chimique/enzymatique, et la libération des enzymes protéolytiques comme 1’élastase,
collagénases, et des cytokines pro-inflammatoires : IL-1 (Interleukine-1), IL-6 (Interleukine-
6), TNF (Tumor necrosis factor) qui participent au recrutement et a la prolifération des
fibroblastes et des kératinocytes.

Des que leurs taches sont achevées, la migration des PNN cesse, leurs activités

chutent, ils disparaissent par la suite en quelques jours, par apoptose ou phagocytes par les

monophage/MAC.
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Figure 17 : lllustration de la phase d'inflammation (Singer et Clark, 1999)
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3.4.2.2 La phase inflammatoire retardée

Entre 48 et 72 H apres I’apparition de la plaie, les MAC prédominent, principalement
par migration des monocytes sanguins vers la plaie et leur différenciation en MAC. Ces
leucocytes participent a une action anti-infectieuse et dans la clairance des PNN mais aussi
dans des activités plus complexes notamment dans I’activation du plasminogéne permettant la
synthése de la plasmine, qui assure la dissolution progressive du caillot de fibrine et le
remodelage de la MECp, le maintien et I’amplification de I’inflammation par production de
cytokines et de chimiokines pro inflammatoires IL-1, IL-6, et TNF, la production de
nombreux facteurs de croissance (TGF-a, TGF-B, PDGF, VEGF : Vascular endothelial
growth factor,..) qui stimulent les fibroblastes et les cellules endothéliales a entrer en action.
Les MAC favorisent ainsi la transition de la phase inflammatoire a la phase proliférative
subséquente (Senet, 2007, Velnar et al., 2009)
3.4.3 La phase proliférative

Durant la phase de prolifération (Figure 18), le tissu de granulation, encore appelé
tissu de bourgeonnement, va se développer. Il est constitué de MAC, et d’une population
dense de fibroblastes et surtout de myofibroblastes (Hinz et al., 2012).

Reepithelialization and Neovascularization (Day 5)

Fat

Figure 18 : Illustration de la phase de prolifération (Singer et Clark, 1999)
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Cette phase dure 10 a 15 jours et correspond aux processus suivants :
A- Lasynthese de la MEC

La migration des fibroblastes vers la plaie est précoce (48°™ H), elle se fait sur la
trame de la fibrine présente dans le caillot et sous la dépendance des cytokines produites par
les plaquettes et les MAC, tel que IGF-1, EGF, le TNF o, le TGF B et le PDGF (Senet, 2007).
Les fibroblastes s’y multiplient puis, a la faveur d’un changement de phénotype, produisent
les constituants d’une MEC riche en collagéne immature (type III), en GAGS
(Glycosaminoglycanes), en protéoglycanes et en acide hyaluronique.

D’autre part, elles sollicitent la migration et la prolifération des kératinocytes au site
de la plaie par la production de kératinocytes growth factor (KGF-1, KGF-2) et
d’interleukines (IL-6).

Le tissu de granulation en voie de synthése, va remplacer la MECp formée lors de la
phase d’hémostase et en cours de dégradation par les MAC, il comblera progressivement le
déficit tissulaire créé par la blessure cutanée (Senet, 2007, Singh et al., 2017, Wang et al.,
2018).

B- La contraction

Au fur et a mesure que la quantité de collagene synthétisee augmente, la division et la
synthese de fibroblastes diminuent et ceux-ci se transforment en myofibroblastes a propriétés
contractiles contribuant ainsi au rapprochement des berges et a la réduction de la taille de la
plaie (Modarressi et al., 2010).

C- L’angiogenése

Parallelement, la migration des endothéliocytes s’effectue a partir des vaisseaux
sanguins sains les plus proches sous la dépendance du FGFB et des composants de la MEC
(fibronectine, protéoglycane). Elle est encore stimulée par I’hypoxie tissulaire et facilitée par
les protéases dégradant la MEC. L’angiogénése aboutit a la formation d’un réseau vasculaire
indifférencié assurant la vascularisation de la plaie (Singh et al., 2017).

D- L’épithélialisation

C’est le dernier processus de la phase proliférative qui se déroule en trois phases a
savoir : La migration des kératinocytes a partir des berges ou les annexes (12-24 H), leur
prolifération maximale (entre 48-72 H), suivi de la différenciation de I’épiderme ainsi forme.

Lorsque la plaie est fermée par une monocouche de kératinocytes, ceux-ci acquierent
alors leur phénotype de différenciation habituelle, synthétisent les kératines, les filaggrine,
I’involucrine. Ce n’est qu’a la fin du processus de prolifération que se produit la colonisation

de I’épiderme par les cellules de Langerhans et les Mélanocytes.
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3.4.4 La phase de remodelage
Elle correspond a la maturation de la cicatrice avec histologiquement une
transformation du tissu de granulation primaire en tissu épithélialisé cicatriciel et ce, pendant
plusieurs mois voir une année ou plus.
Les collagénases, les gélatinases et leurs inhibiteurs (TIMP : Tissue inhibitors of
metalloproteinases), les protéases synthétisées par les fibroblastes, les polynucléaires et les
MAC principalement, interviennent de fagon importante dans les phénomenes de remodelage
matriciel, qui consiste a un équilibre entre la dégradation de la matrice formée lors de la phase
proliférative et la biosynthese d'un tissu cicatriciel mature résistant.
La matrice déposée depuis le début de la fibroblasie, initialement riche en collagéne de
type Il1, en fibronectine et en acide hyaluronique, continue a étre dégradee et remplacée par
une matrice de collagene de type I, de fibres élastiques, de sulfates de chondroitine et de
dermatane (Mirastschijski et al., 2010 ; Arndt et Thioly-Bensoussan, 2007). D’autre part :
- Les fibres de collagéne se réorientent dans le sens des tensions cutanées afin d’accroitre
la résistance tissulaire.

- Le réseau vasculaire se réorganise en plexus dermique superficiel et profond avec arrét de
I'angiogénése.

- Le néoderme s'appauvrit peu a peu en fibroblastes par phénomene d'apoptose, et les
cellules inflammatoires commencent a quitter la matrice.

- L’innervation est globalement rétablie toutefois, la réapparition des annexes n’est pas
systématique.

La contraction de la cicatrice atteint 80% a 90% de sa force finale vers la 6™ semaine,
cependant elle ne représente qu’environ 15 % de celle de la peau normale.

I1 s’agit donc essentiellement de modifications qualitatives qui aboutissent en 18 mois environ

a un tissu aussi proche que possible du tissu initial.
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Objectif et déroulement des travaux

L'utilisation de plantes médicinales pour le traitement de diverses affections cutanées a
été populaire pendant des décennies. Elle est souvent simplement basée sur la tradition, sans
aucune validation scientifique (Fronza et al, 2009).

L’objectif principal de ce travail de these est de vérifier 1’'usage traditionnel d’une
plante cicatrisante utilisée par la population locale a travers une recherche phytochimique et
pharmacologique.

Deux objectifs secondaires ont également étaient fixés : le premier étant de tirer les
marqueurs chémotaxonomiques d’une plante issue de la flore algérienne et le second est de
participer a I’¢laboration d’une pharmacopée traditionnelle Algérienne.

Pour se faire une enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes (Chapitre 1)
utilisées en médecine traditionnelle auprés des habitants et des herboristes a été réalisée dans
le but de permettre d’une part d’étudier les relations multiples et complexes que nouent
I’homme avec son environnement végétal et d’autre part de contribuer a la valorisation de la
médecine traditionnelle Algérienne.

Suite aux enquétes ethnobotaniques, une recherche documentaire a été réalisée dans le
but de selectionner I’espéce la moins étudiée. Une étude botanique de 1’espece choisie
(Chapitre 2) a été initiée par une étude macroscopique suivie d’une étude microscopique,
histoanatomique et palynologique dans le but d’élaborer une identification rapide de I’espéce.

L’étude phytochimique de I’espéce sélectionnée (Chapitre 3) a permis I’extraction, la
purification, I’isolement et ’analyse structurale des métabolites secondaires ce qui contribue a
la recherche et le développement de futurs médicaments. Les structures chimiques des
composeés purs naturels isolés ont été élucidées par l'analyse de données spectroscopiques : La
résonance Magnétique Nucléaire RMN 1D- (1H, 13C), RMN 2D (*H-'H COSY, TOCSY,
ROESY, HSQC, HMBC) et la spectrométrie de masse (ESI- et HR ESI- MS).

L’étude biologique (Chapitre 4) a travers I’évaluation de I’activité cicatrisante in vivo
chez les rats Wistar et I’activité antioxydante in vitro nous a permis de confirmer son usage
traditionnel, mais avant cela il etait indispensable de réaliser le test de tolérance cutanée sur
un model animal, ceci vise a prédire le risque toxicologique chez I'hnomme.

Les études botanigques ont été réalisées dans le laboratoire de Botanique Médicale de la
Faculté de Médecine d’Oran. Les réactions phytochimiques classiques ont été réalisées dans
le Laboratoire de Botanique Médicale de la Faculté de Médecine d’Oran et le service de

Toxicologie de 'EHU d’ Oran. La préparation des pommades pour évaluer I’activité
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cicatrisante de la plante sélectionnée a été réalisee au Laboratoire de Pharmacie galénique de
la Faculté de Médecine d’Oran. L’étude histopathologique a été effectuée au service
Anatomopathologie de 1’hopital pédiatrique de Canastel, Oran.

L’extraction, la purification, I’isolement et 1’élucidation de la structure des composes actifs
ont été réalisés au Laboratoire de Pharmacognosie de I'UFR Sciences de Santé de I’'Université
de Bourgogne, Dijon (France).
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Chapitre 1 : Enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes
1.1 Population et méthodes
1.1.1 Population

Une enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes utilisées en médecine
traditionnelle a été réalisée durant une période d’une année (mai 2016 a mai 2017).
Le nombre de sujet nécessaire (n) pour notre étude a été calculé a partir de la formule :
n=t2 x p (1-p)/m?, sur la base d’une prévalence (p) de 80 % (WHO, 2002). 11 s’agit d’une
prévalence retrouvée en Afrique, parce qu’en Algérie et dans les pays limitrophes, aucune
étude sur la prévalence de I'utilisation des plantes cicatrisantes n’a été retrouvée. Un écart
réduit (t) fixé a 1,96 et une marge d’erreur(m) de 0,055

n=(1,96)? 0,8(1-0,8)/(0,055)?

En tenant compte de ces facteurs, le nombre calcule est de 203. La taille d’échantillon final
prise lors de notre étude est de 2040 (1850 habitants et 190 herboristes) (Tableau 7).
Les participants a 1’enquéte ont été informés de notre étude et un consentement préalable
donneé en connaissance de cause a été demandé verbalement (Rosenthal, 2006).
1.1.2 Méthodes

Il s’agit d’une étude transversale descriptive menée dans seize (16) villes d’Algérie

(Iouest, le centre, I’est et le sud du pays) (Tableau 7 et 8).

Tableau 7 : Localisation des régions d’études

Localisation | Ouest Centre Est Sud
Villes Chlef Alger Annaba Bechar
Mostaganem Médea Bejaia Ghardaia
Oran Tizi Ouzou | Constantine
Sidi bel abbés Oum el Bouaghi
Tissemssilt Skikda
Tlemcen
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Figure 19 : Localisation des régions d’études

L’enquéte est basée sur un questionnaire préalablement établi (Annexe 2)

Le questionnaire comporte deux parties. La premiére concerne des informations portant sur
les herboristes et les habitants (I’age, le sexe, le niveau d’étude, la situation professionnelle, la
situation financiére, I’habitat), et la seconde sur les plantes cicatrisantes utilisées en médecine
traditionnelle (le nom vernaculaire de la plante, la partie utilisée, la pathologie traitée, le mode
de préparation, le mode d’administration, la posologie et la durée de traitement).

Le temps consacré a chaque entrevue était d’environ 15 minutes. L'entrevue a été
menée sans limite de temps ou pression pour permettre aux informateurs de répondre
naturellement aux questions, suivant le code de déontologie de I'lSE (International Society of
Ethnobiology: www.ethnobiology.net). L’interrogatoire a été réalisé en langue arabe ou en
francais selon le niveau éducatif et culturel de la personne interrogée. Les habitants ont été
interrogés dans les places publiques (Mairies, universités, jardins publics, marchés) et les
herboristes dans leurs lieux d’exercices.

L'enquéte menée sur des plantes cicatrisantes n’était valable que si la méme plante a
été citée au moins trois fois par différentes personnes (Al-Qura’n, 2009, Boudjelal et al.,
2013).

La flore de Quezel et Santa (1962-1963) et la flore d’Afrique du Nord de Maire (1952-
1987) ont servi a la détermination. Nous avons également utilisé la base de données en ligne

www.theplantlist.org pour Vérifier les noms scientifiques et les synonymes des plantes.
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Un échantillon de chaque espéce est déposé dans I’herbier du Laboratoire de
Botanique Médicale de la faculté de Médecine d’Oran et d’Alger.
Critére d’inclusion
- Habitants et herboristes qui acceptent de participer a 1’enquéte et maitrisant la langue
arabe et a un moindre degré la langue francaise.
Critére de non inclusion :
- Habitants et herboristes dont 1’age est inferieur a 20 ans.
Critére d’exclusion
- Habitants et herboristes qui ont refusé de communiquer dont le nombre etait de 153
habitants et 20 herboristes.

Tableau 8 : Répartition de la population d’étude par ville

Habitants Herboristes Total
Alger 188 22 210
Annaba 88 5 93
Bejaia 75 7 82
Bechar 109 11 120
Constantine 83 10 93
Chlef 120 20 140
Ghardaia 119 15 134
Oran 174 28 202
Oum el bouaghi 114 7 121
Médea 119 9 128
Sidi bel abbes 80 11 91
Skikda 61 6 67
Tissemssilt 95 6 101
Tizi Ouzou 193 11 204
Tlemcen 122 12 134
Mostaganem 110 10 120
Total 1850 190 2040

1.1.3 Traitement des données

Les données rapportées sur les fiches d’enquétes ont été ensuite traitées et saisies sur
un logiciel de gestion de base de données IBM SPSS Statistics Version 20. L’analyse des
données a fait appel aux méthodes de statistiques descriptives. Les résultats ont été transférés
sur Microsoft Excel pour étre présentés sous forme de tableaux, de diagramme et
d’histogrammes.

Les résultats ont été analysés et comparés a plusieurs études ethnobotaniques
nationales et internationales en ayant recours a des bases de données électroniques

scientifiques (PubMed, Scopus, Elsevier et GoogleScholar).
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1.1.4 Calculs d’indices

Des indices utilisés dans les enquétes ethnobotaniques quantitatives ont été calculés
dans le but d’évaluer I’importance relative des plantes.
1.1.4.1 Fréquence de citation

La fréquence de citation (FC) représente le nombre d'informateurs locaux ayant
déclaré une utilisation médicinale traditionnelle de I'espéce (Tardio et Pardo de Santayana,
2008) .
1.1.4.2 Fréquence relative de citation

La fréquence relative de citation (RFC) permet d’évaluer la valeur traditionnelle et
I'importance médicale de chaque espéce végétale dans une zone d’étude. Elle a été calculée en
utilisant la formule (Tardio et Pardo de Santayana, 2008) :

RFC= FC/N, N : nombre total d’informateurs.

1.1.4.3 Valeur d’usage

L'indice de valeur d’usage (UV) est une approche quantitative qui évalue I'importance
relative de chaque espece de plantes médicinales en fonction de leurs utilisations
traditionnelles parmi les informateurs (Gilca et al., 2018, Kimpouni et al., 2019) , et il a été

calculé comme suit (Phillips et Gentry, 1993) :

uv =2Y

n

Ou U : nombre de citations par espéce ; n : nombres d’informateurs.
1.1.4.4 Facteur consensuel de I’'informateur

Le niveau de consensus des populations sur les usages des ressources ligneuses a eté
appréhendé par le calcul du Facteur de Consensus de I’Informateur (FCI) ou Informant
Consensus Factor defini par Heinrich et al en 1998. La valeur du FCI est comprise entre O et
1. Elle indique I'étendue de I'nomogénéité de I'information entre les informateurs. Une valeur
élevée de FCI (prés de 1) est obtenue quand un seul ou un nombre réduit d’espéces est cité par
une grande proportion d’informateurs pour une pathologie déterminée, ceci indique alors que
les informateurs partagent le méme avis sur I’utilisation des plantes. A I’inverse, sa valeur
sera d’autant plus faible (plus proche de 0) quand une grande diversité d’especes est citée
pour un méme usage c'est-a-dire que les plantes sont choisies de facon aléatoire

Le FCI est calculé par la formule suivante (Alalwan et al., 2019):

Nur—MNt
FCl = ——
Nur—1

Nur : le nombre de fois qu’une catégorie particuliére « p » a été mentionnée.

39



Partie pratique Chapitre 1 : Enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes

Nt : le nombre de plante(s) mentionnée(s) pour le traitement de cette affection particuliere p.
1.1.4.5 Niveau de fidélité (NF) ou indice de Fidélité (FL)

L’indice de fidélité est le pourcentage d’informateurs ayant cité 1’usage d’une espéce
donnée pour traiter une maladie (Ong et Kim, 2014). 1l a été calculé comme suit (Friedman
et al., 1986):

FL (%) = (Np/N) x 100
Np : Nombre d’informateurs ayant affirmé 1’emploi d’une espéce donnée pour traiter une
maladie p.

N : Le nombre d’informateurs qui mentionnent 1’espece pour n’importe quel usage.
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1.2 Résultats et discussions
1.2.1 Taux de participation a ’enquéte ethnobotanique

Parmi les personnes interrogées, 2040 personnes soit 92,19 % ont accepté de participer
a I’enquéte alors que 173 personnes soit 7,81 % ont refusé de collaborer (Figure 20).

173;7,81%

m Personnes interrogéees

m Personnes refusant de
collaborer

Figure 20 : Taux de participation a 1’étude.

1.2.2 Répartition selon le sexe

Parmi la population interrogée, 50% sont de sexe masculin et 50% sont de sexe
féminin (Figure 21). Chez les herboristes, les hommes dominent la pratique de la médecine
traditionnelle a 98,4%.

Seuls 1,6 % des herboristes (soit 3 herboristes sur les 190 herboristes interrogés) sont
de sexe féminin ce qui est probablement due aux traditions culturelles de la région ou les
femmes ne sont pas encouragées a exercer cette profession, le méme résultat a eté rapporté

dans une étude réalisée en 2013 (Boudjelal et al., 2013).

98,409%(n=187)
100.00% /
80.00% /

. 55%(p=1018) _
60.00% 1° 4504(n= ® Masculin
40.00% - ® Féminin
20.00% - o

=3)
0.00% . .
Habitants Herboristes

Figure 21 : Répartition de la population d’étude selon le sexe
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1.2.3 Répartition selon la tranche d’age

L’age de la population d’étude varie entre 20 ans & 78 ans avec une moyenne d’age
de 41,18 + 12,2 ans. La majorité d’entre eux (545 soit 26,7 %) ont une tranche d’age qui varie
entre 20 a 29 ans (Tableau 9). L’age moyen des habitants est de 40,71+12,14 ans et celui des
herboristes est de 45,70 + 11,85 ans. lls ont acquis leurs connaissances d’une génération a une
autre, permettant ainsi la conservation de ce savoir.

Lors de cette étude, I’age moyen des herboristes est proche de celui rapporté dans
plusieurs enquétes ethnobotanique réalisées en Algérie (Boudjelal et al., 2013, Benarba et
al., 2015, Ouelbani et al., 2016).

Tableau 9 : Répartition de la population selon la tranche d’age

Tranche Habitants (n=1850) Herboristes (n=190) Total

d’age (nombre ;%) (nombre ;%) (nombre ;%)
20-29 (525 ; 28,38%) (20 ; 10,53%) (545 ; 26,7%)
30-39 (450 ; 24,32%) (41 ; 21,58%) (491 ; 24,1%)
40-49 (402 ; 21,73%) (53 ; 27,89%) (455 ; 22,3%)
50-59 (283 ; 15,30%) (49 ; 25,79%) (332 ; 16,3%)
60-69 (171 ; 9,24%) (23 ;12,10%) (194 ; 9,5%)
70-79 (19 ; 1,03%) (4;2,11%) (23; 1,1%)

1.2.4 Répartition selon le niveau d’éducation

Seuls 6,8% des herboristes soit 13 herboristes ont suivi des études universitaires (Figure 22).

35.00%
3000% +
25.00% 1
20.00% 1+
15.00%
10.00% +~

3470%

31.50%

0%

H Habitants
m Herboristes

5.00%
0.00%
@:@ ‘1}5@ &@Q &\@ . @\@
¥ 0& @ & &
X < & &
S &

Figure 22 : Répartition de la population selon le niveau d’éducation
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1.2.5 Formation des herboristes
Sur les 190 herboristes interroges, seuls deux (2) herboristes (1,10 %) ont suivi une

formation spécialisée (Figure 23).

1,10%

m Non
m Oui

Figure 23: Répartition des herboristes selon la formation

1.2.6 Expérience professionnelle des herboristes
L’expérience professionnelle des herboristes interrogées varie d’une année a 49
années. Plus que la moitié d’entre eux (environ 68 %) ont une expérience de moins de 24

années (Tableau 10).

Tableau 10 : Répartition des herboristes selon 1’expérience professionnelle

Expérience professionnelle Herboriste (n=190)
(année) (nombre ;%)
1-4 (12 ; 6,3%)
5-9 (35 ; 18,4%)
0-24 10-14 (31 16,3%) 130 ; 68,42 %
15-19 (16 ; 8,4%)
20-24 (36 ; 18,9%)
25-29 (22 ; 11,6%) 60 ; 31,58 %
30-34 (23 ;12,1%)
24-49 35-39 (7.3,7%)
40-44 (2 1,1%)
45-49 (6 ;3,2%)
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1.2.7 Répartition de la population selon Iutilisation des plantes medicinales
Environ 77 % des habitants interrogés ont déja eu recours aux plantes médicinales
(Tableau 11).

Tableau 11 : Répartition des habitants selon I’utilisation des plantes
Habitants (n=1850)
(nombre ;%)
(1420 ; 76,8 %)

Utilisateurs de plantes

Non utilisateurs (430 ; 23,2 %)

1.2.8 Répartition des habitants selon la situation professionnelle et financiére
Environ 53 % des habitants utilisateurs de plantes sont des travailleurs permanents,
28,6 % d’entre eux sont financierement satisfait (Tableau 12). Le recours a la médecine

traditionnelle ne se limite pas donc a une certaine catégorie de la population.

Tableau 12 : Répartition des habitants selon la situation professionnelle et financiére
Habitants Habitants utilisateurs
(n=1850) de plantes (n=1420)

(nombre ;%)

(nombre ;%)

Situation professionnelle

Sans profession

(712 : 38,5 %)

(527 ; 37,1 %)

Travailleur occasionnel

(169 : 9,1 %)

(148 ; 10,4 %)

Travailleur permanent

(969 ; 52,4 %)

(745 ; 52,5 %)

Situation Financiere

Non satisfait

(352 : 19,0 %)

(223 ; 15,7 %)

Plus ou moins satisfait

(852 ; 46,1 %)

(674 ; 47,5 %)

Satisfait

(501 ; 27,1 %)

(406 ; 28,6 %)

Fort satisfait (145 ;7,8 %) (117 ;8,2%)

1.2.9 Répartition selon I’habitat
La grande majorité des habitants utilisateurs de plantes vivent en milieu urbain, ceci
est probablement dd aux lieux d’enquétes, ces dernieres ont été réalisées le plus souvent aux

centres villes (Tableau 13).

Tableau 13: Répartition de la population d’étude selon 1’habitat

Habitat Habitants Habitants utilisateurs de Herboristes
(n=1850) plantes (n=1420) (n=190)

(nombre ;%) (nombre ;%) (nombre ;%)

Zone rurale (623 ; 33,7%) (502 ; 35,35%) (57 ; 30,0%)

Zone urbaine (1227 ; 66,3%) (918 ; 64,65%) (133 ; 70,0%)
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1.2.10 Répartition des habitants selon les circonstances d’utilisations des plantes

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 14, environ 48 % des habitants préférent

utiliser des plantes médicinales avant d’avoir recours a la médecine conventionnelle.

Tableau 14 : Répartition des habitants selon les circonstances d’utilisations des plantes

Circonstances d’utilisations des plantes Habitants (n=1420)
(nombre ; %)
Avant d'avoir recours a la médecine conventionnelle (686 ; 48,3%)
Apres échec de la médecine conventionnelle (227 ; 16,0%)
En complément de celle la médecine conventionnelle (507 ; 35,7%)

1.2.11 Répartition des habitants selon les causes du recours a la phytothérapie

Parmi les habitants interrogés, 46,6 % estiment que le recours a la phytothérapie est
sans danger (Tableau 15).

Tableau 15 : Répartition des habitants selon les causes du recours a la phytothérapie

Causes du recours a la Habitants (n=1420)
phytothérapie (nombre ; %)
Sans danger (662 ; 46,6%)
Plus efficace (387 ; 27,3%)
Habitude (371 ; 26,1%)

1.2.12 Répartition des habitants selon leurs sources de connaissances
Les sources de connaissances en rapport avec la phytothérapie sont transmises
principalement d’une génération a une autre (59,3 % des cas) d’ou l'intérét de faire des

enquétes ethnobotaniques dans tout le territoire national dans le but de mettre en place une
pharmacopée traditionnelle Algérienne (Tableau 16).

Tableau 16 : Répartition des habitants selon leurs sources de connaissances

Sources de connaissances Habitants
(nombre ; %) (n=1420)
Héritage familier (842 ; 59,3%)
Herboriste (233 ; 16,4%)
Pharmacien (32; 2,3%)
Meédecin (22 ; 1,5%)
Culture générale (291 ; 20,5%)
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1.2.13 Répartition des habitants selon la conduite a tenir devant une atteinte cutanée
Devant une atteinte cutanée, certains habitants utilisateurs de plantes préférent associer
la phytothérapie avec la médecine conventionnelle (Tableau 17).

Tableau 17 : Répartition des habitants selon la conduite a tenir lors d’une atteinte cutanée

Traitement Habitants

(n=1420)
Phytothérapie (630 ; 44,4%)
Phytothérapie + Consultation médicale (486 ; 34,2%)
Phytothérapie + Consultation pharmaceutique (304 ; 21,4%)

Le risque d’interactions médicamenteuses avec les plantes est plus ¢élevé quand le
consommateur associe la phytothérapie au traitement conventionnel (Williamson et al |,
2009).

1.2.14 Biodiversité

L’analyse des résultats de 1’enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes
utilisées en medecine traditionnelle, fait ressortir 96 plantes appartenant a 45 familles
(Tableau 18). Vu le manque de certaines parties des plantes recensées, on s’est contenté de la
détermination du nom de genre sans pour autant préciser le nom de I’espéce. Les plantes
recensées ont ete identifiees a l'aide des flores spécifiques et des sites de références :
(www.theplantlist.org), (http://www.ipni.org).

Les plantes cicatrisantes recensées appartiennent principalement a la famille des
Lamiaceae (12 especes), Asteraceae (11 especes), Fabaceae (10 espéces), Apiaceae (5

espéces), Solanaceae et Myrtaceae (3 espéces chacune) (Figure 24).

14

12

10

Figure 24 : Répartition des plantes médicinales selon la fréquence des familles botaniques.
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Notre résultat rejoint en partie celui d’une enquéte réalisée en Iran en 2016, suite a
laquelle 67 plantes cicatrisantes ont été recensées. Elles appartiennent principalement a la
famille des Fabaceae, Asteraceae, Scrophulariaceae et Plantaginaceae (Jivad et al., 2016).

Une enquéte réalisée en Afriqgue du sud en 2014, a fait ressortir 106 plantes
appartenant a 61 familles. Les plus représentatives sont les Solanaceae et les Asteraceae
(Afolayan et al., 2014).

Dans une autre étude réalisée en Pakistan en 2010, 27 plantes cicatrisantes appartenant
a 23 familles ont été rapportées. Les principales sont les Asteraceae, les Meliaceae, les
Renonculaceae et les Rosaceae (Abbasi et al., 2010).

Les plantes cicatrisantes font alors parties des familles qui peuvent variées d’une

région a une autre selon la flore locale et leurs disponibilités (Afolayan et al., 2014).
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Tableau 18: Plantes cicatrisantes utilisees en médecine traditionnelle algérienne

Famille Nom scientifique Nom francais Nom locale FC RFC uv Validation
pharmacologique en
rapport avec P’activité
cicatrisante
Amaranthaceae Beta vulgaris L. Bettrave. Elbetrave 6 0,004 | 0,004 | Aucune validation
Anacardiaceae Pistacia lentiscus L. Lentisque Darw 441 | 0,274 | 0,479 | (Raufetal., 2017)
Apiaceae Carum carvi L. Cumin Kamoune 2 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Daucus carota L. Carotte Zrodiya 3 0,002 | 0,002 | (Patil et al., 2012)
Foeniculum vulgare Mill. Fenouille Bessbasse 5 0,003 | 0,003 | (Keskin et al., 2017)
Petroselinum crispum (Mill.) Fuss | Persil Maadnousse 2 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Pimpinella anisum L. Anis vert Habet el hlawa 2 0,001 | 0,001 | (Hashemnia et al., 2019)
Apocynaceae Nerium oleander L. Laurier rose Dafla 3 0,002 | 0,003 | (Akgun et al., 2017)
Araliaceae Hedera helix L. Lierre Lawaille 1 0,001 | 0,001 | (Motaghi et al., 2017)
Aristolochiaceae Aristolochia sp Avritoloche Baroustoum 2 0,001 | 0,002 | (Shirwaikar et al., 2003)
Asteraceae Artemisia absinthium L. Absinthe Chiba 2 0,001 | 0,002 | (Moslemi et al., 2012)
Artemisia herba-alba Asso Armoise Chih 5 0,003 | 0,003 | Aucune validation
Atractylis gummifera Salzm. ex L. | Chardon a glu Ladad 4 0,002 | 0,001 | (Sifour etal., 2012)
Calendula officinalis L. Le Souci 1 0,001 | 0,001 | (Nicolaus et al., 2017)
Carthamus caeruleus L. Cardoncelle bleue | Amarseggous 33 0,020 | 0,034 | (Dahmani et al., 2018)
Cynara cardunculus L. Cardon sauvage | Thaga 2 0,001 | 0,002 | Aucune validation
Helminthotheca echioides (L.) Picride fausse Halafa/Hlafa 18 0,011 | 0,020 | Aucune validation
Holub syn Picris echioides L. vipérine
Inula viscosa (L.) Aiton Inule visqueuse Megraméne 187 | 0,116 | 0,210 | (Khalil et al., 2007)
Matricaria recutita L. Camomille Babounj 14 0,009 | 0,012 | (Nayak et al., 2007)
sauvage
Pulicaria odora (L.) Rchb. Pulicaire odorante | Amezough ilef 27 0,017 | 0,035 | Aucune validation
Scolymus hispanicus L. Scolymbe Guernina 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation.
d’Espagne
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Amaranthaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2675613
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2701499
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2757936
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2813604
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2898243
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apocynaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-135196
https://fr.wikipedia.org/wiki/Araliaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-96659
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aristolochiaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-95372
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-23310
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-48406
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-107206
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-139701
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-112928
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-8501
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-8501
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-8540
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-6463
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-42390
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-121678
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-121678

Tableau 18 : Plantes cicatrisantes utilisées en médecine traditionnelle (suite)

Berberidaceae Berberis sp Epine-vinette Ghriss 4 0,002 | 0,003 | (Pashaee et al., 2016)
Boraginaceae Borago officinalis L. Bourrache El harcha 14 0,009 | 0,017 | (kaboli et Haghighat,
2017)
Symphytum sp Consoude 2 0,001 | 0,003 | (Araujo et al., 2012)
Brassicaceae Brassica oleracea L. Choux korkoum 22 0,014 | 0,025 | (Rebolla et al., 2013)
Lepidium sativum L. Cresson alénois Hab el rched 4 0,002 | 0,003 | Aucune validation
Costaceae Costus sp Costus indien Kast el hindi 3 0,002 | 0,004 | (Kpetal., 2018)
Crassulaceae Crassula sp Crassule Chayanna 11 0,007 | 0,007 | Aucune validation
Cucurbitaceae Citrullus colocynthis (L.) Schrad. | Coloquinte Hantal 3 0,002 | 0,006 | (Guptaet al., 2018)
Cucumis sativus L. Concombre Khiar 1 0,001 | 0,001 | (Patil et al., 2011)
Cupressaceae Cupressus sempervirens L. Cyprés El sarw 3 0,002 | 0,002 | (Tumen et al., 2012)
Juniperus oxycedrus L. Genévrier cade Araar 64 0,040 | 0,047 | (Tumen et al.,, 2012)
Euphorbiaceae Ricinus communis L. Ricin Kharwaa 9 0,006 | 0,006 | (Jena et Gupta, 2012)
Fabaceae Ceratonia siliqua L. Caroubier Kharoub 4 0,002 | 0,002 | Aucune validation
Cicer arietinum L. Pois chiche. Homouss 3 0,002 | 0,002 | (Al-Snafi, 2016)
Cytisus trifolius Brig. Cytisus triflorus | El Aliatou 6 0,004 | 0,004 | Aucune validation
Cytisus scoparius (L.) Link Genét a balais Ouzou 1 0,001 | 0,002 | Aucune validation
Glycyrrhiza glabra L. Reglisse Ark elsousse 2 0,001 | 0,002 | (Sam et al., 2001)
Lens culinaris Medik. Lentille Adasse 29 0,018 | 0,018 | Aucune validation
Phaseolus vulgaris L. Haricot Loubia 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Retama sp Retam Rtém 1 0,001 | 0,002 | Aucune validation
Trigonella foenum-graecum L. Fenugrec Helba 15 0,009 | 0,019 | (Ktarietal., 2017)
Vicia faba L. Féve El foul 2 0,001 | 0,002 | Aucune validation
Fagaceae Quercus infectoria G.Olivier Chéne d'Alep Afssa 27 0,017 | 0,031 | (Umachigi et al., 2008)
Quercus suber L. Chéne-liege Dbagha. 92 0,057 | 0,074 | Aucune validation
Geraniaceae Erodium cicutarium (L.) L'Hér. Bec de grue 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Globulariaceae Globularia sp Globulaire Tassalgha 1 0,001 | 0,001 | (Ghlissi et al., 2016)
Iridaceae Crocus sativus L. Safran Zaafrane 2 0,001 | 0,001 | (Khorasani et al., 2009)
Lamiaceae Ajuga iva (L.) Schreb. Ivette Chendgoura 4 0,002 | 0,004 | Aucune validation
Melissa officinalis L. Meélisse 3 0,002 | 0,002 | Aucune validation
Lavandula officinalis Chaix Lavande Khozama, Amzir 41 0,025 | 0,047 | (Mori et al., 2016)
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Berberidaceae
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwih49jo9sDUAhVFuhQKHYXpDlwQFggmMAE&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25C3%2589pine-vinette&usg=AFQjCNGyVBgzlY3yggdmMEXMdLTAOAvk5Q
https://fr.wikipedia.org/wiki/Boraginaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2682457
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2338547
https://fr.wikipedia.org/wiki/Costaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Crassulaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2723897
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2747062
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cupressaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2748781
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2332702
https://fr.wikipedia.org/wiki/Euphorbiaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-178867
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-4318
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8778
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-7886
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-7784
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-2934
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8021
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-7811
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-173331
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-175312
https://fr.wikipedia.org/wiki/Geraniaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2798183
https://fr.wikipedia.org/wiki/Globulariaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-327454
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-5293
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-124103
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109056

Tableau 18 : Plantes cicatrisantes utilisées en médecine traditionnelle algérienne (suite)

Marrubium vulgare L. Marrube blanc Marriwa 54 0,034 | 0,058 | (Amrietal., 2017)

Mentha x piperita L. Menthe Flyo 6 0,004 | 0,004 | (Modarresi et al., 2018)

Origanum majorana L. Marjolaine 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation

Origanum vulgare L. Origan Zaater 4 0,002 | 0,005 | (Moslemi et al., 2015)

Phlomis bovei de Noé Phlomis Khayata, Jaida 174 | 0,108 | 0,181 | Aucune validation

Rosmarinus officinalis L. Romarin AKlil ,yazir 39 0,024 | 0,039 | (Abu-Al-Basal, 2010)

Salvia officinalis L. Sauge khayatta, siwak el | 140 | 0,087 | 0,145 | (Farahpour, 2017)

nabi

Teucrium polium L. Germandrée Khayatta 41 0,025 | 0,032 | (Ansari et al., 2011)

Thymus sp Thym Zaitra 46 0,029 | 0,038 | (Dursun et al., 2003)
Lauraceae Cinnamomum sp Cannelle Karfa 9 0,006 | 0,008 | (Ahmadi et Ghasemi,

2015)

Laurus nobilis L. Laurier noble El rand 7 0,004 | 0,006 | (Nayak et al., 2006)
Liliaceae Allium cepa L. Oignon Bssal 18 0,011 | 0,021 | (Shenoy et al., 2009)

Allium roseum L. Ail Thoum lahmar 11 0,007 | 0,016 | Aucune validation
Linaceae Linum usitatissimum L. Graine de Lin Katéne 1 0,001 | 0,001 | (Rafiee et al., 2016)
Lythraceae Lawsonia inermis L. Henné Henna 70 0,043 | 0,080 | (Salih et al., 2017)

Punica granatum L. Grenadier Roméne 154 | 0,096 | 0,121 | (Nasirietal., 2017)
Malvaceae Malva sylvestris L. Mauve sauvage Khobiz 7 0,004 | 0,010 | (Ghasemi Pirbalouti et al.,

2010)

Musaceae Musa sp Bananier Mouz 9 0,006 | 0,008 | Aucune validation
Myrtaceae Eucalyptus globulus Labill. Eucalyptus Kalitousse 9 0,006 | 0,012 | (Hukkeri et al., 2002)

Myrtus communis L. Myrte El rihane 3 0,002 | 0,003 | (Raeiszadeh et al., 2018)

Syzygium aromaticum (L.) Merr. | Giroflier Krounfoul 12 0,007 | 0,011 | (Silvaetal., 2019)

& L.M.Perry
Oleaceae Olea europaea L. Olivier Zitoune 142 | 0,088 | 0,148 | (Hangan et al., 2016)
Pinaceae Pinus halepensis Poir. Pin El bourhoum 32 0,020 | 0,029 | (Suntar et al., 2011)
Plantaginaceae Plantago sp Plantago Mecaisa 32 0,020 | 0,034 | (Abdulla et Phipps, 2006)
Ranunculaceae Nigella sativa L. Huile de nigelle Habba sawda 10 0,006 | 0,009 | (Nourbar et al., 2019)
Rhamnaceae Atriplex sp Atriplex Gtaf 2 0,001 | 0,002 | Aucune validation
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Tableau 18 : Plantes cicatrisantes utilisées en médecine traditionnelle algérienne (suite)

Rhamnus alaternus L. Alaterne Melilesse 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Ziziphus sp Jujubier Sedra 47 0,029 | 0,052 | (Vafaei et Abdollahzadeh,
2015)
Rosaceae Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb | Amandier Louz 10 0,006 | 0,011 | (Al-Deen et al., 2019)
Rubus sp Ronce commune | Toutelbarri 47 0,029 | 0,034 | (Van de Velde et al., 2019)
Rubiaceae Coffea sp Caféier Kahoua 71 0,044 | 0,070 | (Hartati et al., 2019)
Rutaceae Citrus limon (L.) Osbeck Citronnier Limoune 28 0,017 | 0,022 | (Ahmad et al., 2013)
Citrus sinensis (L.) Osbeck Oranger 5 0,003 | 0,006 | (Ahmad et al., 2013)
Sapotaceae Argania spinosa (L.) Skeels Argan Arguéne 5 0,003 | 0,006 | (Dakicheetal., 2017)
Solanaceae Capsicum annuum L. Piment 4 0,002 | 0,004 | Aucune validation
Solanum lycopersicum L. Tomate Tomatisse 7 0,004 | 0,004 | (Edibamode Ei, 2018)
Solanum tuberosum L. Pomme de terre Batata 18 0,011 | 0,015 | Aucune validation
Theaceae Camellia sinensis (L.) Kuntze Le theier El chay 32 0,020 | 0,032 | (Hajiaghaalipour et al.,
2013)
Urticaceae Urtica dioica L. Ortie commune Horigue 22 0,014 | 0,021 | (Zouari Bouassida et al.,
2017)
Verbenaceae Verbena officinalis L. Verveine Louisa 1 0,001 | 0,001 | Aucune validation
Vitaceae Vitis vinifera L. Vigne Inab 7 0,004 | 0,006 | (Fakhim et al., 2015)
Xanthorrhoeaceae Aloe vera (L.) Burm.f. Aloés des Sebar 86 0,053 | 0,101 | (Moghbel et al., 2007)
Barbades
Zingiberaceae Curcuma longa L. Curcuma Corcoum 5 0,003 | 0,003 | (Mehrabani et al., 2015)
Zingiber officinale Roscoe Gingembre Zenjabil 5 0,003 | 0,004 | (Mohamed, 2017)
Zygophyllaceae Zygophyllum sp Zygophyllum Aguaya 14 0,009 | 0,013 | Aucune validation
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Partie pratique Chapitre 1 : Enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes

Les enquétes ethnobotaniques deviennent utiles lorsque I’on songe a découvrir de
nouvelles molécules conformes a une médecine moderne utilisant la sagesse traditionnelle.
Certaines plantes rapportées sont trés communes et ont déja fait preuve d’évaluations
pharmacologiques, telles que I’Aloe vera (L.)Burm.f., Cinnamomum sp, Curcuma longa L.
(Tableau 18).

Un certain nombre de principes actifs isolés de plantes ont été testés in vivo et ont
prouvé leurs effets cicatrisants. Parmi les plus importants figurent les polysaccharides
d’Opuntia ficus-indica (L.) Mill., la curcumine de Curcuma longa L. (Kumar et al., 2007).

Des études ont montré que la plupart des composés bioactifs dérivés de plantes qui
possedent des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires ont un fort
potentiel d’étre cicatrisants, puisque ces principaux mécanismes contribuent au phénomene de
cicatrisation (Chingwaru et al., 2019).

1.2.15 Calculs d’indices

Lors du calcul des indices, seuls les personnes qui ont recours aux plantes cicatrisantes
ont été incluses dans I’étude c'est-a-dire 1420 habitants et 190 herboristes ce qui est
équivalent a 1610 personnes.
1.2.15.1 Fréquence de citation

Aprés analyse des resultats (Figure 25), les plantes cicatrisantes les plus citées par
ordre décroissant sont : Pistacia lentiscus L., Inula viscosa (L.) Aiton, Phlomis bovei de Noé,
Punica granatum L., Olea europaea L., Salvia officinalis L., Quercus suber L., Aloe vera (L.)
Burm.f. , Coffea sp, Lawsonia inermis L., Juniperus oxycedrus L.

Dans une enquéte réalisée au Maroc en 2018, les plantes cicatrisantes les plus utilisées
par la population locale sont : Pinus halepensis Mill. , Cynara humilis L. et Salvia verbenaca
L. (Salhi et al., 2018).
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Figure 25 : Les plantes cicatrisantes les plus citées

Une recherche documentaire sur I'activité biologique des plantes sus-citées a ete effectuée :

Pistacia lentiscus L. : Selon une étude realisée en 2017, I’huile lentisque a une dose de
1 ml appliquée pendant quatre jours a favorisé la contraction de la plaie et a réduit la période
d'épithélialisation dans un modeéle de brilure chez le lapin. La résine de P.atlantica a entrainé
une amélioration de I'angiogénese, apres 14 jours de traitement. Le mécanisme thérapeutique
consistait a augmenter la concentration en facteur de croissance basique des fibroblastes et en
facteur de croissance dérivé des plaquettes. Le phénomeéne de cicatrisation serait expliqué par
une augmentation de la prolifération des fibroblastes, de la teneur en hydroxyproline et de la
néovascularisation (Rauf et al., 2017).

Inula viscosa (L.) Aiton : Les résultats d’une étude réalisée en 2007 confirment que la
cicatrisation est accélérée par ’application d’un extrait de partie aérienne, ceci a été expliqué
par son effet anti-inflammatoire qui est bien documenté (Khalil et al., 2007).

Phlomis bovei de Noé , Quercus suber L: [Pactivité cicatrisante n’a pas été
documentée.

Punica granatum L. : Une étude réalisée sur 1'extrait méthanolique de 1’épicarpe de P.
granatum a montré qu’il posséde une bonne activité cicatrisante. L'analyse par HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) de l'extrait a révélé qu’il est riche en polyphénols,
principalement de I’acide gallique et de la catéchine (Murthy et al., 2004).

Olea europaea L. : L’activité cicatrisante de 1’huile d’olive a été étudiée dans le cas de

brilures cutanées induites chez des rats traités par application topique. L’analyse de I’huile
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d’olive par CG-MS a montré la présence d'acides gras qui peuvent étre responsable de I’effet
thérapeutique (Hangan et al., 2016).

Salvia officinalis L. : Farahpour en 2017 a démontré que 1’extrait hydro-éthanoliques
des feuilles facilite la contraction de la plaie, réduit le temps de cicatrisation et augmente le
dépdt de collagéne.

Aloe vera (L.) Burm.f. : Des études in vivo ont démontré que le gel d’Aloe vera
favorise la cicatrisation des plaies en stimulant directement P’activité des MAC et des
fibroblastes. 1l a été rapporté que le gel augmente la synthése du collagéne, favorisant ainsi la
cicatrisation. Certains des principes actifs semblent étre des polysaccharides composés de
plusieurs monosaccharides, principalement du mannose. Il a été suggéré que le 6-phosphate
de mannose, le principal composant du gel, pourrait étre en partie responsable des propriétés
cicatrisantes (WHO, 1999)

Lawsonia inermis L. : Les résultats d’une étude réalisée par Salih et collaborateurs en
2017 sur des rats suite a une excision de la peau ont révélé que ’extrait de feuilles d’henné a
des effets remarquables sur la cicatrisation (Salih et al., 2017).

Juniperus oxycedrus L. : Le collagene est une importante protéine matricielle
extracellulaire qui confere force et intégrité au tissu. Une pommade a base d’huile essentielle
de J.oxycedrus a entrainé une élévation du taux de I’hydroxyproline dans les tissus régénérés
chez les rats suite a une excision de la peau ce qui indique une synthése accrue du collagéne
(Tumen et al., 2012).
1.2.15.2 Valeur d’usage

La valeur UV, a également été calculée afin de déterminer I'importance relative de la
plante dans la zone d'étude par rapport a son utilisation (Tableau 18). Les plantes qui ont un
indice UV le plus élevé sont citées par ordre décroissant : Pistacia lentiscus L., Inula viscosa
(L.) Aiton., Phlomis bovei de Noé., Olea europaea L., Salvia officinalis L., Punica granatum
L., Aloe vera (L.) Burm.f., Lawsonia inermis L., Quercus suber L., Coffea sp, Marrubium
vulgare L, Ziziphus sp (Figure 26).

Dans une enquéte réalisée en Pakistan en 2019, les valeurs les plus élevés étaient
attribuées a Acacia modesta Wall., Aloe barbadensis Mill., Azadirachta indica A.Juss., tandis
gue Punica granatum L. a eu une valeur plus basse (Siddique et al., 2019). Dans une autre
enquéte réalisée en Afrique du sud en 2014, l'espece ayant la plus grande valeur d'usage était

I’Aloe ferox Mill., Xanthorrhoeaceae (Afolayan et al., 2014).
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Figure 26 : Valeurs d’usage
1.2.15.3 Indice de Fidélite

L’indice FL est utilisé¢ pour déterminer les plantes les plus fréquemment utilisées par
les informateurs pour traiter une maladie particuliére.

Selon nos résultats, vingt (20) especes ont eu I’indice FL le plus élevé de I’ordre de
100%. On a constaté que la plupart des espéces qui ont un indice FL élevé ont un potentiel

pharmacologique établi (Tableau 19)
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I3 FT VA

Pathologie Plante Fl (%)
Brulures Mentha x piperita L. 100,00
Solanum lycopersicum L. 83,33
Camellia sinensis (L.) Kuntze 78,13
Plantago sp 68,75
Ulcere Artemisia herba-alba Asso 100,00
Ceratonia siliqua L. 100,00
Cupressus sempervirens L 100,00
Foeniculum vulgare Mill. 100,00
Punica granatum L. 64,94
Quercus suber L. 63,04
Plaie Origanum majorana L. 100,00
superficielle | Crassula sp 100,00
Ricinus communis L. 100,00
Capsicum annuum L. 100,00
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry 91,67
Helminthotheca echioides (L.) Holub 88,89
Malva sylvestris L. 85,71
Matricaria recutita L 84,62
Coffea sp 83,82
Nigella sativa L. 80,00
Zygophyllum sp 78,57
Pulicaria odora (L.) Rchb. 77,78
Lawsonia inermis L. 72,86
Inula viscosa (L.) Aiton 71,89
Phlomis bovei de Noé 68,39
Plaie Lepidium sativum L. 100,00
fermées Citrus sinensis (L.) Osbeck 100,00
Costus sp 100,00
Cytisus trifolius Brig. 100,00
Allium roseum L. 81,82
Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb 70,00
Cinnamomum sp 66,67
Blessure Costus sp 100,00
Nerium oleander L. 100,00
Allium roseum L. 100,00
Zingiber officinale Roscoe 100,00
Eucalyptus globulus Labill. 88,89
Malva sylvestris L. 85,71
Helminthotheca echioides (L.) Holub 77,78
Pulicaria odora (L.) Rchb. 77,78
Eczéma Olea europaea L. 51,4
Acné Curcuma longa L. 100,00
Cucumis sativus L. 100,00
Petroselinum crispum (Mill.) Fuss 100,00
Daucus carota L. 66,66
Cinnamomum sp 55,56
Citrus limon (L.) Osbeck 50,00
Plaies post Ziziphus sp 70,21
opératoire Eucalyptus globulus Labill. 33,33
Vergeture Allium cepa L. 72.22
Furoncle Trigonella foenum-graecum L. 80,00
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1.2.15.4 Facteur consensuel de ’informateur FCI

Le FCI reflete I'homogénéité des informations fournies par la population d’étude
concernant les plantes utilisées pour traiter une maladie donnée. En d’autres termes, dans le
cas des pathologies ou le FCI est élevé, ceci indique que les plantes ne sont pas prises d une
maniére aléatoire et que les informateurs partagent les mémes avis sur leurs utilisations.

Au total, 10 pathologies en rapport avec la cicatrisation ont été rapportées par la
population d’étude. Les valeurs de FCI allaient de 0,68 a 0,94. La valeur FCI était élevée
pour la plupart des maladies (La valeur FCI moyenne = 0,89). La plus élevée (FCI = 0,94) a
été obtenue pour les affections suivantes : les plaies ouvertes superficielles, les plaies fermées
et les cicatrices d’eczéma (Tableau 20).

Un FCI élevé est corrélé a des espéces qui pourraient étre efficaces pour traiter une
pathologie particuliere. Ces espéces doivent étre alors sélectionnées pour dautres études
complémentaires pharmacologiques et phytochimiques et constituent ainsi une source

potentielle pour la recherche de composés bioactifs.

Tableau 20: Facteur consensuel de I’informateur FCI

Type d’affection Nur | Nt FCI
Blessure 987 |72 0,92
Brulures 769 | 74 0,90
Cicatrice d’acné 45 15 0,68
Cicatrice d’eczéma 152 |10 0,94
Cicatrice de furoncle 12 2 0,91
Plaie fermée 562 |32 0,94
Plaie ouverte superficielle 1230 | 70 0,94
Plaies post opératoire 47 7 0,86
Ulcére 350 |40 0,88
Vergeture 15 2 0,92
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1.2.16 Répartition des plantes selon la partie utilisée

Depuis des temps immémoriaux, diverses parties de plantes ont été utilisées pour
traiter et prévenir de nombreuses pathologies (Siddique et al., 2019)

Apres analyse de nos résultats, la feuille s’est révélée étre la partie de la plante la plus
fréqguemment utilisée (Figure 27). Un résultat similaire a été obtenu lors des enquétes réalisées
dans différentes régions du monde: en Pakistan (Abbasi et al., 2010), en Inde (Kumar et al.,
2007), et en Afrique du Sud (Afolayan et al., 2014). Ce résultat reste encourageant aux fins
du développement durable, du moment que les feuilles constituent une partie de la plante qui

peut étre régénéree facilement (De Wet et al., 2013).
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Figure 27 : Répartition des plantes selon la partie utilisée

1.2.17 Répartition des plantes selon le mode de préparation

Le mode de préparation le plus utilisé selon notre enquéte est celui du cataplasme suivi
par la poudre et la décoction (Tableau 21).
Lors d’une enquéte semblable réalisée au Mali en 2004, le mode de préparation le plus
conseillé par les tradipraticiens est la décoction et la poudre qui est appliquée directement sur
la plaie (Inngjerdingen et al., 2004). Ces deux modes de préparations ont également été cites
en premiére intention lors d’une enquéte similaire réalisée au Pakistan en 2019 (Siddique et
al., 2019).

D’une maniére générale, il est important de respecter le mode de préparation, I’emploi
de I'infusion est recommandé pour les parties fragiles de la plante (fruits, feuilles,...), tandis

que la décoction convient pour les parties dures (racines, rhizome) (Khitri et al., 2016).
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Tableau 21: Répartition des plantes selon le mode de préparation

Mode de préparation | Nombre Pourcentage
Compresse 905 35,04
Poudre 615 23,81
Cataplasme 545 21,10
Décoction 241 9,33

Infusion 237 9,18
Macération 40 1,55
Fumigation 0 0,00

Total 2583 100,00

1.2.18 Repartition des plantes selon le mode d’administration

L’application locale est conseillée dans 83% des cas (Figure 28). Ce resultat coincide

avec celui retrouve par Afolayen et collaborateurs en Afrique du sud (Afolayan et al., 2014).

1%

0%

m Orale

m Application locale

® Rincage

Figure 28 : Répartition des plantes selon le mode d’administration

1.2.19 Répartition des plantes selon leurs posologies

Selon les personnes ayant participé a 1’enquéte, les traitements & base de plantes sont
pris tous les jours jusqu'a la guérison. Le résultat de la présente étude concorde avec celui
d’une enquéte ethnobotanique réalisée au Nigéria (Adetutu et al., 2011). Environ 44% des

personnes enquétées révelent avoir pris les traitements a base de plantes deux fois par jour

(Tableau 22).
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Tableau 22: Répartition des plantes selon leurs posologies

Posologie Nombre | Pourcentage (%)
1 fois par jour 978 37,86

2 fois par jour 1133 43,86

3 fois par jour 468 18,12

4 fois par jour 4 0,15

Total 2583 100,00

1.2.20 Répartition des plantes selon la toxicité signalée
Plusieurs types de toxicité ont été rapportés par les participants a ’enquéte suite a la

prise de cinq plantes réputées cicatrisantes (Tableau 23).

Tableau 23 : Types de toxicités signalées

Plante présumée toxique Nombre de Toxicité
Nom scientifique Nom francais | citation
(Total =13)
Urtica dioica L. Ortie commune 1 Irritation de la peau
Atractylis gummifera Salzm. ex | Chardon a glu 4 Toxicité hépatique
L.
Allium roseum L. Ail 3 Irritation de la peau

Risque d’hypotension

Citrus limon (L.) Osbeck Citronnier 2 Photo toxicité
Lavandula officinalis Chaix Lavande 1 Etourdissement
Argania spinosa (L.) Skeels Argan 1 Irritation de la peau
Ajuga iva (L.) Schreb. Ivette 1 Risque d’hypoglycémie

L’irritation de la peau causée par I’ortie est probablement due a la concentration élevée
d’acide formique présent dans les poils de 1’ortie. D’autres études ont montré la présence dans
les poils de I'histamine, de la sérotonine et de l'acétylcholine ce qui peut expliquer cette
sensation de brilure (Cummings et Olsen, 2011). D’un autre coté, I’activité cicatrisante de
I’extrait hydroalcoolique des feuilles de 1’ortic a été évaluée chez des rats Wistar. Les résultats
ont montré une réduction de la période d'épithélialisation et d'angiogénése (Zouari Bouassida
et al., 2017) ceci est peut étre due a ’action des saponines (Razika L, 2017).

Lors de la présente enquéte ethnobotanique, il a été constaté que le chardon a glu est
utilisé en médecine traditionnelle pour ses propriétés cicatrisantes. La méme plante est utilisée
en Espagne pour les méme propriétés (Vallejo et al., 2009). Sifour et collaborateurs en 2012
ont démontré I’effet cicatrisant de I’extrait aqueux (Sifour et al., 2012).
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Le chardon a glu est une plante toxique par ingestion a cause de la présence de deux
principaux diterpenoides glycosides : atractyloside et le carboxy-atractyloside (Hammiche et
al., 2013). A noter que des analogues aux atractylosides ont également été trouvés dans
I’extrait aqueux de Coffea arabica (Danielea. C, 2005).

Allium roseum : selon la littérature I’ail rouge n’a pas fait I’objet d’une évaluation de
son activité cicatrisante, seule I’activité antibactérienne sur les bactéries a Gram positives et a
Gram négatives ainsi que son activité antioxydante a été étudiée (Mejd et al., 2016), ce qui
peut induire favorablement la cicatrisation (Chingwaru et al., 2019).

Ajuga iva: Il a été démontré que la prise orale de I’extrait aqueux de la plante a
entrainé une hypoglycémie chez des rats diabétiques et normaux (Hilaly et Lyoussi, 2002),
aucune toxicité n’a été démontrée suite a I’utilisation topique.

1.2.21 Anomalies enregistrés lors de I’enquéte

Durant notre enquéte, le nom vernaculaire arabe «Khayata ou Khayatet lajrah» a été
attribué par certains herboristes a trois especes a savoir: Phlomis bovei de Noe,
Teucrium polium L, Quercus infecteria L.

Le probleme de la variabilit¢ du nom vernaculaire pourrait causer des erreurs qui
auront de graves conséquences sur la santé de ’homme, d’ou la nécessité de la formulation
d’un fichier de plantes médicinales.

1.2.22 Choix de la plante étudiée

A la lumiére des résultats de I’enquéte ethnobotanique, nous pouvons dire que les
plantes indiquées en médecine traditionnelle ne devraient pas disparaitre avant d’étre
complétement évaluées, ainsi, nous avons sélectionné une des plantes les plus citées et la
moins étudiée ; celle-ci a subi une recherche phytochimique, une évaluation de son activité
antioxydante et cicatrisante et I’isolement de ses principaux composés actifs.

La plante sélectionnée est le Phlomis bovei de Noé, Lamiaceae. 11 s’agit d’une plante
endémique a I'Afrique du nord, peu étudiée sur le plan phytochimique et pharmacologique.
Plusieurs bases de données ont été consultées a savoir : Pubmed, Elsevier, Scopus, Google
scholar. De plus, les essais biologiques sur I’extrait hydroalcoolique ont révélé un effet
antioxydant et cicatrisant remarquable (voir Chapitre 4), ce qui a conforté le choix de cette

espece afin de valoriser la flore algérienne.
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Chapitre 2 : Etude botanique du Phlomis bovei de Noé
2.1 Materiels et méthodes
2.1.1 La récolte

Deux échantillons de P. bovei ont été récoltés. Le premier récolté en avril 2018 au
Mont Bissa, un massif montagneux situé¢ au ceeur du Dahra dans la wilaya de Chlef (Algérie).
C’est I'une des plus grandes foréts d’Algérie. L’altitude moyenne est de 1550 m.
Le deuxiéme échantillon a été récolté dans les montagnes de Zmala en juin 2018, située au
Sud-ouest de la daira de Lakhdaria, wilaya de Bouira (Algérie). L’altitude moyenne est de
400 m. Lakhdaria est située & 33 km au Nord-ouest de Bouira et & 75 km au Sud-est d’Alger
(Figure 29). Un spécimen a été conserve au laboratoire de Botanique Médicale d” Oran sous
la référence Pb0035.
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Figure 29 : Localisation géographique des deux lieux de récolte
A : Mont Bissa (Chlef), B : Montagnes de Zmala (Bouira)
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2.1.2 Le séchage et la conservation

La plante récoltée a été nettoyée puis séchée a I’étuve (Selecta, France) a 25 °C
pendant 24 H), puis conservée a I’abri de la lumiére dans des sacs en papier Kraft.
Pour réaliser une étude anatomique, un échantillon a été conservé dans de I’alcool formolé
acétique, AFA (10: 1: 0,5).
2.1.3 Etude botanique du Phlomis bovei de Noé

La détermination de la plante récoltée est indispensable pour confirmer 1’identité de
I’espece, ceci nécessite une ¢tude morphologique, anatomique ainsi qu’une étude de la poudre
et du pollen.
2.1.3.1 Etude morphologique

L’étude morphologique de la plante a été faite par une observation a 1’ceil nu suivie par
un examen a la loupe binoculaire (Zeiss, Allemagne) des difféerentes parties de la plante dans
le but de tirer les principales caractéristiques de I’appareil végétatif et reproducteur et les
comparer a celles qui figurent dans les flores algériennes.
2.1.3.2 Etude histo-anatomique

La technique de la double coloration a été adoptée pour I’étude histo-anatomique de la
tige, la racine, et la feuille (Geneves, 1962). Les colorants utilisés sont le vert de méthyle et le
rouge Congo.

Des coupes transversales et longitudinales ont été réalisées grace a une lame de rasoir.
Suite a cela les coupes ont été recueillies immédiatement dans de I’eau pour éviter leur
dessechement. Cette technique repose principalement sur la nature chimique de la paroi. Elle
permet de colorer les parois végétales comme suit :

- Les parois cellulosiques sont colorées en rose.

- Les parois lignifiées sont colorées en vert.

- Les parois subérifiées sont colorées en marron.

- Les parois cutinisées sont colorées en jaune.

La technique de double coloration comprend les étapes suivantes :

- Traitement des coupes a I’hypochlorite de sodium pendant 15 a 20 min ce qui permet
la destruction du contenu cellulaire sauf les substances minérales, ainsi seules les
parois cellulaires persistent.

- Ringage des coupes a I’eau distillée

- Traitement des coupes avec de I’acide acétique pendant 1 min afin de neutraliser
I’effet alcalin de ’hypochlorite de sodium, ceci va permettre une meilleure fixation

des colorants.
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Traitement des coupes avec le vert de méthyle, pendant 5 min.
Ringage des coupes a 1’cau distillée.

Traitement des coupes au rouge Congo pendant 3 min.
Ringage des coupes a I’eau distillée.

Montage dans la glycérine entre lame et lamelle.

Les coupes ont été observées au microscope photonique (Ceti, Belgique) du plus faible au

plus fort grossissement.

2.1.3.3 Etude palynologique

La palynologie apporte des éléments utiles en systématique, elle permet également de

décrire I'histoire d'un environnement végétal et ses variations, dues aux phénoménes naturels,

comme les changements climatiques, et aux activités humaines : déforestations...

L’étude du grain de pollen du P.bovei a été adoptée selon la méthode de

WODEHOUSE et celle de 1’acétolyse ’EDTMAN.
2.1.3.3.1 Méthode de WODEHOUSE

La méthode consiste a :

- Retirer les antheres des fleurs non épanouis pour éviter toutes formes de contamination

- Triturer les anthéres avec une pince sur une lame de verre.

- Déposer quelques gouttes d’éthanol 90% qui en séchant crée une auréole de matiere

dissoute.

- Recommencer l'opération jusqu'a ce que l'alcool ne dissolve plus rien.

- Ajouter quelques gouttes de ’huile a immersion (Wodehouse, 1935).

- Recouvrir la préparation avec une lamelle et passer a I’observation microscopique

2.1.3.3.2 Méthode ’EDTMAN

Nous avons opéré comme suit :

- Ajouter dans un tube a essai, 10 ml d’acide acétique aux anthéres préalablement triturées.

- Eliminer I’acide apres agitation et centrifugation.

- Ajouter sur le culot 2 ml de mélange acétolytique (0,2 ml d’acide sulfurique pur dans 1,8

ml d’anhydride acétique) et placer au bain marie a 80° pendant 10 min.

- Apres centrifugation, le culot est rincé a 1’eau distillée. Agiter, et centrifuger a nouveau.

- Faire le montage avec de la glycérine pure (Gadbin, 1979).
2.1.3.4 Etude de la poudre

Une pincée de la poudre de plante préalablement broyée a été mise entre lame et

lamelle avec quelques gouttes du réactif de Gazet du Chatelier (Upton, 2011). Les éléments
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anatomiques caractéristiques ont été recherchés a 1’aide d’un microscope optique (Ceti,

Belgique) en balayant toute la surface de la préparation.

2.2 Résultats et discussions
2.2.1 Etude morphologique du Phlomis bovei de Noé
2.2.1.1 Appareil végetatif

Plante herbacée vivace grace a un rhizome sur le quel s’insére les racines adventives.
La tige principale est dressée, velue, a section carrée dont la longueur varie de 50 cm a 80 cm,
conformément a la description donnée dans la littérature (Quézel et Santa, 1962).

Les feuilles sont simples, tomenteuses a nervation pennée et a découpure crénelées.
Les feuilles basales sont cordiformes, longuement pétiolées disposées en rosette, celles du

sommet sont lancéolées opposées décussées (Figure 30).

A : Partie aérienne de la plante

B : Feuille basale cordiforme en rosette

Figure 30 : Appareil végétatif du P. bovei.
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2.2.1.2 Appareil reproducteur
Inflorescence : 11 s’agit d’une inflorescence indéfinie. Les fleurs sont sessiles
disposees en épi de glomeérules (Figure 31A).
La fleur est compléte, bisexuée.
= Le périanthe : Hétérochlamyde.

1. Calice : compose de cing (5) sépales soudés (gamosépale), poilu, a dents triangulaires
courtes qui représentent le 1/8 de la longueur du tube. A la base du calice s’insére une
bractée florale ramifiée en trois bractéoles, velues, pointues a leur sommet (Figure
31B).

2. Corolle : composé de cing (5) pétales soudés (gamopétale), bilabié (2/3), zygomorphe
poilue, de couleur rose claire (Figure 31C).

= L’androcée : formé de quatre (4) etamines libres entre elles (dialystémone). Androcée
didyname corolliflore. Anthére a insertion basifixe, avec une déhiscence longitudinale
introrse.

= Le gynécee : Ovaire supere (fleur hypogyne), bicarpellé, a quatre loges. Chaque loge est
uniovulée. Les ovules possédent une placentation axile. Le style est gynobasique (Figure
31 D,E).

= Fruit : sec indehiscent (tétrakene).
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A : Inflorescence en épi de glomérule B : Calice et Bractées florales

C : Corolle bilabiée D : Style gynobasique

E : Ovaire a quatre loges

Figure 31 : Appareil reproducteur du P. bovei
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Formule floral

FF: s ; (5S), [(5P), 2E+2¢] (2C*y); tétrakéne

Diagramme floral

Figure 32 : Diagramme floral de P.bovei

La fleur est donc complete, zygomorphe, bisexuée, hétérochlamide, pentamére, pentacyclique,
anisomere, respecte la loi d’alternance.
2.2.2 Etude histoanatomique
2.2.2.1 Anatomie de la racine

La coupe transversale de la racine (Figure 33) présente une section plus ou moins
circulaire, la symétrie est de ce fait axiale. L’écorce est moins développée par rapport au

cylindre central. La moelle est envahie par un bois hétéroxylé.
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Figure 33 : Coupe transversale d’une racine agée de P.bovei, 3 mm de diameétre, vue générale
(G 10x 4).
E : écorce, CC : cylindre central, PC : parenchyme corticale, L : liber, BH : bois hétéroxylé

La figure 34 montre un suber, il s’agit d’un tissu de revétement d’origine secondaire
de la racine formé de plusieurs assises de cellules disposées en file radiale. Le suber prend
naissance a partir du phellogéne qui donne le suber vers ’extérieur et le phelloderme vers

I’intérieur, représenté par une assise de cellule aplaties.

Suber

Phellogéne

Phelloderme

Yers le centre de la coupe

Figure 34 : Coupe transversale d’une racine agée de P.bovei, détail de la zone corticale
(G 10 x 40)

69



Partie pratique Chapitre 2 : Etude botanique du Phlomis bovei de Noé

La figure 35 montre une zone cambiale qui produit au dessus le liber coloré en rose et
en dessous le bois hétéroxylé coloré en vert.

o
2
—
o
o
= Cambium libéro
o .
- ligneux
o
5
=
0
D
Bois hétéroxylé

Figure 35 : Coupe transversale d’une racine agée de P.bovei, détail des tissus conducteurs (G
10 x 40)

La figue 36 montre un tissu conducteur de la séve brute : le bois. On observe
nettement les éléments suivants: les rayons ligneux, le parenchyme ligneux lignifié

horizontale et verticale, le métaxyléme et le protoxyléme.

Métaxyléme

Parenchyme ligneux lignifi¢ verticale

ers le centre de 1a coupe

Parenchyme ligneux lignifi¢ horizontale
(rayon ligneux lignifi¢ triséri¢)

Figure 36 : Coupe transversale d’une racine agée de P.bovei, détail du bois (G 10 x 40)

70



Partie pratique Chapitre 2 : Etude botanique du Phlomis bovei de Noé I

2.2.2.2 Anatomie de la tige
La coupe transversale de la tige (Figure 37) présente une section plus ou moins carrée,
la symétrie est de ce fait axiale. Le cylindre central est plus développé par rapport a I’écorce.

Figure 37 : Coupe transversale de la tige agée de P.bovei, 3 mm de diametre, vue générale
(G 10 x 4). E : écorce, CC : cylindre central.

L’écorce de la tige (Figure 38) comporte de I’extérieur vers I’intérieur : un épiderme cutinisé,

un collenchyme angulaire, un parenchyme cortical a meats.

Epiderme cutinisé

Collenchyme angulaire

Yers le centre de 1a coupe

Parenchyme cortical &
meats

Figure 38 : Coupe transversale d’une tige &gée de P.bovei, détail de 1’écorce (G25 x 10)
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Le cylindre central (Figures 39, 40, 41) est constitué¢ de I’extérieur vers I’intérieur d’un

endoderme a cadre, des fibres péri cyclique lignifiees, un liber, et un bois hétéroxylé.

Endoderme a cadre
Fibres scléreuses

Liber

Centre de la coupe

Bois hétéroxylé

Figure 39 : Coupe transversale d’une tige agée de P.bovei, détail du cylindre central

(G 25 x 10)
&,
g Cambium libéro- ligneux
2 Y
E Parenchyme ligneux lignifié
O horizontale
v
Métaxyleme

Figure 40 : Coupe transversale d’une tige &gée de P.bovei, détail des tissus conducteurs
(G 25 x 10)
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Endoderme

Fibres scléreuses

Centre de la coupe

Figure 41: Coupe transversale d’une tige agée de P.bovei, détail de I’endoderme et des fibres
scléreuses (G 10 x 25)

Une coupe longitudinale de la tige (Figures 42, 43) montre que 1’écorce est plus
développée que le cylindre central. La figure 43 montre des vaisseaux spiralés du xyléme avec
des tours de spires différents, I'un d’eux présente des spires serrées et deux autres avec des

spires nettement plus laches.

Figure 42: Coupe longitudinale de la tige agée de P.bovei, vue générale (G 10 x 40)
E : écorce, CC : cylindre central
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Vaisseau conducteur spiralé¢

. 1

Figure 43: Coupe longitudinale de la tige agée de P.bovei (Gx250)

La tige se caractérise par la présence de poils sécréteurs (Figures 44 et 45) dont
certaines sont a pied long bicellulaire et téte pluricellulaire et d’autres a pied court
unicellulaire et téte pluricellulaire. Des poils tecteurs de diverses formes ont également été

observés (Figure 46).
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Figure 44: Poil sécréteur a pied long bicellulaire et téte pluricellulaire (G 10 x 40)

Figure 45: Poil sécréteur a pied court unicellulaire et téte pluricellulaire (G 10 x 40)

Figure 46: Poils tecteurs : A : poil tecteur étoilé, B : poil tecteur ramifié (G 10 x 40)
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2.2.2.3 Anatomie de la feuille
La coupe transversale de la feuille présente une symétrie bilatérale. Elle est constituée
d’un limbe et d’une nervure principale.
Le limbe est formé par :
- Un épiderme supérieure cutinisé a stomates pourvu de poils tecteurs étoilés (Figure 47).
- Un tissu médian représenté par le mésophylle hétérogéne formé par un parenchyme
palissadique vers la face supérieure et un parenchyme a méats vers la face supérieur
(Figure 48).
- Un épiderme de la face inferieure cutinisé garni de poils tecteurs et sécréteurs de formes
diverses (Figure 49).

Le limbe est parcouru par plusieurs nervures secondaires.

Epiderme supérieur

Epiderme inférieur
Limbe

Nervure secondaire

Bois
Liber

Parenchyme a méats

Nervure principale
Poil tecteur

Epiderme supérieur cutinisé

™

Parenchyme palissadique

lAydosa

N

Parenchyme a méats —

auaboJa19

Epiderme inférieur

Figure 48 : Limbe de la feuille (G 10 x40)
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A : Poil sécréteur a pied ramifié et B : Poil sécréteur a pied bicellulaire et téte
téte unicellulaire (G 10x40) bicellulaire (G 10x40)

C : Poil sécréteur a pied unicellulaire et D : Poils tecteurs étoilés (G 10x40)
téte unicellulaire (G 10x40)

Figure 49: Différents types de poils rencontrés dans la feuille de P.bovei
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2.2.3 Etude palynologique

La méthode d’EDTMAN (Figure 51), plus longue que la méthode classique de

WODEHOUSE (Figure 50). Elle présente ’avantage incontestable de permettre une analyse
et une meilleure observation de la paroi pollinique.
A T’état frais, le pollen est de couleur jaune disposés en monades, de forme elliptique,
longiaxe étant donné que I’axe polaire est plus grand que ’axe équatorial. Il posséde trois
apertures en formes de sillons, il est dit tricolpé. L’exine est réticulée. En vue polaire, il
apparait avoir une forme sphérique.

Ce résultat concorde avec les travaux réalisés en Jordanie sur le pollen de cing espéces
du genre Phlomis: P. syriaca Boiss., P. herba-venti subsp. Pungens (Willd.) Maire ex
DeFilipps , P. platystegia Post, P. brachyodon (Boiss.) Zohary ex Rech.f., P. kurdica Rech.f.
et P. viscosa Poir. (Oran, 2015), ainsi qu’avec les travaux de Firdous et collaborateurs en
2015 qui ont analysé le pollen de deux espéces du genre Phlomis : P. bracteosa Royle ex
Benth. Et P. spectabilis Falc. Ex Benth. Le pollen des deux especes étudiées est tricolpé
réticulés, de formes sphériques (P. bracteosa Royle ex Benth.) ou elliptiques (P. spectabilis
Falc. Ex Benth) (Firdous et al., 2015).

Le pollen de la famille des Lamiaceae, présente souvent une exine d’architecture
réticulée ce qui confirme le résultat retrouvé. Le type et le nombre d’apertures sont
indispensable dans I’identification d’une espéce, dans le sens ou ils permettent parfois de
distinguer entre les familles étroitement apparentées tel que la famille des Lamiaceae et les

Verbenaceae, ces dernieres se caractérisent par des pollens tricoloporés.
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Figure 50 : Grains de pollens de P.bovei obtenus selon la méthode WODEHOUSE (G10x
100) observés sous microscope photonique
A : Vue équatoriale (AP : axe polaire, AE : axe équatorial), B : Vue polaire

Figure 51 : Grains de pollens de P.bovei obtenus selon la méthode ’EDTMAN observés
sous microscope photonique (G10x 100)
A : Vue équatoriale, B : Vue polaire

2.2.4 Etude de la poudre

2.2.4.1 Etude de la poudre de la feuille

L’analyse de la poudre de la feuille a permis de détecter la présence des éléments suivants :
- Poils tecteurs : simple unicellulaire, étoilé, ramifié (Figure 52 A, B, C).
- Poils sécréteurs de différentes formes : poil sécréteur a pied ramifié et téte

unicellulaire, poil sécréteur a pied unicellulaire et téte unicellulaire (Figure 52 D, E).

- Stomate (Figure 52 F).
- Vaisseau spiralé (Figure 52 G).

79



Partie pratique Chapitre 2 : Etude botanique du Phlomis bovei de Noé I

A : Poil tecteur simple unicellulaire (G 10x100) B : Poil tecteur étoilé (G 10x100)

C : Poil tecteur ramifié (G 10x100) D : Poil secréteur a pied ramifié et téte unicellulaire

E : Poil sécréteur a pied
unicellulaire et tete
unicellulaire (G 10x100)

Figure 52 : Eléments caractéristiques de la poudre de feuille de P.bovei
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A : Poil tecteur simple unicellulaire (G 10x100) B : Poil tecteur étoilé (G10x100)

C : Vaisseaux spiralés avec des spires serrées (Gx 100) D : Vaisseaux spiralés avec des spires
laches (Gx100)

E : Vaisseau réticulé (G 10x 100) F : Reste d’un parenchyme (G10x 100)

Figure 53 : EIéments caractéristiques de la poudre de tige de P.bovei
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2.2.4.2 Etude de la poudre de la tige
L’analyse de la poudre de la tige aprés traitement par le réactif de Gazet du Chatelier a
permis de détecter la présence des éléments suivants :
- Poils tecteurs : simples unicellulaires, étoilés (Figue 53 A, B).
- Vaisseau spiralé du xyléme avec des tours de spires serrées ou nettement plus laches
(Figure 53 C, D).
- Vaisseau reticulé (Figure 53 E).

- Reste d’un parenchyme (Figure 53 F).

2.3 Conclusion de I’étude botanique

L’étude des caractéres botaniques, anatomiques et palynologiques des deux échantillons A et

B nous ont permis d’identifier I’espece comme suit :

Plante a fleurs pentameres avec des structures secondaires et pollen triapertué :
Angiospermes, dicotylédone

- Plantes a feuilles opposees. Fleurs fortement zygomorphes, bilabiées: Ordre des
Lamiales

- Tige quadrangulaire, pourvus de poils tecteurs et de poils secréteurs de formes différentes.
Plante aromatique, inflorescence en glomérule, corolle bilabié, androcée didyname, style
gynobasique, fruit tétrakéne : Lamiacées

- Corolle grande (2-3 cm) a levre supérieure fortement recourbée en forme de casque.
Etamines supérieures a filet adhérent presque sur toute sa longueur au tube de la corolle. :
Phlomis.

- Herbes vivaces a tiges puissantes d’environ 70 cm, peu rameuses. Feuilles inférieures
cordiformes a la base, alors que les feuilles supérieures sont lancéolées pétiolées. Calice a
dents triangulaires courtes égalant le 1/8 de la longueur du tube : Phlomis bovei de Noé.
La plante ainsi identifiée est conforme a la description présente dans la littérature (Quézel
et Santa, 1963).
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Chapitre 3 : Etude phytochimique du Phlomis bovei de Noé
3.1 Materiels et méthodes
3.1.1 Etude phytochimique préliminaire

Une recherche qualitative basée sur des réactions colorimétriques a été menée sur les
feuilles et les racines du P.bovei pour mettre en évidence les classes principales de
meétabolites secondaires.
3.1.1.1 Recherche des alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, basiques, donnant des réactions
de précipitation avec les réactifs généraux des alcaloides (réactif de Mayer, de Bouchardat et
de Dragendorff ), en se combinant avec les métaux et les métalloides tels que 1’iode, le
bismuth, le mercure et le tungstene.

Faites macérer 1g de poudre végétale dans 30 ml de solution d’acide chlorhydrique
HCl a 1% pendant 24 H a température ambiante. Le macére est par la suite filtré et réparti en
trois verres a montre. Ajoutez quelques gouttes de réactif de Mayer, de Bouchardat et de
Dragendorff (Ningsih, 2017, Maria et al., 2018).

La présence des alcaloides est mise en évidence par I’apparition d’un précipité blanc
avec le réactif de Mayer, brun avec le réactif de Bouchardat et rouge-orangé avec le réactif de
Dragendorff.
3.1.1.2 Recherche des flavonoides

Ce sont des composés polyphénoliques universels des végéetaux responsables de la
coloration des fruits, des fleurs et souvent des feuilles.

Faites extraire 1g de poudre avec 20 ml d’éthanol 90%. Portez ’ensemble a 65°C pendant 15
min. Au filtrat obtenu, ajoutez 1 ml d’eau distillée, 1 ml HCI concentré et des copeaux
de magnésium. Il s’agit de la réaction a la cyanidine (Samejo et al., 2013, Amponsah,
2014).
L’ apparition d’une coloration :
- Orange indique la présence des flavones.
- Rouge violacé indique la présence des flavonols.
- Rouge cerise indigue la présence des flavanones
La réaction étant négative avec les chalcones et les isoflavones.
3.1.1.3 Recherche des tanins
Ce sont des substances d’origine végétale, non azotées, de structure polyphénoliques

trés variées, ayant en commun la propriét¢ de tanner la peau, c’est a dire de la rendre
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imputrescible. Ce pouvoir dit astringent explique les propriétés cicatrisantes,
vasculoprotectrices et anti-diarrhéiques de certaines plantes (Hennebelle et al., 2004).

Les tanins sont repartis en deux classes : les tanins hydrolysables (acide gallique, acide
ellagiques) et les tanins condensés ou tanins catéchiques.

Le test est réalisé sur un infusé a 5%. La mise en évidence des tanins est réalisee par
I’ajout dans un tube a essai 5 ml de I’infusé, et 1 ml de FeClz (Chlorure ferrique) a 1%. En
présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu-noiratre (Igbal et al.,
2015).

La distinction entre les tanins galliques et catéchiques est faite par ajout du réactif de
Stiasny avec lequel seuls les tanins catéchiques sont précipités (Bekro, 2018).
3.1.1.4 Recherche des saponosides

Ils constituent un groupe vaste d’hétérosides a propriétés tensioactives trés répandus
chez les végétaux. Ils se dissolvent dans I’eau en formant des solutions moussantes
(Bruneton, 2016).

Ajoutez 1g de poudre dans un Erlenmeyer contenant 100 ml d’eau distillée. Placez le
mélange au bain marie a 90°C pendant 30 min. Filtrez le décocté obtenu. Selon la
pharmacopée européenne 10.0, la présence des saponosides est déterminée quantitativement
par le calcul de « I’indice de mousse » ; degré de dilution d’un décocté aqueux donnant une
mousse persistante dans des conditions déterminées (Belfekih, 2017).

Dans une série de 11 tubes a essais, le protocole mentionné dans le tableau 24 a été suivi.

Tableau 24: Gamme des dilutions du décocté pour la mesure de I'indice de mousse.

Numero du tube 1123 |4|5]6|7|8]9 |10 11
Décocté (ml) 0 |05 1 15| 2 25| 3 |35| 4 [45] 5
Eau (ml) 10 |95 9 (85| 8 |75 7 |65] 6 |55]| 5
Volume total (ml) 10 ml

Chague tube est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secondes. Apres un
repos de 15 min en position verticale, la hauteur de la mousse persistante en cm est notée.
La hauteur de la mousse permet de calculer I’indice de mousse (IM) comme suit :
IM=1000 /N
N : représente le numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse est égale a 1 cm.

Un indice de mousse supérieur a 100 indique la présence des saponosides.
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3.1.1.5 Recherche des anthracénosides

Les dérivés hydroxyanthracéniques ou les anthracénosides sont des composés
phénoliques hétérosidiques dérivant de ’anthracéne a degré d’oxydation variable (anthrone,
anthranol et anthraquinone) doués de propriétés laxatives a faible dose et purgatives a dose
élevée (Bruneton, 2016).

Ajoutez 5 ml de solution de H.SO4 (Acide sulfurique) a 10% a 1 g de poudre. Apres
un chauffage au bain marie a 100°C pendant 2 min, la solution est filtrée. Ajoutez un volume
égal de chloroforme (CHCIs), agitez le tout puis laissez reposer 5 min. A la phase
chloroformique inférieure, un volume égal de d’ammoniaque (NHsOH) a 10% est introduit.

Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence d’anthracénosides.
C’est la réaction de Borntrager (Joshi et al., 2013).
3.1.1.6 Recherche des hétérosides cardiotoniques

Ajoutez 1 g de poudre a 10 ml d’eau distillée. Mettez la solution dans un tube a essai
additionnée de 2 ml d’acide acétique glacial et quelques gouttes de FeClz 1%. L’ajout de 1 ml
de H2SO4 pure a la périphérie du tube entraine la formation d’un anneau brun entre les deux
solvants ce qui indique la présence des héterosides cardiotoniques. 11 s’agit de la réaction de
killer Killiani (Igbal et al., 2015).
3.1.1.7 Recherche des mucilages

Ce sont des macromolécules osidiques qui se dissolvent dans 1’eau donnant des
solutions d’hydrocolloides. Ajoutez 5 ml d’éthanol absolu & 1 ml d’un décocté a 10 %.
L’apparition d’un précipité floconneux indique la présence des mucilages (Belfekih, 2017).
3.1.1.8 Recherche des coumarines

Ce sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses activités :
anti-inflammatoire, antioxydante, anticoagulante, antitumorale, antimicrobienne, analgésique
et immunomodulatrice (Wu et al., 2009).

Faire macérer 1g de poudre pendant 24 H dans 20 ml d’éther. Dans une capsule, apres
avoir évaporé 5 ml de I’extrait, ajoutez 2 ml d’eau chaude au résidu. La solution est mise dans
des tubes a essais puis ajoutez 0,5 ml de NH4sOH a 25%. Une fluorescence intense bleu
verdatre ou violette sous la lumiére UV a 366 nm indique la présence des coumarines
(Belfekih, 2017).
3.1.1.9 Recherche des terpenes et stéroides

Faites dissoudre 2 mg d'extrait sec dans de I'anhydride acétique, portez le a ébullition.
Laissez refroidir, puis ajoutez 1 ml d'H2SOs4 concentre le long des parois du tube a essai. Un

anneau de couleur marron qui se forme a la jonction de deux couches et la couche supérieure
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qui devient verte, indique la présence de stéroides. L’apparition d’une couleur rouge foncé
indique la présence de triterpénoides. Il s’agit de la réaction de Libermann- Burchard (Joshi
et al., 2013).

3.1.2 Dosage des Polyphénols, des flavonoides et des tanins

Des dosages semiquantitatifs a I’aide d’un spectrophotométre UV/ Vis (Varian Cary
50 Bio, USA) ont éte realisés sur les différents extraits de feuilles des deux échantillons A et
B dans le but de sélectionner d’une part I’extrait le plus riche pour évaluer son activité
cicatrisante et d’autre part de comparer les teneurs par rapport aux autres espéeces de Phlomis.
3.1.2.1 Extraction

Les polyphénols, classe de molécules plutét hydrosolubles, sont majoritairement
extraits par des solvants de polarité moyenne a forte.

Les feuilles des deux échantillons A (25 g ) et B (40 g) ont été extraites avec différents
solvants a polarité croissante : acétate d’éthyle, éthanol et eau et un quatriéme solvant
hydroalcoolique EtOH-H>O (75:35) (Pertuit et al., 2017). Les échantillons ont subit un
épuisement par macération durant 48H suivi d’un bain ultrason. Une quantité équivalente du
résidu obtenue des deux échantillons (1 g) a été solubilisée dans 10 ml de méthanol.

Lors de I’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises en considéeration afin
de protéger l’intégrité de la plante ainsi que ses réserves en métabolites secondaires en
particulier les polyphénols qui sont particulierement sensibles surtout a la lumiere. De ce fait,
chaque tube d’extraction a été conservé a 1’abri de la lumiére.
3.1.2.2 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode
décrite par Singleton et Rossi en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu (Singleton et Rossi,
1965, Oscar et al., 2020), une méthode couramment utilisée principalement pour sa
simplicité et sa sensibilité satisfaisante.
3.1.2.2.1 Principe de la méthode

La teneur en composés phénoliques est déterminée par le test de Folin-Ciocalteu a 765
nm. Le principe repose sur la réduction des réactifs acides phosphotungstique et
phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline. L’apparition d’une
coloration bleu est proportionnelle & la quantité de polyphénols présent dans I’extrait analysé.

La concentration des composés phénoliques des feuilles de P.bovei est calculée a partir
de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec un étalon standard : acide

gallique (AG), préparée a partir d’une solution mére (Jovanovié et al., 2017).
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3.1.2.2.2 Mode opératoire :

Ajoutez a 250 pl de chaque extrait, 0,125 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au
1/10. Apres 3 min, 750 pl d’une solution de carbonate du sodium (1%) sont ajoutés.
L’absorbance est mesurée a 760 nm aprés 2h d’incubation (Zengin et al., 2014, El Atki et al.,
2019).

Les valeurs de concentration seront directement lues a partir des droites d’étalonnage
¢tablies a I’aide de la solution de référence d’acide gallique, de la forme : Abs=ax [AG] + b
« a » représente la pente, « b » 'ordonnée a l'origine de la droite. Il s’ensuit que la
concentration de I’échantillon est exprimée en mg d’équivalent de 1’étalon par gramme
d’extrait sec (mg EAG/g ES).

Le blanc de la réaction ne contenant pas de polyphénols est réalisé comme le point 0
mg/I de la gamme. Une gamme étalon en milieu aqueux (six points de concentration de 0 a 80
mg/l) est établie avec un polyphénol témoin de 1’acide gallique dans les mémes conditions
(250 pl d’acide gallique a différentes concentrations : 0-10-20-40-60-80 mg/I) (Tableau 25).

Tableau 25 : Gamme étalon de I’acide gallique

Concentration (mg/l) 0 10 20 40 60 80

Solution mere (80 mg/l) 0 1,25 2,5 5 7,5 10

Eau (ml) 10 | 875 | 75 5 2,5 0
Volume final (ml) 10 ml

3.1.2.3 Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différentes fractions est
réalisée selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl) (Amezouar et al., 2013).
Ajoutez a 1 ml de chaque extrait, 1 ml de solution d’AICl; a 2 % dans le méthanol (MeOH).
Aprés 10 min du début de la réaction, ’absorbance est lue a 430 nm (Falleh et al., 2008,
Muniyandi et al., 2019, Dirar et al., 2019).

Les valeurs de concentration seront directement lues a partir de la droite d’étalonnage
¢tablies a I’aide de la solution de référence, de la forme : Abs = a x [Rutine] + b
Une gamme étalon est établie séparément avec la rutine (0-80 pg/ml) pour calculer la
concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage des flavonoides
sont exprimés en milligramme équivalent de rutine par gramme d’extrait sec (mg ER/g ES) et

sont rapportés dans le tableau 26.
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Tableau 26 : Gamme étalon de la rutine

Concentration (mg/l) 0 10 20 40 60 80

Solution mere (80 mg/l) 0 1,25 2,5 5 7,5 10

Eau (ml) 10 | 875 | 75 5 2,5 0
Volume final (ml) 10

3.1.2.4 Dosage des Tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode a la vanilline (Heimler
et al.,, 2006, Zengin et al., 2014). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former
un complexe chromophore rouge qui absorbe a 550 nm.

Ajoutez a 50 pl de chaque extrait, 1,5 ml d’une solution méthanolique de vanilline a
4% et 750 ul d’acide hydrochlorique concentré (HCL). Laissez réagir a température ambiante
pendant 15 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes
d’étalonnage établies avec la catéchine (0-80 pg/ml) (Tableau 27), et sont exprimées en

microgramme d’équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (ug ECAT/g ES).

Tableau 27 : Gamme étalon de la catéchine

Concentration (mg/l) 0 10 20 | 40 | 60 80

Solution mere (80 mg/l) 0 | 125 25 5 7,5 10

Eau (ml) 10 | 875 | 75 | 5 | 25 0
Volume final (ml) 10
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3.1.3 Phytochimie extractive et structurale
3.1.3.1 Extraction
3.1.3.1.1 Préparation des extraits secs de feuilles
L’extraction a été réalisée selon deux méthodes :
- Extraction par bain ultrason
- Extraction par microonde
Dans les deux cas de figures, 20 g de feuilles séches ont été dégraissées trois fois avec
220 ml d’éther de pétrole pendant 30 min puis extraites avec 330 ml du mélange EtOH-H,0
(75:35). Chaque extraction a été répétée trois fois avec les mémes marcs jusqu'a épuisement.
L’extraction au microonde a été réalisée pendant 1H a 60°C et celle par bain ultrason
pendant 1H a température ambiante. Les extraits ont éte évaporés a sec sous pression réduite a
50°C.
3.1.3.1.1 Préparation des extraits secs de racines
De la méme maniere que les feuilles, 50 g de racines ont été extraites avec 220 ml du
mélange EtOH-H20 (75:35).

Le résidu obtenu des feuilles et des racines a été soumis & une succession de
différentes techniques chromatographiques. Initialement, le fractionnement été réalisé par
chromatographie liquide sous vide (VLC sur silice 60 en phase normale et en phase inverse
RP18), la chromatographie d’exclusion sur gel Sephadex LH-20 et la chromatographie flash.
Dans une deuxieme étape, on a eu recours a la chromatographie liquide a moyenne pression
(MPLC sur silice 60 en phase normale et en phase inverse RP18). Les différentes étapes de

purifications sont représentées de fagon synthétique dans les figures 54 et 55.
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20 g & fenllies

Extraction au bain ultrason (=3)
Extraction au microonde & 60°C
E1OH:Eau ( 75:35)
Evaporation i sec

4.7 g de résadu sec
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Figure 54: Schéma d’extraction, de purification et d’isolement des composés purs & partir des feuilles de P.bovei
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Figure 55: Schéma d’extraction, de purification et d’isolement des composes purs a partir des racines de P.bovei
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3.1.3.2 Méthodes chromatographiques analytiques
3.1.3.2.1 Chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince CCM ou TLC pour thin-layer chromatography
est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs constituants ; elle est basée sur
les différences d’affinité des substances a 1’égard de deux phases, I'une stationnaire (couche
mince de matériel absorbant, usuellement du gel de silice sur un support inerte), et une autre
mobile.
3.1.3.2.1.1 Conditions chromatographiques
A- Plaques utilisés
Plaque de silice CCM (60 F254, 20x20 cm, Silicycle) : ces plaques ont été utilisées
pour les extraits bruts et leurs fractions.
Plaque de silice HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography) silica gel 60
F 254,10%10 cm, Merck : les composés isolés ont fait 1’objet d’un contréle de pureté avec des
plaques CCM haute performance (HPTLC).
B- Eluant
Plusieurs systémes de migration ont été utilisés, du plus apolaire au polaire :
- CHCI3-MeOH-H0, 95:5:0
- CHCIls-MeOH-H0, 90:10:0
- CHCl:-MeOH-H20, 80:20 :2
- CHCIls-MeOH-H0, 70:30:5
- CHCI:-MeOH-H0, 60:32:7
- CHCI3-MeOH-H0, 64:40:8
Les plaques ont été observées sous lampe UV a 254 et 366 nm avant révélation
C- Reévélation
La révélation des plaques a été réalisée avec de la vanilline sulfurique : constituée d’un
mélange d’une solution A (Vanilline a 1% dans 1’éthanol) et d’une solution B (H2SO4) a un
rapport de 50: 1 respectivement
3.1.3.3 Méthodes chromatographiques préparatoires
3.1.3.3.1 Chromatographie d’exclusion moléculaire
Le principe de la chromatographie d’exclusion, appelée aussi filtration sur gel ou
tamisage moléculaire repose en premiére approximation sur la masse molaire des molécules a

séparer mais également sur leurs structures spatiales.
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La phase stationnaire est constituée de billes de polysaccharides (du type "Sephadex™)
gonflées dans le solvant utilisé pour I’élution. Ces billes de "Sephadex" sont constituées d'un
dérivé du dextran formé de chaines de glucose liées par des liaisons osidiques 1-6.

Les molécules dont le volume est supérieur a celui des billes ne peuvent y pénétrer et sont
éluées rapidement, en revanche, les molécules dont le volume est inférieur a celui des billes y
pénétrent et y subissent des frottements qui les retardent.
Conditions chromatographiques :

- Phase stationnaire : Sephadex LH-20, Pharmacia Fine Chemicals

- Phase mobile : MeOH ou EtOH
3.3.3.3.2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

C’est une technique rapide utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de I’extrait
brut. Son usage précede les autres techniques de séparations plus pointues telles que la
MPLC. Les fractionnements ont été effectués dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre
fritté¢ de porosité fixe. La dimension du filtre dépend du poids de I’extrait.
3.3.3.3.2.1 Conditions chromatographiques de la VLC en phase normale
Phase stationnaire : le gel de silice 60 en phase normale (Merck, 63-200um).

Phase mobile : dans ce cas 1’¢luant utilisé est un gradient de solvant CHCI3-MeOH-H20
(100:0:0, 95:5:0, 90:10:0, 90:10:1, 80:20:2, 70:30:5, 60:32:7). Le but est d’obtenir des
fractions de différentes polarités, de ’apolaire au plus polaire, et aussi d’éliminer les tanins
qui au regard de leur taille qui ne passent pas a travers le gel de silice.

3.3.3.3.2.2 Conditions chromatographiques de la VLC en phase inverse

Phase stationnaire : le gel de silice en phase inverse RP18 (Silicycle, 75-200um).

Phase mobile : le solvant de migration utilisé est formé par un gradient de MeOH-H,O (0:1,
1:1, 1:0), ceci permet d’éliminer principalement les sucres qui passent dans la phase aqueuse.
3.1.3.3.3 Chromatographie flash

Ce procédé permet de réaliser des séparations et purifications de facon automatisée, ce
qui apporte a lutilisateur un gain de temps, une €économie de solvant et une meilleure
reproductibilité.
3.1.3.3.3.1 Conditions chromatographiques :

- Matériel : CombiFlash RETRIEVE, USA

- Phase stationnaire : Silice en phase normale (colonne de gel de silice, 15-40 um, 12 g,
Redisep).

- Phase mobile: Gradient de solvant CHCIl-MeOH-H,O (95:5:0, 90:10:0, 90:10:1,
80:20:2, 70:30:5, 60:32:7).
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3.1.3.3.4 Chromatographie liquide moyenne pression (MPLC)

Cette technique de séparation permet de fractionner et purifier en une ou a plusieurs reprises
les composants d’un mélange. Selon la phase stationnaire, nous avons utilis¢ deux types
d’MPLC.

3.1.3.3.4.1 MPLC en phase normale

3.1.3.3.4.1.1 Matériel

Colonne de séparation a silice de marque Buchi de différentes tailles : 23 x 1,5 cm, 46 x1,5
cm, France

Pompe : Gilson modéle 303, USA

Module manométrique : Gilson modele 802C, USA

Collecteur de fractions : Pharmacia Biotech SuperFrac, Suede.

Phase stationnaire : gel de silice 60 en phase normale (Merck, 15-40 pm)

Phase mobile: CHCIz-MeOH-H20 (100:0:0, 95:5:0, 90:10:0, 90:10:1; 80:20:2; 70:30:5;
60:32:7; 0:100:0).

3.1.3.3.4.2 MPLC en phase inverse RP18

3.1.3.3.4.2.1 Matériel

Colonnes de marque Buchi de différentes longueurs 46x1,5 cm et 23x1,5 cm.

Pompe : Buchi Pump Manager C-615 a deux pompes (pour I’H20 et I’autre pour le MeOH),
France

Module de pompe : Buchi Pump Module C-601, France

Collecteur de fractions : Buchi C-660, France

Phase stationnaire : gel de silice en phase inverse RP18 (Silicycle, 75-200um)

Phase mobile : MeOH-H20 en mode gradient linéaire

3.1.4 Déterminations structurales des composeés purifiés

La spectrométrie de masse et la résonance magnétique nucléaire RMN monodimensionnelle
1D (*H et 13C) et bidimensionnelle 2D (COSY, ROESY, HSQC, HMBC, TOCSY, ROESY)
ont été utilisées pour I’analyse structurale des différents composés.

3.1.4.1 La spectrométrie de masse

C’est une technique analytique qui joue un rdle important dans 1’analyse des métabolites
secondaires grace a sa sensibilité et de son importante capacité de détection. Elle donne des
informations telles que le poids moléculaire du composé ainsi que des informations sur la
fragmentation de ces derniers.

Les molécules d’intérét sont introduites dans la source d’ionisation du spectroméetre de masse,

ou ils sont alors ionisés pour acquérir des charges positives et négatives. Les ions se déplacent
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ensuite a travers 1’analyseur de masse, puis entre en contact avec le détecteur qui est relié a un
systeme informatique. L’ordinateur affiche graphiquement les signaux en tant que spectre de
masse montrant 1’abondance relative des signaux en fonction de leur rapport masse/charge
(m/z) (Menet, 2011).

3.1.4.1.1 Matériel

HR-ESI-MS (High Resolution- ElectroSpray lonization, mode ion positif) et ESI-MS
(ElectroSpray lonization, mode ion negatif) ont été réalisées sur un spectrométre Q-TOF 1
micromass, USA.
3.1.4.1.2 Les méthodes d’ionisations

L’ionisation d’une molécule peut étre obtenue par différents procédés. La méthode
d’ionisation par électrospray a eté utilisee pour déterminer la masse moléculaire de nos
molécules pures.
3.1.4.1.2.1 lonisation Electrospray (ESI)

Plus récemment, 1’ionisation électrospray est devenu 1’un des outils d’analyse les plus
efficaces pour la caractérisation structurale d’une variété de molécules polaires et
thermolabiles (Figure 56). L’ionisation par ESI de la spectrométric de masse peut étre divise
en trois étapes: nébulisation d’une solution de 1’échantillon en gouttelettes chargées
électriqguement, la libération d’ions a partir des gouttelettes, et le transport dans le vide des
ions a partir de la région de source d’ionisation (a la pression atmosphérique) jusqu’a

I’analyseur de masse (Ho et al., 2003).
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Figure 56: Mécanisme de I’ionisation par électrospray (Ho et al., 2003)
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3.1.4.2 Résonance magnétique nucléaire

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire exploite le phénoméne RMN.

Le phénoméne étant consacré a I’observation des propriétés de certains noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire (rotation en anglais), par exemple H, *C, 10, °F, 3!p, 12°Xe. .,
placés dans un champ magnétique. Lorsqu’ils sont soumis a un rayonnement
électromagnétique ou radiofréquence, le plus souvent appliqué sous forme d’impulsions, les
noyaux atomiques peuvent absorber I’énergie du rayonnement puis la relacher lors de la
relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénoméne de résonance correspond a une
fréquence tres précise, dépendant du champ magnétique et d’autres facteurs moléculaires.

La spectrométrie RMN est indiquée pour I’¢lucidation structurale d’une quantité
limitée d’échantillon. Les données RMN sont enregistrées sous forme d’expériences
monodimensionnelles et bidimensionnelles, chaque expérience fournit des informations
spécifiques a la détermination de la nature de la génine, la structure et la configuration des
sucres, 1’enchainement des sucres ainsi que les points de fixations du sucre sur la génine
(Fujiwara et Masuda, 1962, Crowley, 2020).
3.1.4.2.1 Matériel

Les spectres RMN sont enregistrés a ’aide d’un spectromeétre UNITY-600/Varian
INOVA 600 (Agilent Technologies, USA) équipé d’un systtme SUN4 L-X DIM a la
fréquence de fonctionnement de 600 MHz (mégaherzt). Enregistrement RMN-'H a 600 MHz
et RMN-C a 150 MHz. Le solvant de mesure est le méthanol deutéré (CD3zOD) pour les
molécules polaires ou le chloroforme deutéré (CDCIs) pour les apolaires.
3.1.4.2.2 Les spectres monodimensionnels
3.1.4.2.2.1 RMN- 'H

Le spectre RMN du proton d’une molécule est généralement constitué¢ de plusieurs
signaux de résonance. Les diverses fréquences de résonance correspondent aux différents
types de proton de la molécule, c’est-a-dire & des protons situés dans des environnements
différents. Le spectre RMN- 'H d’une molécule permet de distinguer trois zones de
résonances :

- De0.3a3ppm, les protons de la génine en particulier les méthyles.

- De 3 a 4.5 ppm, les protons osidiques (sauf les protons anomériques) et quelques
protons de la génine situés sur des carbones hydroxylés.

- De4.5a6 ppm, les protons anomériques sous la forme de doublets ou de singulets

élargis, et les protons éthyléniques de la génine.
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3.1.4.2.2.2 RMN-2C

Le spectre de RMN-13C présente les zones de résonances suivantes :
De 10 a 60 ppm, les carbones de la génine.
De 60 a 90 ppm, les carbones osidiques (sauf les anoméres) et certains carbones hydroxylés
de la génine.
Au-dela de 90 ppm, les carbones anomeriques des sucres entre 90 et 110 ppm, le plus blindé
étant celui du sucre lié par une liaison ester, et des carbones quaternaires de la génine.
3.1.4.2.2.3 Le spectre DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Avec le développement de la RMN du 3C et en particulier la RMN multi-
impulsionnelle, il est possible d’obtenir des spectres "DEPT" qui permettent de différencier
les quatre types de carbones. Il faut savoir lire un spectre DEPT car il permet de régler les
problemes de superpositions lorsque les carbones ne portent pas le méme nombre
d’hydrogéne. Dans ce type de spectre,

- Le signal du carbone primaire (carbone porteur de 3 H) n'est pas affectée
- Le signal du carbone secondaire (carbone porteur de 2H), est inversé (sens négatif)
- Le signal du carbone tertiaire (carbone porteur de 1H) n'est pas affecté
- Le signal du carbone quaternaire est totalement absent.
3.1.4.2.3 Les spectres bidimensionnels

Les spectres RMN (proton et carbone) des composés naturels donnent des signaux qui
se chevauchent et complique donc D’interprétation des spectres. Ce pendant, le couplage
interatomique qui est visible par I’analyse des spectres bidimensionnels permet d’élucider
aisément la structure chimique du compose.
3.1.4.2.3.1 RMN bidimensionnelle Hétéronucléaire
3.1.4.2.3.1.1 Héteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC)

L’interprétation des spectres HSQC met en évidence les couplages hétéronucléaires
directs YJn.c . A laide du spectre HSQC, la majorité des carbones protonés sont alors
déterminés.
3.1.4.2.3.1.2 Héteronuclear Multiple-Bond Correlation (HMBC)

Cette expérience permet d’établir les couplages hétéronucléaires a longue distance
avec les constantes de couplage 2Ju.c ou 3Ju.c L interprétation des spectres HMBC optimise
I’élucidation structurale de 1’aglycone et est essentielle pour déterminer les séquences
osidiques, ainsi que la liaison osidique sur 1’aglycone et des acides organiques (Willow,
2011).
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3.1.4.2.3.2 RMN bidimensionnelle Homonucléaire
3.1.4.2.3.2.1 Correlated Spectroscopy (COSY)

L’expérience COSY met en évidence les protons avec les couplages germinaux 2Ju-n
et les couplages vicinaux 3Jus . Cette expérience est utilisée pour déterminer 1’ordre des

protons voisins dans un squelette de sucres (Figure 57).
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Figure 57 : Corrélations COSY
3.4.1.2.3.2.2 Total Correlation Spectroscopy (TOCSY)

A partir de cette expérience, les corrélations de tous les protons d’un méme systéme de
spin, comme pour I’expérience COSY mais sur des constantes de couplage plus importants,
sont mis en évidence. Elle est donc importante pour 1’analyse de la structure des sucres
(Figure 58).

Figure 58 : Corrélations TOCSY
3.4.1.2.3.2.3 Rotating-frame Overhauser Effect Spectroscopy (ROESY)

Cette expeérience est utilisée pour déterminer I’enchainement des sucres et leurs points

de fixation sur la génine (Figure 59). Elle consiste a déterminer la configuration spatiale de
certains groupements par la mise en évidence des effets Overhauser entre protons proches
dans I’espace. Les corrélations intra sucres permettent de confirmer la structure des unités
osidiques (protons axiaux et équatoriaux) et d’établir leurs conformations. La technique

utilisée est proche de celle du TOCSY sauf que ’aimantation transversale est maintenue sur
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un axe horizontal pendant un temps de mixage et que le transfert de magnétisation a lieu par

couplage dipolaire (Willow, 2011).

S3Y = -+ ROFSY = HMBC (M)

Figure 59: Les corrélations observées a I’aide de différentes expériences bidimensionnelles
(Li et al., 2019).
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3.2 Résultats et discussions
3.2.1 Recherche phytochimique préliminaire

Les résultats des tests phytochimiques classiques sont représentés dans le tableau 28.
Les recherches préliminaires révelent la présence des flavonoides, des tanins, des mucilages et

des terpenoides dans les feuilles et racines du P.bovei.

Tableau 28: Résultats des reactions de caractérisation phytochimique.

Classe phytochimique Feuilles Racines
Alcaloides Réactif de Dragendorff Négatif
Réactif de Bouchardat Négatif
Réactif de Mayer Négatif
Flavonoides Positif
Tanins Recherche préliminaire Positif
Tanins galliques (Réactif de Stiasny) Positif
Tanins Réactif de Stiasny Positif
catéchiques  "Reaction de Bate-smith Positif
Saponosides Négatif
Anthracénosides Négatif
Hétérosides cardiotoniques Négatif
Mucilages Positif
Coumarines Négatif
Terpenoides Positif
Stéroides Négatif

Calcul de ’indice de mousse :

Le tube dont la hauteur de mousse de 1 cm qui provient de la dilution du décocte de la
feuille est le tube n°11. L’indice de mousse (IM) est calculé donc comme suit : IM = 1000/n
avec n =11 donc IM = 90,90.

Aucune hauteur de mousse de I’ordre de 1 cm n’a été observée pour les dilutions du décocté
des racines de la plante d’ou I’impossibilité de calculer I’indice de mousse.

Les résultats phytochimiques préliminaires concordent avec les données de la
littérature vu que la famille des Lamiaceae est connu par un métabolisme secondaire orienté
vers les composés terpenoides volatils ou non, des flavonoides , des tanins,..(Frezza et al.,
2019a)

100



Partie pratique Chapitre 3 : Etude phytochimique I

3.2.2 Dosage des polyphénols, flavonoides et tanins
3.2.2.1 Rendement d’extraction

Il ressort a travers ’observation des rendements d’extractions des feuille du Phlomis
récoltés dans les deux régions mentionnées dans la figure 60 que le solvant EtOH-H.O
(75 :35) est le meilleur solvant d’extraction suivi par 1’eau, I’éthanol et I’acétate d’éthyle. Un

meilleur rendement a été obtenu avec 1’échantillon B par rapport a I’échantillon A.

T T 1937%—-19.65%.
20.00% 1~ 19.209°

| o 1392%
T 12.85%
15.00% '}" 12.48%. 3.63%

1

10.00% +
! m Echantillon A

5.00% 41 = Echantillon B
0.00%

Acétate ‘ .

d’éthyle Ethanol Eau ‘~-~_N\/

EtOH-H20
(75:35)

Figure 60: Rendement d’extraction
Echantillon A : P.bovei récolté a Chlef ; Echantillon B : P.bovei récolté a Bouira

3.2.2.2 Dosage des polyphénols

Un polyphénol témoin (acide gallique) a été utilisé pour établir la gamme d’étalon (Figure 61)
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Figure 61: Courbe d’étalonnage de ’acide gallique (765 nm)
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Les résultats du dosage des polyphénols obtenus dans les échantillons A et B sont mentionnés
dans le tableau 29.

Tableau 29: Dosage des polyphénols dans les feuilles de P.bovei.

Solvant Echantillon A Echantillon B
(mg EAG/g ES) (mg EAG/g ES)

Eau 13,86 £ 0,41 45,81 + 0,25*
Ethanol (EtOH) 44,49 + 0,96 45,17 + 1,05**
EtOH-H,0 (75 :35) 51,30 + 1,38 52,17 +1,08**
Acétate d’éthyle 7,10 + 0,38 7.12 + 0,35**

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD (Standard deviation).
Mg EAG/QES : mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec.
Test t Student, Echantillon B vs Echantillon A,*P<0, 0001,**P>0, 05

La variation de la teneur en polyphénols dans les extraits de chaque échantillon est
hautement significative (Test Anova, p < 0,0001).

Selon le test t Student, les valeurs obtenues dans 1’échantillon A et B ne révelent pas
de difference significative (P > 0,05) sauf pour les extraits aqueux (P<0,0001), toutefois,
I’échantillon B semble étre le plus riche et I’extrait hydroalcoolique de I’échantillon B
enregistre les teneurs en polyphénols totaux les plus élevés (52,17 + 1,08 EAG/g ES)

Ces résultats sont plus ou moins en accord avec ceux rapportés dans des études
antérieures sur I’extrait méthanolique de deux autres espéces récoltées en Chine : P.umbrosa
Turcs. (39,43 = 0,44 EAG/g ES) et P. megalantha Diels (55,20 + 0,88 EAG/g ES) (Zhang et
Wang, 2009) ainsi que sur I’extrait méthanolique de deux espéces turques :P. pungens var.
pungens (41,10 £ 2,69 EAG/g ES), P. nissolii L.(50,83 + 1,11 EAG/g ES) (Sarikurkcu et al.,
2014) et inferieurs a ceux retrouvés dans I’extrait hydroalcoolique de trois especes récoltées
en Jordanie : P. brachyodon (Boiss.) Zohary ex Rech.f. (216.80 + 7.94 EAG/g ES), P.
platystagia Post (134.55 + 7.79 EAG/g ES) et P. viscosa Poir. (149.26+5.41 EAG/g ES) (Al-
Qudah et al., 2018)
3.2.2.3 Dosage des flavonoides

La rutine a été utilisée pour établir la gamme d’étalon (Figure 62).

La variation de la teneur en flavonoides dans les extraits de chagque échantillon A et B est

hautement significative (Test Anova, p <0, 0001) (Tableau 30).
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Figure 62: Courbe d’étalonnage de la rutine (415 nm)

Les extraits de ’échantillon B presentent les teneurs les plus élevées sauf pour I’extrait
alcoolique. La valeur la plus élevée a ete observée dans I’extrait hydroalcoolique de
I’échantillon B (216,30 + 2,30 mg ER/g ES). Cette derniére est en accord avec celle retrouvee
dans I’extrait hydroalcoolique de P. platystagia Post (223.00 £ 3.33) (Al-Qudah et al., 2018).

Les valeurs retrouvées sont superieures a celles rapportées dans des études antérieures
réalisées sur I’extrait méthanolique de deux especes chinoises P.umbrosa Turcs. (17.12+ 1.66)
et P. megalantha Diels (35.91 + 1.90) (Zhang et Wang, 2009) et sur I’extrait méthanolique
de deux especes turques : P. pungens var. pungens (56,08 = 1,13 mg ER/g ES) et P. nissolii
L.(54,60 £ 1,38 mg ER/g ES) (Sarikurkcu et al., 2014)

Tableau 30: Dosage des flavonoides dans les feuilles du P.bovei.

Solvant Echantillon A Echantillon B
(mg ER/g ES) (mg ER/g ES)
Eau 74,79 +1,19 03,58 +0,76*
EtOH 207,41 + 1,84 174,23 + 1,92*
EtOH-H,0 (75 :35) 173,07 £ 1,95 216,30 + 2,30*
Acétate d’éthyle 108,45 + 1,48 112,25 + 1,89**
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3.2.2.4 Dosage des tanins

La gamme étalon est établie avec la catéchine (0-80 ug/ml) (Figure 63).
Selon le test t Student, les teneurs en tanins condensés obtenus dans I’échantillon A et B,
représentées dans le tableau 31, ne révélent pas de différence significative (P > 0,05) sauf
pour les extrait d’acétate d’éthyle (P<0,0001).
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Figure 63: courbe d’étalonnage de la catéchine (550 nm)

Toutefois, I’extrait aqueux de 1’échantillon B enregistre les teneurs en tanins les plus
élevées suivie par 1’acétate d’ethyle, EtOH-H20, et I’éthanol sachant que 1’eau spécialement a
haute température extrait aussi d’autres substances comme les protéines, les lipides qui

peuvent causer des interférences lors du dosage des tanins (Jokic et al., 2010).

Tableau 31 : Dosage des tanins dans les feuilles du P.bovei.

Solvant Echantillon A Echantillon B
(mg ECAT/g ES) (mg ECAT/g ES)
Eau 7,27 £0,46 8,25 + 0,99**
EtOH 5,77 £ 0,87 6,37 + 0,31**
EtOH-H,0 (75 :35) 5,57 + 0,56 6,89 + 0,54**
Acétate d’éthyle 1,36 + 0,21 7,32 +0,81*

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD
mg ECAT/g ES : mg d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec.
Test t Student, Echantillon B vs Echantillon A,*P<0, 0001, **P>0, 05

Suite aux résultats des différents dosages, il a été constaté que I’extraction des

composés polyphénolique est une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs, elle

dépend de la nature chimique du composeé, du solvant utilisé et des conditions opératoires.

104



Partie pratique Chapitre 3 : Etude phytochimique I

A partir de cette étude, il en ressort que I’extrait hydroalcoolique de 1’échantillon B reste le
plus riche en composés phénoliques. Il sera alors sélectionné pour 1’évaluation de I’activité
cicatrisante.
3.2.3 Phytochimie extractive et structurale
3.2.3.1 Rendement d’extraction

Un résidu sec de couleur vert de 4,7 g a été obtenu a partir des feuilles soit un
rendement de 23,5% et 6,17 g de résidu sec de couleur marron foncé a partir des racines soit
un rendement de 12.3%.
3.2.3.2 Elucidation structurale

Il s'agit de la premiére étude phytochimique qui a porté aussi bien sur les feuilles que

sur les racines de P.bovei.

L’étude phytochimique du P. bovei a permis 1’isolement de 16 composés de structures
connues, isolés pour la premiére fois dans I’espéce algérienne. Les composes (1, 2, 4, 5, 6, 10)
ont été isoles des feuilles et les composes (1, 2, 3, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16) ont éteé
obtenus a partir des racines.

Les métabolites secondaires isolés font partie de plusieurs classes phytochimiques :
trois iridoides (1, 2, 3), deux mégastigmanes (4, 5), quatre phénylpropanoides (6, 7, 8, 9,10),
quatre lignanes (11, 12, 13,14), un nortriterpéne (15) et un phényle glucoside (16).
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3.2.3.2.1 Description du composé 1
3.2.3.2.1.1 Spectrométrie de masse

Le composé 1 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/ z 445.7 [M + Na]* (Figure 64), et 867.0 [2M + Na]", ce qui indique une
masse moléculaire de 422. Ces valeurs sont en accords avec la formule brute C17H26012.
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Figure 64: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 1

3.2.3.2.1.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.1.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMNC du composé 1 en combinaison avec le spectre DEPT nous ont
permis de mettre en évidence 17 carbones dont un méthyle, un méthoxy, un carbone
secondaire et trois carbones quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont
déterminés et attribués d’apres I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY, TOCSY,
ROESY (Figure 65).
Les signaux caractéristiques du composé sont détaillés dans le tableau 32.
Le spectre RMNH du composé 1 enregistré dans le méthanol montre des signaux de
résonance propres a un noyau iridoide (Tableau 32). En effet, on observe :
- Deux doublets résonant a 7.40 et 5.60 ppm caractéristiques des protons H-3 et H-1

respectivement.

- Un triplet résonant a 3.94 ppm attribué aux protons H-6.

- Un doublet résonant a 3.54 ppm correspondant au proton H-7.
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- Un signal sous forme d’un doublet de doublet résonant a 2.79 ppm correspondant au proton

H-9

- Un singulet résonant a 3.72 ppm caracteéristique d’un groupement méthoxy.

- Un singulet résonant a 1.20 ppm attribuable a un groupement méthyle.

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet de caractériser

les couplages entre :

- Le proton résonant a 5.60 ppm attribué au proton H-1 et les carbones C-1' et C-3. Le

couplage du proton H-1 et le carbone anomére C-1' du glucose confirme que ce dernier est lié

au C-1 de la génine.

- Le proton H-3 et un carbone quaternaire résonant a 169.5 ppm caractéristique d’une fonction

carboxyle, ainsi qu’avec un autre carbone quaternaire a 111.6 ppm qui ne peut étre que le C-4,

ceci implique alors que le carbone quaternaire C-4 porte un groupement COOCHes.

- Le proton H-5 & 2.92 ppm et les carbones C-4 et -C6 a 111.6 et 77.8 ppm respectivement.

- Le proton H-7 a 3.54 ppm et les carbones C-5, C-6 et C-8 a 37.7, 77.8 et 78.6 ppm
respectivement.

- Les protons du groupement méthyle a 1,2 ppm et le carbone C-9 a 48.5 ppm, ainsi qu’un

carbone quaternaire résonant a 78.6 ppm ne peut étre que le carbone C-8.
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Figure 65: Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 1
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32.3.2.1.2.2 Détermination du sucre

Le spectre RMNH montre des signaux caractéristiques d’un hexose, par la présence
d’un seul proton anomérique H-1' résonant sous forme d’un doublet a 4.60 ppm, et des
signaux dans ’intervalle entre 3.15 et 3.88 ppm (Figure 66).
L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomére H-1' et le proton H-2' résonant
a 3.15 ppm (dd, J = 8.0, 9.0 Hz).
La corrélation HMBC entre H-1 qui résonne a 5.60 ppm et le carbone C-1" qui apparait a

99.8 ppm suggeére que le sucre est fixé au C-1 de l'aglycone.
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Figure 66 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé 1.

Les grandes valeurs de constantes de couplage des protons du sucre indiquent que les
protons sont axiaux. I1 s’agit donc d’un D glucose de configuration f au regard de la constante
de couplage J1>= 8.1 Hz.

Au vu des résultats d’analyses de tous les spectres, le composé 1 est un iridoide

glycoside et a été identifié comme Lamalbide (Figure 67).
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Tableau 32 : Valeurs des données de spectres RMN tH et RMN C du composé 1
(CDsOD, RMN**C: 150 MHz, RMN*H: 600 MHz)

on (ppm), J(H2) dc ppm

Aglycone

1 5.60 (d, 2.0) 94.8
3 7.40 (d, 0.8) 152.8
4 / 111.6
5 2.92 (dd, 10.8, 3.6) 37.7
6 3.94 (t, 4.0) 77,8
7 3.54 (d, 4.8) 78.9
8 / 78.6
9 2,79 (dd, 10.4,2.0) 485
10 1.20 (s) 22.1
11 / 169.5
12-OCHs 3.72 (s) 51.8
B-glucose

1 4.60 (d, 8.1) 99.8
2 3.15(dd, 8.0,9.00 74.6
3 3.34 (t, 8.8) 77.9
4 3.24 (t, 8.8) 71.6
5 3.31 (m) 78.3
6o 3.65(dd, 12.0,6.4) 62.8
6B 3.88 (dd, 12.0, 2.0)

“~ "\ HMBC

m— COSY

Figure 67: Structure du compose naturel 1.

109



Partie pratique Chapitre 3 : Etude phytochimique I

3.2.3.2.2 Description du composé 2
3.2.3.2.2.1 Spectrométrie de masse

Le composé 2 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/ z 429.7 [M + Na]*ce qui indique une masse moléculaire de 406. Ces valeurs
sont en accords avec la formule brute C17H26011.
3.2.3.2.2.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.2.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMN*C et le DEPT du composé 2 nous ont permis de mettre en évidence
17 carbones dont un méthyle, un méthoxy, deux carbones secondaires et trois carbones
quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et attribués d’apres
I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY, ROESY (Figure 68). Les signaux
caractéristiques du composé 2 sont détaillés ci-dessous.

Le spectre RMN®H du composé 2 enregistré dans le méthanol montre des signaux de
résonance propres a un noyau iridoide (Tableau 33). En effet, on observe :
- Deux doublets résonant a 7.40 et 5.56 ppm caractéristiques des protons H-3 et H-1
respectivement.
- Un multiplet résonant a 4.26 ppm attribué au proton H-6.
- Un doublet de doublet résonant a 2.00 et 1.81 ppm correspondant aux deux protons H-7a. et
H-7p.
- Un signal sous forme d’un doublet de doublet résonant a 2.60 ppm correspondant au proton
H-9.
- Un singulet résonant & 3.72 ppm caractéristique d’un groupement méthoxy.
- Unssingulet résonant a 1.25 ppm attribuable a un groupement méthyle.
L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :
- Le proton résonant a 5.60 ppm attribué au proton H-1 et les carbones C-1' et C-3. Le
couplage du proton H-1 et le carbone anomere C-1' du glucose confirme que le glucose est lié
au C-1 de la génine.
- Le proton H-3 et un carbone tertiaire C-5 résonant a 41.4, un carbone quaternaire résonant a
169,5 ppm caractéristique d’une fonction carboXyle, ainsi qu’avec un autre carbone
quaternaire a 111.6 ppm qui ne peut étre que le C-4, ce qui implique que le carbone
quaternaire C-4 porte un groupement COOCHs.
- Le proton H-5 a 3.00 ppm et les carbones C-6 et C-8 a 77.4 et 79.0 ppm respectivement.
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- Le proton H-7a a 2.00 ppm et les carbones C-5, C-6 et C-8 a 41.4, 77.4 et 79.0 ppm
respectivement.

- Les protons du groupement méthyle a 1.25 ppm et les carbones C-7 et C-9 a 49.2 et 51.7

ppm respectivement, ainsi qu’un carbone quaternaire résonant a 79.4 ppm qui ne peut étre que

le carbone C-8.

J.LL‘..JLML_( I ,\_JL,LA,

Figure68 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 2

3.2.3.2.2.2.2 Détermination du sucre

Le spectre RMNH montre également des signaux caractéristiques d’un hexose, par la
présence d’un seul proton anomérique H-1' résonant sous forme d’un doublet a 4.62 ppm, et
des signaux dans I’intervalle entre 3.16 et 3.88 ppm (Figure 70).
L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomeérique H-1' et le proton H-2'
résonant a 3.16 ppm (dd, 9.2, 8.0 Hz).
La corrélation HMBC entre H-1 qui résonne a 5.56 ppm et le carbone C-1" qui apparait a
99.8 ppm suggeére que le sucre est fixé au C-1 de I'aglycone.

Cette analyse spectrale nous a permis d’attribuer tous les protons et les carbones
constituant cette molécule. Le composé 2 est un iridoide glycoside identifié comme le

shanzhiside méthyle ester (Figure 69).

Figure 69: Structure chimique du composé naturel 2.
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Figure 70 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du compose 2.

Tableau 33: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *3C du composé 2
(CD30OD, RMN®C: 150 MHz, RMN*H: 600 MHz)

on (ppm), J(Hz) dc ppm

Aglycone
1 5.56 (d, 2.4) 94.8
3 7.40 (d, 0.8) 152.8
4 / 111.4
5 3.00 (dd, 10.0, 3.6) 41.4
6 4.26 (m) 77.4
Ta 2.00 (dd, 13.2, 6.4) 49.2
7B 1.81 (dd, 13.2, 6.0)
8 / 79.0
9 2.60 (dd, 10.4, 2.8) 51.7
10 1.25(s) 24.6
11 / 169.7
12-OCHs 3.72 (5) 51.8
B-glucose
1 4.62 (d, 8.0) 99.8
2 3.16 (dd, 9.2, 8.0) 74.6
3 3.34 (t, 9.0) 78.0
& 3.24 (t, 8.8) 71.6
5 3.30 (m) 78.3
6a 3.64 (dd, 12.0, 6.0) 62.8
6B 3.88 (dd, 12.0, 2.4)
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3.2.3.2.3 Description du composé 3
3.2.3.2.3.1 Spectrométrie de masse

Le composé 3 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m / z 443.0 [M + Na]" et 863.1 [2M + Na]*, ce qui indique une masse

moléculaire de 420 (Figure 71). Ces valeurs sont en accords avec la formule brute C17H24012.
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Figure 71: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 3

3.2.3.2.3.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.3.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMNC avec le DEPT du composé 3 nous ont permis de mettre en
évidence 17 carbones dont un méthyle, un méthoxy, un carbone secondaire et quatre carbones
quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et attribués d’apres
I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY, ROESY (Figure 72).

Le spectre RMN*H du composé 3 enregistré dans le méthanol montre des signaux de
résonance propres a un noyau iridoide (Tableau 34). En effet, on observe :
- Un doublet et un singulet résonants a 5.47 et 7.45 ppm caractéristiques des protons H-1 et H-
3 respectivement.
- Un doublet résonant a 4.30 ppm attribué au proton H-6.

- Un singulet a 3.44 ppm correspondant au proton H-7.
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- Un signal sous forme d’un doublet résonant a 2.51 ppm correspondant au proton H-9.
- Un singulet résonant a 3.72 ppm caracteristique d’un groupement méthoxy H-12.
- Un singulet résonant a 1.48 ppm attribuable a un groupement méthyle H-10.
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Figure 72: Spectre HSQC de la partie aglycone du compose 3

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :
- Le proton résonant a 5.47 ppm attribué au proton H-1 et le carbone C-1'. Ce couplage
confirme que le glucose est lié au C-1 de la génine.
- Le proton H-3 avec un carbone tertiaire résonant a 96.8 ppm et trois carbones quaternaires
C-5, C-4 et C-11 qui résonnent a 74.9, 113.0 et 169.0 respectivement. Le carbone quaternaire
résonant a 169,5 ppm est caractéristique d une fonction carbonyle.
- Le proton H-7 a 3.44 ppm et les carbones C-5 et C-6 a 74.9 et 77.6 ppm respectivement.
- Les protons du groupement méthyle a 1.48 ppm et les carbones C-7, C-8 et C-9 a 65.9, 63.7
et 54.4 ppm.
L’expérience COSY nous a permis de relier le proton H-1 et le proton H-9 ainsi que le proton
H-6 et H-7.
3.2.3.2.3.2.2 Détermination du sucre

Le spectre proton montre également des signaux caractéristiques d’un hexose, par la
présence du proton anomeérique H-1' résonant sous forme d’un doublet a 4.70 ppm (Figure

73), et des signaux dans I’intervalle entre 3.20 et 3.91 ppm.
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L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomére H-1' et le proton H-2' résonant

a 3.23 ppm (dd, 9.2, 8.0 Hz).
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Figure 73 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du compose 3.

La corrélation HMBC entre H-1 qui résonne a 5.47 ppm et le carbone C-1" qui

apparait a 99.9 ppm suggere que le sucre est fixe au C-1 de I'aglycone.

Les grandes valeurs des constantes de couplage des protons du sucre indiquent que les protons

sont axiaux. Il s’agit donc d’un D glucose de configuration  au regard de la constante de

couplage Ji1-2= 8.0 Hz.

Cette analyse spectrale nous a permis d’attribuer tous les protons et les carbones

constituant cette molécule. Le composé 3 est un iridoide glycoside identifié comme le

Sésamoside (Figure 74).
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Tableau 34 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN **C du composé 3
(CDsOD, C: 150 MHz, tH: 600 MHz)

dn (ppm), J(H2) dc ppm
Aglycone
1 5.47 (d, 8.8) 96.8
3 7.56 (s) 1554
4 / 113.0
5 / 74.9
6 4.30 (d, 1.6) 7.8
7 3.45 (s) 65.9
8 / 63.7
9 2.51 (d, 8.8) 54.4
10 1.48 (s) 17.7
11 / 169.0
12-OCHs 3.73 (s) 52.2
B-glucose
1 4.70 (d, 8.0) 99.9
2 3.23 (dd, 9.2, 8.0) 74.7
3 3.37(t, 8.8) 77.7
4 3.20 (t, 8.8) 71.8
5 3.30 (m) 78.7
6o 3.60 (dd, 12.0, 6.8) 63.0
6B 3.91 (dd, 12.0, 2.4)

Figure 74: Structure chimique du composé naturel 3
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3.2.3.2.4 Description du composé 4
3.2.3.2.4.1 Spectrométrie de masse

Le composé 4 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m /z 411.7 [M + Na]* et un autre a m/z 799.1 [2M + Na]* ce qui indique une

masse moléculaire de 388 (Figure 75). Ces valeurs sont en accords avec la formule brute

C19H320s.
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Figure 75: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 4

3.2.3.2.4.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.4.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMNC avec le DEPT du composé 4 , nous ont permis de mettre en
évidence 19 carbones dont quatre méthyles, trois carbones secondaires et trois carbones
quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et attribués d’apres
I’analyse des spectres, HSQC, HMBC, COSY, ROESY (Figure 76).

Le spectre RMN*H du composé 4 enregistré dans le méthanol montre des signaux de
résonance propres a un mégastigmane (Tableau 35). En effet, on observe :
- Un doublet de doublet de doublet résonant a 1.54 ppm caractéristiques du proton H-2

- Deux doublets de doublets résonant a 1.60 ppm et 2.25 ppm attribués au proton H-4
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- Un doublet et un doublet de doublet résonant a 5.94 et 5.72 correspondants aux protons H-7
et H-8 respectivement.

- Un signal sous forme de doublet de doublet de doublet résonant a 4.40 ppm correspondant
au proton H-9.

- Trois singulets qui résonnent & 1.11 ppm, 0.96 ppm et 1.18 ppm caractéristiques des protons
H-11, H-12 et H-13 correspondent aux groupements méthyles.
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Figure 76: Spectre HSQC du composé 4.

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC nous a permis
d’observer les couplages entre :
- Le proton résonant a 4.40 ppm attribué au proton H-9 et le carbone C1'. Ce couplage
confirme que le glucose est lié au C-9 de la génine.
- Le proton H-4 résonant a 2.25 ppm avec deux carbones quaternaires C-5 et C-6 qui
résonnent a 71.1 et 68.0 respectivement et un carbone tertiaire C-3 résonant a 64.5 ppm.
- Le proton H-13 du groupement méthyle résonant a 1.18 ppm et les carbones C4, C5 et C6

qui résonnent a 41.5, 71.1 et 68.0 ppm respectivement.
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3.2.3.2.4.2.2 Détermination du sucre

Le spectre proton montre des signaux caractéristiques d’un hexose. On a noté la
présence du proton anomeérique H-1' résonant sous forme d’un doublet a 4.34 ppm (Figure
76), et des signaux dans I’intervalle entre 3.20 et 3.80 ppm. L’expérience COSY nous a
permis de relier le proton H-1"et le proton H-2", le proton H-2" et H-3" et le proton H-3"et H-
4", La corrélation HMBC entre H-9 qui résonne a 4.40 ppm et le carbone C-1" qui apparait a
102.6 ppm suggére que le sucre est fixé au C-9 de I'aglycone.

Les grandes valeurs des constantes de couplage des protons du sucre indiquent que les
protons sont axiaux. Il s’agit donc d’un D glucose de configuration § au regard de la constante
de couplage Ji12=7.6 Hz.

Au vu de ces résultats, le compose 4 est un megastigmane glycoside identifie comme
le 3B-hydroxy-5a,6a-epoxy-B-ionol 9-O-B-D glucopyranoside nommé Phlomuroside (Figure
77).

Tableau 35 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN **C du composé 4
(CD30D, C: 150 MHz, H: 600 MHz)

o1 (ppm), J(H2) dc ppm
Aglycone
1 / 35.9
2 1.54 (ddd, 12.4, 3.6, 3.2) 479
1.20 (dd, 12.8, 10.8)
3 3.73(m) 64.5
4 1.60 (dd, 14.4, 9.2) 41.5
2.25 (dd, 14.0, 6.8)
5 / 71.1
6 / 68.0
7 5.94 (d, 15.6) 127.7
8 5.72 (dd, 15.6, 6.8) 137.1
9 4.40 (ddd, 7.5, 6.4, 0.8) 76.9
10 1.28 (d, 6.4) 20.9
11 1.11 (s) 30.1
12 0.96 (s) 25.1
13 1.18 (s) 20.2
B-glucose
1 4.34 (d, 7.6) 102.6
2 3.17 (dd, 9.2, 7.6) 75.2
3 3.34 (m) 78.0
4 3.33 (m) 71.3
5 3.21 (m) 77.9
6 3.67 (dd, 12.0, 4.7) 62.8

3.80 (dd, 12.0, 2.4)
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HO
HO

Figure 77: Structure chimique du composeé naturel 4.

3.2.3.2.5 Description du composé 5
3.2.3.2.5.1 Spectrométrie de masse

Le composé 5 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m /z 411.9 [M + Na]" et un autre a m/z 799.2 [2M + Na]* ce qui indique une

masse moléculaire de 388 (Figure 78). Ces valeurs sont en accords avec la formule brute

C19H320s.
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Figure 78: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 5
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3.2.3.2.5.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.5.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMN®C avec le DEPT du composé 5 , nous ont permis de mettre en
évidence 19 carbones dont quatre méthyles, deux carbones secondaires, trois carbones
quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et attribués d’apres
I’analyse des spectres : HSQC, HMBC, COSY, ROESY (Figure 79).

Le spectre RMN'H du composé 5 enregistré dans le méthanol montre des signaux de
résonance propres a un mégastigmane (Tableau 36). En effet, on observe :
- Un doublet de doublet de doublet résonant a 1.42 ppm caractéristiques du proton H-2
- Un doublet résonant a 3.82 ppm attribué au proton H-4.
- Un doublet et un doublet de doublet résonant a 6.06 et 5.58 correspondants aux protons H-7
et H-8 respectivement
- Un signal sous forme de doublet de doublet de doublet résonant a 4.42 ppm correspondant
au proton H-9
- Trois singulets résonant a 1.03 ppm, 1.06 ppm et 1.82 ppm caractéristiques des protons des

groupements méthyles H-11, H-12 et H-13.
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Figure 79 : Spectre HSQC du composé 5.
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L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC nous a permis
d’observer les couplages entre :

- Le proton résonant a 4.42 ppm attribué au proton H-9 et le carbone C1'. Ce couplage
confirme que le glucose est lié au C-9 de la génine.

- Le proton H-2 avec un carbone quaternaire C-1 et un carbone tertiaire C-3, résonant a 37.7
ppm et 67.9 ppm respectivement.

- Le proton H-13 du groupement méthyle qui résonne a 1,82 ppm et les carbones C-4, C-5 et
C-6 272.5,129.1 et 142.2 ppm respectivement.

3.2.3.2.5.2.2 Détermination du sucre

Le spectre proton montre des signaux caractéristiques d’un hexose. On a constaté la
présence du proton anomeérique H-1' résonant sous forme d’un doublet a 4.38 ppm (Figure
79), et des signaux dans I’intervalle entre 3.18 et 3.79 ppm.

L’expérience COSY nous a permis de relier les deux protons H-1"et H-2", les deux protons H-
2" et H-3, les deux protons H-4" et H-5" et les deux protons H-5"et H-6".

La corrélation HMBC entre H-1 qui résonne a 4.42 ppm et le carbone C-1" qui apparait a
102.4 ppm suggere que le glucose est fixé au C-9 de I'aglycone.

Les grandes valeurs des constantes de couplage des protons du sucre indiquent que les
protons sont axiaux. I1 s’agit donc d’un D glucose de configuration § au regard de la constante
de couplage J1-2=8.0 Hz.

A la lumiere de ces résultats, le composé 5 est un mégastigmane glycoside identifié
comme le 5,7 megastigmadiene-3, 4, 9-triol 9-O-pB-D glucopyranoside nommé Vajicoside
(Figure 80).
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Tableau 36: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *3C du composé 5
(CDsOD,*3C: 150 MHz, 'H: 600 MHz)

o1 (ppm), J(HZ) dc ppm

Aglycone

1 / 37.7
2 1.42 (ddd, 12.4, 3.5, 3.2) 41.6

1.76 (t, 12.4)

3 3.74 (dt, 12.8, 4.0) 67.9
4 3.82 (d, 4.0) 72.5
5 / 129.1
6 / 142.2
7 6.06 (d, 16.0) 128.7
8 5.58 (dd, 16.0, 6.8) 138.5
9 4.42 (ddd, 7.6, 6.8, 1.2) 77.8
10 1.32 (d, 6.4) 21.2
11 1.03 (s) 30.3
12 1.06 (s) 27.8
13 1.82 (s) 19.9
B-glucose

1 4.38 (d, 8.0) 102.4
2 3.18 (m) 75.3
3 3.34 (m) 78.0
4 3.34 (m) 71.3
5 3.20 (m) 77.9
6 3.79 (dd, 11.6, 2.4) 62.4

3.67 (dd, 11.6, 5.2)

HO
HO

Figure 80: Structure chimique du composé naturel 5
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3.2.3.2.6 Description du composé 6
3.2.3.2.6.1 Spectrométrie de masse

Le composé 6 montre dans le spectre de masse obtenu par ionisation par
eletronébulisateur de haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z 647.8 [M + Na]*(Figure 81). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic
d’ion pseudo- moléculaire a m/z 624.2 [M - H] ce qui indique une masse moléculaire de 624
(Figure 82). Ces valeurs sont en accords avec la formule brute C29H3z601s.
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Figure 81 : Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 6
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Figure 82: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 6
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3.2.3.2.6.2 Spectroscopie RMN

Le spectre RMN®C avec le DEPT du composé 6 nous ont permis de mettre en
évidence 29 carbones dont un méthyle, trois carbones secondaires et sept carbones
quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et attribués d’apres
I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY, ROESY (Tableau 37).
3.2.3.2.6.2.1 Détermination de I’aglycone

Le spectre RMN *H du composé 6 enregistré dans le CDsOD a 600 MHz montre des
signaux de résonance propres a un noyau phényléthanoide (Figure 83). En effet, on observe :
- Un multiplet qui apparait & 2.69 ppm est attribué aux protons p -CH> de la chaine latérale
alors que les deux protons de a-CH: ne sont pas équivalents et apparaissent sous forme de
multiplets a 3.56 et 4.04 ppm.
- Un doublet avec une faible constante de couplage (J=2.0) résonant a 6.69 ppm, un doublet a
6.67 ppm (J= 8.0 Hz) et un doublet de doublet a 6.65 ppm (J=8.0, 2.0 Hz) sont
respectivement attribués aux protons H-2, H-5 et H-6 de la partie aglycone.
L’acide caféique porte deux protons oléfiniques en position trans apparaissant sous forme de
doublets a 7.58 et 6.17 ppm (J= 16.0 Hz)
Un doublet avec une faible constante de couplage (J=1.6) résonant a 7.02 ppm, un doublet a
6.77 ppm (J= 8.0 Hz) et un doublet de doublet a 6.94 ppm (J= 8.0, 1.6 Hz) sont

respectivement attribués aux protons H-2', H-5' et H-6' du noyau aromatique de I’acide
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Figure 83 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 6
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L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :

- Le proton résonant a 3.56 ppm attribué au proton de I’ o -CH> et le carbone anomeére C-1"du
glucose ce qui confirme que la partie aglycone est liée au glucose par le C-1"

- Le proton résonant a 6.66 ppm qui apparait sous forme de doublet, attribué au proton H-5 et
les carbones C-1, C-3, C-4, C-6.

- Le proton qui apparait & 6.77 ppm attribué au proton H-5 et le carbones C-6

- Le triplet, inhabituellement déblindé du proton H-4"du glucose, résonant a 4.90 ppm indique
une jonction en C-4" avec le carboxyle de I’acide caféique.

3.2.3.2.6.2.2 Détermination des sucres

RMN 2C montre des signaux caractéristiques de deux hexoses. L’expérience HSQC et
RMN'H indiquent la présence de deux anoméres. Le proton anomeére H-1" du glucose
résonant sous forme d’un doublet a 4.36 ppm (J=7.6) et un deuxieme proton anomeére H-1"
typique d’un rhamnose qui apparait a 5.18 ppm avec une petite constante de couplage (J=1.2).
Le doublet du méthyle H-6" du rhamnose est repéré a 1.08 ppm (J= 6.4 Hz) (Figure 84).

La constante de couplage élevee Ji» = 7.6 Hz du doublet du proton anomeriques du
glucose résonant a 4.36 ppm indique une B-configuration. L’expérience COSY nous a permis
de relier le proton anomére H-1"et H-2" qui resonnent a 4.36 et 3.38 ppm respectivement et le
proton anomérique H1"” et H2" résonant a 5.18 et 3.92 ppm respectivement.

La liaison interglucidique a été déterminée par 1’observation de ’HMBC entre H-1" du
rhamnose qui apparait a 5.18 ppm et C-3" du glucose qui résonne a 81.6 ppm

Ces attributions nous ont permis de conclure que le composeé 6 est un phényléthanoide
glycoside dont la structure est élucidée au 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)éthyle-3-O-(a-L-
rhamnopyranosyl)-4-O-[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoyl]-B-D-glucopyranoside

nommeé : le verbascoside (Actéoside) (Figure 85).
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Figure 84 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du compose 6.
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Tableau 37 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *C du composé 6
(CDsOD, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)

oH (ppm), J(H2)

dc (ppm)

Aglycone

QO U WNBEF

p

B- glucose
1 14

2"

3 14

4"

5 14

6"

a-rhamnose
17

o

3/[/

4II/

5/[/

6[[/

Acide caféique
1’

ORe QU R WN

/
6.69 (d, 2.0)
/

/
6.66 (d, 8.0)
6.65 (dd, 8.0, 2.0)
3.56 (m)
4.03 (m)
2.80 (m)

4.36 (d, 7.6)
3.38(dd, 9.2, 8.0)
3.8(t,9.2)

4.9 (m)

3.52 (m)

3.52 (m)

3.62 (m)

5.18 (d, 1.2)

3.92 (dd, 2.8, 1.6)
3.56 (m)

3.29 (m)

3.55 (m)

1.08 (d, 6.4)

/
7.05 (d, 1.6)

/

/
6.7 (d, 8.0)
6.94 (dd, 8.0, 1.6)
6.27 (d, 15.6)
7.58 (d, 15.6)

/

131.4
117.1
146.1
144.4
116.2
121.2
72.2

36.5

104.1
76.1
81.6
70.5
76.0
62.3

103.0
72.3
72.0
73.7
70.4
18.4

127.6
115.2
146.8
149.7
116.5
123.2
114.6
148.0
168.2
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3.2.3.2.7 Description du composé 7
3.2.3.2.7.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 7 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m
/z 807.7 [M + Na]* (Figure 86). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z 784.3 [M - H] (Figure 87), ce qui indique une masse moléculaire de 784.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute CssHasO10.
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Figure 86: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 7
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Figure 87 : Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 7
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3.2.3.2.7.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.7.2.1 Détermination de la génine

Les données du spectre mono et bidimensionnel enregistré dans le CD30D (Figure 88)
indiquent la présence des mémes signaux que ceux de la génine du composé 8 (Tableau 38),
cependant, le RMN *C montre deux signaux de méthoxy en plus qui résonnent a 55,4 ppm.
Dans le spectre ROESY, le signal de I’'un des méthoxy a 3.81 ppm est corrélé avec 1’un des
protons aromatiques H-5 qui résonne a 6.82 ppm (d, J = 8,4 Hz) de la partie aglycone, et le
deuxiéme meéthoxy a 3.88 ppm est corrélé avec H-2" I’acide ferulique qui résonne a 7.18 ppm
(d, J = 1.6 Hz). Ceux-ci suggerent que le méthoxy de la partie aglycone est fixé en C-4 et

celui de I’acide ferulique est fixé en C-3".
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Figure 88 : Spectre HSQC de la partie aglycone du compose 7

3.2.3.2.7.2.2 Détermination des sucres
Le spectre RMN 3C montre des signaux caractéristiques de deux hexoses et un

pentose. L’expérience HSQC et RMN'H indiquent la présence de trois anoméres. Le proton
anomere H-1" du glucose résonant sous forme d’un doublet (J=7.3) a 4,36 ppm.

Le deuxiéme proton anomérique H-1" typique d’un rhamnose qui apparait a 5.18 ppm avec
une petite constante de couplage (J=1.6) et son doublet du méthyle H-6" est repéré a 1.09
ppm (J= 6.4 Hz). Le troisieme proton anomérique H-1"" de I’ Apiose qui résonne sous forme

d’un doublet a 4.90 (J=2.4) (Figure 89).
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Figure 89 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du compose 7.

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1" et H-
2" résonants a 4.36 et 3.38 ppm, le proton anomerique du rhamnose H-1"et H-2" résonants a
5.18 et 3.90 ppm et le troisiéme proton anomerique de I’apiose H-1"" et H-2"" qui résonnent a
4.90 et 3.86 ppm respectivement.

La liaison interglucidique a été déterminée par I’observation de ’HMBC entre le
proton H-1" du rhamnose qui apparait a 5.18 ppm et le C-3" du glucose qui résonne a 81.6
ppm, ainsi, qu’entre les deux protons H-6" du glucose résonant a 3.49 et 3.72 avec le C-1"" de
I’apiose qui apparait a 111.0 ppm.

A la lumiére de ces résultats obtenus, le composé 7 est un phényléthanoide glycoside

identifié comme Leucosceptoside B (Figure 90).

HMBC

N
’/\ ROESY

\‘ OH

HO
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Figure 90: Structure chimique du composé naturel 7
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Tableau 38: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *3C du composé 7
(CDsOD, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)

oH (ppm), J(Hz)

dc ppm

Aglycone

1 /

2 6.73(d, 2.0)

3 /

4 /

5 6.82 (d, 8.4)

6 6.69 (dd, 8.0, 2.0)

o 3.74 (m)
4.04 (m)

B 2.82 (m)

4-OCHs 3.81(s)

B- glucose

1" 4.36 (d, 7.3)

2" 3.38 (m)

3" 3.80 (m)

4" 4.92 (t, 9.6)

5" 3.70 (m)

6" 3.49 (m)
3.72 (m)

a-rhamnose

1 5.18 (d, 1.6)

2" 3.90 (m)

3" 3.56 (m)

4" 3.30 (nd)

5" 3.56 (m)

6" 1.09 (d, 6.4)

B-apiose

1" 4.90 (d, 2.4)

2" 3.86 (d, 2.0)

3" /

4 3.71(d, 9.6)
3.91(d, 9.6)

5" 3.52 (s)

Acide ferulique

1 /

2 7.18 (d, 1.6)

3 /

4 /

5 6.80 (d, 8.0)

6 7.08 (dd, 8.0, 2.0)

o’ 6.36 (d, 16.0)

B’ 7.65 (d, 15.6)

C=0 /

3-OCHs  3.88(s)

132.9
117.0
147.3
147.5
112.8
121.0
72.2

36.5
56.4

104.2
76.1
81.6
70.9
74.6
68.4

103.0
72.3
72.0
73.7
70.4
18.4

111.0
78.1
80.6
75.0

65.6

127.6
111.7
149.4
150.1
116.5
124.0
115.0
147.9
168.1
56.8
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3.2.3.2.8 Description du composé 8

3.2.3.2.8.1 Spectrométrie de masse
Le spectre de masse du composé 8 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de

haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire & m
/z 780.0 [M + Na]*(Figure 91). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire & m/z 756.6 [M - H] (Figure 92), ce qui indique une masse moléculaire de 756.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute C34H44010.

i INONAMEDO 780.0
:
780.8
8395
8554
18 ‘ 860.4
779.0 885.4
io 718.7 886 4
5 * 717.8 \'ll l 9154
1 1 L Jl L whd
160 240 320 400 4380 560 &0 720 800 830 260 1040 1120 1200 1280 1360 1440 1520 1600 mz
Figure 91: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 8
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Figure 92: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 8
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3.2.3.2.8.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.8.2.1 Détermination de la génine

Les données du spectre mono et bidimensionnel (Figure 93) indiquent la présence des
mémes signaux que ceux de la génine du compose 6 (Tableau 39).
L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :
- Le proton résonant a 3.99 ppm attribué au proton de 1’a-CH. et le carbone anomérique C1”
du glucose, ce qui confirme que la partie aglycone est liée au glucose par le C-1".
- Le triplet, inhabituellement déblindé du proton H-4" du glucose, résonant a 4.92 ppm
indique une jonction en C-4' avec la fonction carboxyle de I’acide caféique.
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Figure 93 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 8

3.2.3.2.8.2.2 Détermination des sucres

Le spectre RMN 3C montre des signaux caractéristiques de deux hexoses et un
pentose. L’expérience HSQC et RMN H indiquent la présence de trois anoméres. Le proton
anomere H-1" du glucose résonant sous forme d’un doublet (J=7.6) a 4,36 ppm.
Le deuxiéme proton anomérique H-1" typique d’un rhamnose qui apparait a 5.17 ppm avec
une petite constante de couplage (J=1.6) et son doublet du méthyle H-6" est repéré a 1.08
ppm (J= 6.43 Hz). Le troisieme proton anomérique H-1"" de 1’apiose qui résonne sous forme
d’un doublet a 4.90 (J=2.4) (Figure 94).
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Figure 94 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du compose 8.

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1" et H-

2" résonants a 4.36 et 3.37 ppm et le proton anomerique du rhamnose H-1"et H-2" résonant a

5.17 et 3.90 ppm et le troisiéme proton anomerique de I’apiose H-1"" et H-2"" qui résonnent a

4.90 et 3.86 ppm respectivement.

La liaison interglucidique a été déterminée par 1’observation de ’HMBC entre le

proton H-1" du rhamnose qui apparait a 5.17 ppm et C-3"” du glucose qui résonne a 81.6 ppm,

ainsi qu’entre les deux protons H-6" du glucose résonant a 3.48 et 3.71 avec le C-1"" de

I’apiose qui apparait a 111.0 ppm.

Sur la base de ces résultats, le composé 8 est un phényléthanoide glucoside identifié

comme le Forsythoside B (Figure 95).

Figure 95: Structure chimique du composé naturel 8
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Tableau 39 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN **C du composé 8
(CDs0D, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)
on (ppm), J(Hz) ~ dcppm

Aglycone
1 / 131.4
2 6.69 (d, 2.0) 117.1
3 / 146.1
4 / 144.6
5 6.67 (d, 8.0) 116.3
6 6.56 (dd, 8.0, 2.0) 121.2
a 3.71 (m) 72.3
3.99 (m)
B 2.78 (m) 36.6
B- glucose
1" 4.36 (d, 7.6) 104.2
2" 3.37 (t, 8.0) 76.1
3" 3.80(t,9.2) 81.6
4" 4,92 (t,9.2) 70.8
5" 3.69 (m) 74.6
6" 3.48 (m) 68.4
3.71 (m)
a-rhamnose
1 5.17 (d, 1.6) 103.0
2" 3.90 (m) 72.3
3" 3.56 (dd, 9.6, 3.2) 72.0
4" 3.28 (t, 9.6) 73.7
5" 3.55 (dd, 9.6, 3.2) 70.4
6" 1.08 (d, 6.4) 18.4
B-Apiose
1" 4.90 (d, 2.4) 111.0
2" 3.86 (d, 2.4) 78.0
3" / 80.6
4 3.72(d, 9.6) 75.0
3.90 (d, 9.6)
5" 3.53 (s) 65.4
Acide caféique
1 / 127.5
2 7.05 (d, 2.0) 115.1
3 / 146.9
4 / 150.0
5 6.76 (d, 8.0) 116.5
6 6.95 (dd, 8.0, 2.0) 123.2
o’ 6.27 (d, 16.0) 114.6
B’ 7.58 (d, 16.0) 148.0
C=0 / 168.1
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3.2.3.2.9 Description du composé 9
3.2.3.2.9.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 9 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m
/z 759.6 [M + Na]* (Figure 96). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z 735.7 [M - H] (Figure 97) ce qui indique une masse moléculaire de 736.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute CssH44017.
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Figure 96: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 9
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Figure 97: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 9
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3.2.3.2.9.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.9.2.1 Détermination de la génine
Les données du spectre mono et bidimentionnels (Figure 98) enregistré dans le CDCls3
indiquent la présence des mémes signaux que ceux de la génine du composé 6 (Tableau 40),
cependant, le RMN *C montre en plus deux signaux de méthoxy qui résonnent & 55.9 ppm.
Dans le spectre ROESY, le signal de I’un des méthoxy a 3.86 ppm est corrélé avec
I’'un des protons aromatiques H-5 qui résonne a 6.78 ppm (d, J = 8,4 Hz) de la partie
aglycone, et le deuxiéeme méthoxy a 3,92 ppm est corrélé avec H-2" de I’acide ferulique qui
résonne a 7.04 ppm (d, J = 1.6 Hz). Ceux-ci suggérent que le méthoxy de la partie aglycone

est fixé en C-4 et celui de I’acide ferulique est fixé en C-3".
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Figure 98 : Spectre HSQC du composé 9.

3.2.3.2.9.2.2 Détermination des sucres

Le spectre RMNC montre des signaux caractéristiques de deux hexoses.
L’expérience HSQC et RMNH indiquent la présence de deux anoméres. Le proton anomere
H-1" du glucose résonant sous forme d’un doublet a 4.30 ppm (J=8.0), et un autre proton
anomere H-2" typique d’un rhamnose qui apparait & 5.19 ppm avec une petite constante de
couplage (J=1.2) (Figure 98). Le doublet du méthyle H-6" du rhamnose est repéré a 1.23 ppm
(J= 6.0 H2).
R
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La constante de couplage Ji-» =8.0 Hz du doublet du proton anomérique du glucose résonant a
4.36 ppm indique une S-configuration.
L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomeére H1"”et H2” résonants a 4.30 et
3.58 ppm et le proton anomérique H-1" et H-2" résonant a 5.19 et 5.31 ppm respectivement.
La liaison interglucidique a été déterminée par l’observation de ’'HMBC entre H-1" du
rhamnose qui apparait a 5.18 ppm et C-3" du glucose qui résonne a 79.2 ppm.
Le spectre RMN 3C nous a indiqué la présence de deux groupes acétyles qui sont fixés sur les
deux protons H-2" et H-3" du rhamnose qui résonnent a 5.31 (dd, 3.2, 2.0) et 5.02 (m)
respectivement.

Sur la base de ces résultats, le composé 9 est un phényléthanoide glycoside et a été
identifié comme le Clerodenoside A ou diacetylmartynoside (Figure 99).

R=Ac

-~~~ HMBC
OR —— C(OSY

Y/-\‘ ROESY

Figure 99: Structure chimique du composé naturel 9
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Tableau 40: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *3C du composé 9
(CDCls, *C: 150 MHz, *H: 600 MHz)

oH (ppm), J(H2)

dc ppm

Aglycone

1 /

2 6.81(d, 2.0)

3 /

4 /

5 6.78 (d, 8.4)

6 6.68 (dd, 8.0, 2.0)

a 3.70 (m)
4,12 (m)

B 2.83(m)

4-OCHs 3.86 (s)

B- glucose

1” 4.30 (d, 8.0)

2" 3.58 (overl)

3" 3.86 (overl)

4" 5.04 (t, 9.6)

5" 3.44 (m)

6" 3.61(dd, 12.8, 4.8)
3.73 (m)

a-rhamnose

1 5.19 (d, 1.2)

2" 5.31 (dd, 3.2, 2.0)

3" 5.02 (m)

4" 3.52 (t, 9.6)

5" 3.76 (m)

6" 1.23(d, 6.0)

-COO /

-COO /

-CHs 2.10 (s)

-CHs 2.02 (s)

Acide ferulique

1 /

2 7.04 (d, 1.6)

3 /

4 /

5 6.91 (d, 8.4)

6 7.08 (dd, 8.4, 2.0)

o’ 6.28 (d, 16.0)

B 7.69 (d, 16.0)

C=0 /

3’-OCHj3 3.92 (s)

131.4
115.0
1455
145.2
110.0
120.3
70.9

35.3
55.9

102.6
74.7
79.2
68.9
74.4
61.3

98.4
70.1
72.1
71.2
69.0
17.7
170.0
171.3
20.9
20.9

126.0
109.5
146.8
148.4
114.8
123.4
113.7
147.0
166.8
55.9
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3.2.3.2.10 Description du composeé 10

3.2.3.2.10.1 Spectrométrie de masse
Le spectre de masse du composé 10 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de

haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m
/z 807.8 [M + Na]*(Figure 100). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire @ m/z 783.8 [M - H]" (Figure 101), ce qui indique une masse moléculaire de 784.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute CssHasO10.
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Figure 100: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 10
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Figure 101: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé 10
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3.2.3.2.10.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.10.2.1 Détermination de la génine

Les données du spectre mono et bidimentionnels (Figure 102) indiquent la présence
des mémes signaux que ceux de la génine du composé 6, cependant, le RMNC montre en
plus deux signaux de méthoxy qui résonnent a 56.4 ppm et 56.5 ppm. Dans le spectre
ROESY, le signal du méthoxy a 3,80 ppm est corrélé a I’un des protons aromatiques H-5 qui
résonne a 6.82 ppm (d, J = 8,0 Hz) de la partie aglycone, et I’autre signal du deuxiéme
méthoxy a 3,88 ppm est corrélé a H-2° qui résonne a 7.19 ppm (d, J = 2.4 Hz) de I’acide
ferulique ,ceux-ci suggérent que le méthoxy de la partie aglycone est fixé en C-4 et celui de

I’acide férulique est fixé en C-3".
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Figure 102 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composeé 10

3.2.3.2.10.2 Détermination des sucres

Le spectre RMN 3C montre des signaux caractéristiques de deux hexoses et un
pentose. Les expériences HSQC et RMNH indiquent la présence de trois anoméres. Le
proton anomérique H1"” du glucose résonant sous forme d’un doublet (J=7.2) a 4.24 ppm.
Le deuxiéme proton anomérique H-1" typique d’un rhamnose qui apparait a 5.18 ppm avec
une petite constante de couplage (J=1.6) et son doublet du méthyle H-6" est repéré a 1.08
ppm (J= 6.0 Hz). Le troisieme proton anomérique H-1"" du xylose qui résonne sous forme
d’un doublet a 4.38 (J=8.0) (Figure 103).
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Figure 103 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé 10.

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomerique du glucose H-1" et
H-2" résonants a 4.24 et 3.18 ppm respectivement, le proton anomérique du rhamnose H-1" et
H-2" résonant a 5.18 et 3.80 ppm respectivement ainsi que le troisieme proton anomérique du
xylose H-1"" et H-2"" qui résonnent a 4.38 et 3.38 ppm respectivement.

La liaison interglucidique a été déterminée par 1’observation de "THMBC entre H-1" du
rhamnose qui apparait a 5.18 ppm et C-3" du glucose qui résonne a 81.6 ppm et le proton
anomérique du xylose H-1"" résonant a 4.38 et le C-6" qui apparait a 69.4 ppm

Le composé 10 est un phényléthanoide glycoside identifié comme I’Angoroside C
(Figure 104).

¥~ "\ ROESY

e COSY
HMBC
H3CO [3
(0] o /_\ OH

HO

Figure 104: Structure chimique du composé naturel 10
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Tableau 41 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *C du composé 10
(CDs0D, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)

oH (ppm), J(Hz)

dc ppm

Aglycone

L O U WNBF

p

4-OCHs
B- glucose
1 14

2"

3 14

4"

5 14

6"

a-rhamnose

1
om

3[[/

4[[/

5[[/

6[[/

B- Xylose
1 nn

2 nn

3 nn

4 nn

5 nn

6.74 (d, 2.4)

/

/

6.82 (d, 8.0)

6.69 (dd, 8.0, 2.0)
3.74 (m)

4.04 (m)

2.82 (M)

3.80 (5)

4.24(d, 7.2)
3.18 (m)
3.80 (m)
4.96 (t, 9.6)
3.28 (m)
3.58 (m)
3.83(m)

5.18 (d, 1.6)
3.80 (m)
3.56 (M)
3.28 (m)
3.56 (M)
1.08 (d, 6.0)

4.38 (d, 8.0)
3.38(dd, 9.2, 8.1)
3.74 (m)

3.44 (m)

3.14 (dd, 11.2, 10.4)
3.80 (nd)

Acide ferulique

RORWR Q0 A KRNR

/

7.19 (d, 1.6)

/

/

6.80 (d, 8.0)

7.08 (dd, 8.0, 2.0)
6.36 (d, 16.0)
7.65 (d, 15.6)

/

3.88 ()

132.9
117.1
nd
147.5
112.8
121.1
72.2

36.5
56.8

105.3
74.8
81.4
70.5
77.5
69.4

103.0
72.3
72.0
73.7
70.4
18.4

104.2
76.1
74.8
71.1
66.9

127.6
111.7
149.5
151.2
116.5
124.4
114.8
148.1
168.3
56.8
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3.2.3.2.11 Description du composé 11
3.2.3.2.11.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 11 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire & m
/z 765.6 [M + Na]* (Figure 105) ce qui indique une masse moléculaire de 742. Ces valeurs

sont en accords avec la formule brute CzsHss01s.

F _|nonamenz 765.6
£d 1014
85 3
&0 —E
BE :E
&0 —
45 :
3 5216
40 — T66.6
e s037 5225 TATT 8503
E . 8512
20 § 549.516.4
E ! 9332
5 5507413 6
15 5 19222 e 1020.3
5 1931 450.0 - 10473
10 3 3554018 657.9 10483
s4 * 3496 €3 3 | 11064.3
o _é e Gl eiued, N TR WOV BT TV B
B B0 160 24D 320 400 480 560 640 T20 aoa BED a0 1040 1120 1200 1280 1360 1440 1520 1600 1660 1760 mz

Figure 105: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 11

3.2.3.2.11.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.11.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN 3C a révélé la présence de 14 carbones. Les protons correspondants a
chacun des atomes de carbone ont été déterminés a partir d'une expérience HSQC (Figure
106). Cependant, la formule moléculaire et les spectres RMN H et 13C révélent qu’il s’agit
d’une structure parfaitement symétrique (Tableau 42).

Le spectre RMN *H présente un signal caractéristique a 6.70 ppm qui résonne sous
forme de singulet appartenant aux cycles benzéniques H-2, H-6, H-2°, H-6tétrasubstitués,
quatre protons méthoxy a 3,80 ppm qui résonnent sous forme d’un singulet et qui selon
I’expérience HMBC sont fixés en C-3, C-5, C-3°, C-5".
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De plus la présence de, 2 oxyméthylénes (73.0 ppm, C-9, C-97), 2 oxyméthines (87.1 ppm, C-
7,C-7) et 2 méthines (55.6 ppm, C-8,C-8") indiquent la présence d'un cycle bis-
tétrahydrofuranne .

L’expérience HMBC, montre des corrélations entre H-7 (4.76 ppm) et C-2 (104.8 ppm), C-6
(104.8 ppm), C-8 (55.6 ppm) et C-9 (73.0 ppm). Au niveau du cycle benzénique, le spectre
HMBC montre également des corrélations entre H-2(6.70 ppm) et C-1(139.4 ppm), C-3(154.4
ppm) et C-4 (135.5 ppm).
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Figure 106 : Spectre HSQC du composeé 11.

3.2.3.2.11.2.2 Détermination du sucre

Le spectre RMNC montre des signaux superposés caractéristiques de deux hexoses
symétriques. L’expérience HSQC et RMN !H indiquent la présence de deux anoméres
superposés (Figure 106). Les deux protons anomériques H-1"et H-1" résonants sous forme
d’un doublet (J=7.6) a 4.86 ppm et les déplacements chimiques **C du sucre confirme la
présence de deux B-D-glucopyranosyles symétriques.

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1"et H-2"
et H-1" et H-2" qui résonnent & 4.86 et 3.46 ppm respectivement.
De plus, la présence d’une corrélation HMBC entre H-1"et H-1" qui résonnent a 4.36 ppm
chacun et C-4, C-4" (135.5 ppm) suggeére que les deux glucoses symétriques sont fixés en C-4
et C-4".
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Suite a la comparaison des données spectrales, la structure du composé 11 est un

lignane diglucoside et a été déterminé comme eétant le syringarésinol-4 -4"-O-B-D-

glucopyranoside nommé Liriodendrine ou Acanthoside D (Figure 107).

Tableau 42: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN 3C du composé 11
(CD30D, *C: 150 MHz, H: 600 MHz)

on (ppm), I(Hz)  8c ppm

Aglycone
1,1
2,6,2,6
3,53,5%
4,4

77

8,8
3-OCHs
5-OCHzs
3-OCHs
5-OCHs
9,9

B- glucose
1", 1!"
2!!’2!!!
3!!’3!!!
4"’4!"
5[!,5"!
6[!,6"!

/ 139.4
6.70 (s) 104.8
/ 154.4
/ 1355
4.76 (d, 4.0) 87.1
3.12 (m) 55.6
3.85 (s) 57.0
3.85 (s) 57.0
3.85 (s) 57.0
3.85 (s) 57.0

3.94 (dd, 8.8, 3.2) 73.0
4.29 (dd, 8.8, 6.8)

4.86 (d, 7.6) 105.2
3.46 (dd, 9.2, 7.6) 75.7
3.40 (d, 9.2) 77.8
3.40 (d, 9.2) 71.30
3.18 (m) 78.3

3.64 (dd, 12.0,5.2) 625
3.76 (dd, 12.0, 2.4)
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OCH,

Figure 107: Structure chimique du composé naturel 11

3.2.3.2.12 Description du composé 12
3.2.3.2.12.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 12 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m
/z 545.9 [M + Na]* (Figure 108) ce qui indique une masse moléculaire de 522. Ces valeurs

sont en accords avec la formule brute CosHz4011
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Figure 108: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 12

3.2.3.2.12.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.12.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN®C du composé 12 en combinaison avec le DEPT nous ont permis de
mettre en évidence 26 carbones dont deux méthoxy, cing carbones secondaires et sept
carbones quaternaires. Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et
attribués d’aprés I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY, TOCSY, ROESY (Figure
109).

Le spectre RMN H (dans le CD3OD) montre cing protons aromatiques présents dans
deux cycles aromatiques, comme indiqué dans le tableau 43.

L’expérience HMBC, montre des corrélations au niveau du premier cycle benzénique
entre H-7 (5.57 ppm) et C-1 (134.6 ppm), C-2 (110.7 ppm), C-6 (119.7 ppm), C-8 (52.9 ppm)
et C-9 (72.3 ppm), et une corrélation entre les protons méthoxy (3.82 ppm) et C-3 (149.2
ppm) ce qui suggeére que ce méthoxy est fixé en C-3 et que le groupe hydroxyle en C-4 du
cycle benzénique. Le deuxiéme cycle benzénique est fixé en C7° d’une part et en C-8 d’autre
part puisque le spectre HMBC montre une corrélation entre H-7°(2.61 ppm) et C-17(136.9
ppm) et entre H-8 (3.64 ppm) et C-57(129.6 ppm).

Le spectre HMBC montre également une corrélation entre H-9” qui résonne a 3.56

ppm sous forme d’un triplet (J=6.4) et C-7", C-8 qui résonnent a 32.8 et 35.7 ppm
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respectivement. Ainsi, le C7°, C8 et C9" vont constituer la chaine latérale de 1’alcool

conifeérylique.
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Figure 109 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composeé 12

3.2.3.2.12.2 Détermination du sucre

Le spectre RMN *C montre des signaux caractéristiques d’un seul hexose.
L’expérience HSQC et RMN *H indiquent la présence d’un seul anomére. Le proton anomeére
H-1" résonant sous forme d’un doublet (J=7.6) & 4.36 ppm et les déplacements chimiques **C

du sucre confirme la présence d’un p-D-glucopyranosyle (Figure 110).
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Figure 110: Spectre HSQC de la zone des anoméres du composeé 12.
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L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1" et H-
2" qui résonnent a 4.36 et 3.22 ppm respectivement.
De plus, la présence d’une corrélation HMBC entre H-1" (4.36 ppm) et C-9 (72.3 ppm)
suggére que le glucose est fixé au C-9.

Sur la base de ces résultats, le composé 12 est un néolignane glucoside, identifié
comme le 7,8-dihydrodehydrodiconiferyl alcool 9-O-g-D-glucopyranoside (Figure 111).
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Tableau 43 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *C du composé 12
(CDs0D, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)

HO
A
HO 1"
HO /;7
OH o
/7 O\

dr (ppm), J(Hz)

dc ppm

Aglycone

O©CoOoO~NoOoTh,WwWwN P

P
o
Q
T
w

e B HE A

9
3-OCHz3
B-glucose
1"

2"

3"

4"

5"

6"

/

6.99 (d, 1.6)
/

/

6.75 (d, 8.4)
6.85 (dd, 8.4, 2.0)
5.57 (d, 6.4)
3.64 (m)
3.84 (m)
4.09 (dd, 9.6, 8.0)
3.82 (s)

/

6.79(s)

/

/

/

6.71 (s)
2.61 (t, 8.0)
1.80 (m)
3.56 (t, 6.4)
3.85 (s)

4.36 (d, 7.6)

3.22 (dd, 9.2, 8.0)
3.35 (m)

3.28 (m)

3.27 (m)

3.67 (dd, 11.6, 5.6)

3.86 (m)

134.6
110.7
149.0
147.4
116.0
119.7
89.2
52.9
72.3

56.4
136.9
118.2
145.1
147.5
129.6
114.1

32.8

35.7

62.2

56.7

104.2
75.1
78.2
71.6
78.0
62.7

9

Figure 111: Structure chimique du composé naturel 12
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3.2.3.2.13 Description du composé 13
3.2.3.2.13.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 13 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m
/z 605.8 [M + Na]" (Figure 112). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire & m/z 581.7 [M - H]" (Figure 113), ce qui indique une masse moléculaire de 582.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute CogHzgO13.

£ |vonameDs 605.8
g
£
B85
80
65
60 E
S8 E
S0
45
40
35
=
= 606.6
= soa5.| [6278
: 6902 1187.2
1 603.6 6912 11581 1188.2
. 5?E-5 7030 1157.0 | 1189.1
. 47199758 712.3 11555 |-1190.0
443.0 7133 11272 | 11811
0 el L ﬂm il F " 1 Ln
&0 160 240 320 400 480 560 640 T20 800 &80 950 1040 1120 1200 1280 1360 1440 1520 1600 1580 1760 1840 mz
Figure 112: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 13
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Figure 113: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 13
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3.2.3.2.13.1 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.13.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN H (dans le CD3OD) montre deux paires de protons aromatiques qui
résonnent a 6.50 et 6.65 sous forme de singulets, et quatre groupes méthoxy dont deux
singulets superposés a 3.82 ppm et deux autres a 3.84 ppm comme indiqué dans le tableau 44.

L’expérience HMBC, montre des corrélations entre H-7" (4,86 ppm) et C-1" (134,8
ppm), C -2” (104.3 ppm), C-6" (104.3 ppm), C-8" (51.80 ppm) et C-9” (68.00 ppm), ainsi que
des corrélations entre les protons méthoxy (3.82 ppm) et C-3" (149.20 ppm), C-5" (149.20
ppm) ce qui suggére que les deux groupes méthoxy sont fixés en C-3’et C-5". Nous avons
également observé une corrélation HMBC entre H-7" qui résonne a 84,6 ppm et C-1" (134.8
ppm), ce cycle benzénique est donc fixé sur C-7" de l'aglycone.

Le spectre HMBC montre aussi des corrélations entre H-7 (2,50 et 2,95 ppm) et C-1
(132.9 ppm), C-2 (107.0 ppm), C-6 (107.0 ppm), C-8 (43.9 ppm), C-9 (73.6 ppm) et C-8
(51.80 ppm) et aussi entre les deux groupes méthoxy et C-3 ,C-5 du cycle benzénique qui

résonnent chacun a 149.2 ppm, ce qui suggere que les deux groupes methoxy sont fixés en
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Figure 114 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 13.

3.2.3.2.13.2.2 Détermination du sucre

Le spectre RMN C montre des signaux caractéristiques d’un seul hexose.
L’expérience HSQC et RMN *H indiquent la présence d’un seul anomére (Figure 115). Le
proton anomeére H1" résonant sous forme d’un doublet (J=7.6) a 4.30 ppm et les déplacements

chimiques **C du sucre (Figure 114) confirme la présence d’un p-D-glucopyranosyle.
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Figure 115 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé 13

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1" et H-
2" résonants a 4.30 et 3.22 ppm. De plus, la corrélation HMBC entre H-9" (3,76 et 4,07 ppm)

et C-1"(104,8 ppm) suggere que le glucose est fixé au C-9°de I'aglycone.

Sur la base de ces résultats, le composeé 13 est un lignane glucoside et a été identifié

comme I’Alangilignoside C (Figure 116).

Figure 116: Structure chimique du composé naturel 13
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Tableau 44 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *C du composé 13
(CDsOD, BC: 150 MHz, tH: 600 MHz)

oH (ppm), J(H2)

dc ppm

Aglycone

6
5

~NhkhWDNPRE

©

3-OCHs
5-OCH3

’

© 0~ R WNR

3’-OCHz3
5-OCHz3
B-glucose
1"

2"

3"

4"

5"

6"

/

6.50 (S)
/

/

2.50 (m)
2.95 (dd, 13.6, 4.8)
2.76 (M)
3.75 (m)
4.00 (m)
3.84 (s)
3.84 (s)
/

6.65 (S)
/

/

4.86 (nd)
2.50 (m)
3.76 (m)
4.07 (dd, 10.0, 6.4)
3.82 (s)
3.82 (s)

4.30 (d, 7.6)

3.22 (dd, 9.2, 7.6)
3.36 (m)

3.28 (m)

3.27 (m)

3.66 (dd, 12.0, 5.2)
3.86 (d, 12.0)

132.9
107.0
149.3
134.8
34.4

43.9
73.6

56.8
56.8
134.8
104.3
149.2
135.8
84.6
514
68.0

56.8
56.8

104.8
75.2
78.1
71.6
78.0
62.7
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3.2.3.2.14 Description du composé 14
3.2.3.2.14.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 14 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire & m
/z 605.7 [M + Na]" (Figure 117). Son ESI-MS en mode négatif montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire & m/z 581.7 [M - H] (Figure 118) ce qui indique une masse moléculaire de 582.

Ces valeurs sont en accords avec la formule brute CogH3gO13.
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Figure 117: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 14
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Figure 118: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 14
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3.2.3.2.14.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.14.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN-3C du composé 14 met en évidence 28 carbones dont 4 méthoxy
aromatiques, 9 carbones quaternaires. 12 signaux de carbones sont attribués aux deux cycles
benzéniques (Tableau 45). Tous les signaux des carbones et des protons sont déterminés et
attribués I’analyse des spectres HSQC, HMBC, TOCSY, COSY, ROESY (Figure 119).
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Figure 119 : Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 14.

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :
- H-6 (6.57 ppm) et C-1 (130.1 ppm), C-2 (126.4 ppm), C-3 (147.5 ppm), C-4 (138.9
ppm), C-5 (148.6 ppm) et C-7(33.8 ppm).
- H-2" (6.42 ppm) et C-1" (139.3 ppm), C-3" (148.9 ppm) et C-4" (134.4 ppm)
- H-9 qui résonne a 3.63 ppm sous forme de doublet de doublet et C-8 (40.5 ppm), C-7
(33.8 ppm) et C-87(46.6 ppm).
- H-9” (3.88 ppm) et H-8" qui résonne sous forme de multiplet a 2.07 ppm.
2.2.3.2.14.2.2 Détermination du sucre
Le spectre RMN C montre des signaux caractéristiques d’un seul hexose.

L’expérience HSQC et RMN H indiquent la présence d’un seul anomére (Figure 120). Le
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proton anomérique H-1" résonant sous forme d’un doublet (J=8.0) a 4.27 ppm et les
déplacements chimiques *3C du sucre confirme la présence d’un B-D-glucopyranosyle.
L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomére du glucose H-1" et H-2"
résonants a 4.27 et 3.22 ppm.

De plus, la corrélation HMBC entre H-9" (3.44 et 3.44 ppm) et glu C-1 "(104,8 ppm) suggére
que le glucose est fixé au C-9"de I'aglycone.
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Figure 120 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé 14.

Sur la base de ces résultats, le compose 14 est un lignane glucoside, identifié comme

Lyoniresinol 3a-O-B-D-glucopyranoside (Figure 121).

Figure 121: Structure chimique du composé naturel 14
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Tableau 45: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *3C du composé 14
(CD30D, °C: 150 MHz, H: 600 MHz)

oH (ppm), J(H2)

dc ppm

Aglycone

~No ok~ wN

©

3’-OCHz3
5-OCHz3
B-glucose
1"

2"

3"

4"

5"

6"

e

/
6.57 (S)

2.62 (dd, 14.8, 11.6)
2.70 (dd, 14.8, 4.8)

1.70(m)

3.53 (dd, 11.2, 6.8)

3.63(m)

3.33(s)

3.84 (s)

/

6.42(s)

/

/

4.42 (d, 6.0)
2.07(m)

3.44 (dd, 9.6, 4.0)
3.88 (dd, 9.6, 5.6)
3.73 ()

3.73 ()

4.27 (d, 8.0)
3.22 (m)
3.35 (t, 8.8)
3.27 (m)
3.23 (m)
3.64 (m)
3.82 (m)

130.1
126.4
147.5
138.9
148.6
107.8
33.8

40.5
66.1

60.1
56.5
139.3
106.8
148.9
134.4
42.7
46.6
71.4

56.8
56.8

104.8
75.1
78.2
71.6
77.9
62.8
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3.2.3.2.15 Description du composé 15
3.2.3.2.15.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 15 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m/z
975.6 [2M + Na]*(Figure 122), et un autre pic a m/z 499.9 [M + Na]*. Son ESI-MS en mode
négatif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m/z 475.5 [M - H]" (Figure 123), ce qui
indique une masse moléculaire de 476. Ces valeurs sont en accords avec la formule brute

C29H480s.
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Figure 122: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 15
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Figure 123: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 15
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3.2.3.2.15.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.15.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN *H montre cing singulets des méthyles qui résonnent a 0.94, 1.00,
1.02, 1.03, 1.12 ppm, trois méthines oxygénés qui sont apparus a 3.87, 4.01, 3.89 ppm ; deux
groupes d’hydroxyméthyle 3.70 ppm, 3.91 ppm (2d, J = 11,2 Hz chacun) et 3.58 ppm, 3.69
ppm (2d, J = 11,2 Hz chacun) et un proton oléfinique qui résonne a 5.77 ppm. Un total de 29
signaux a été observé dans le spectre RMN3C (Tableau 46). Tous les signaux des carbones et
des protons sont déterminés et attribués d’apres I’analyse des spectres HSQC, HMBC, COSY,
ROESY (Figure 124).
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Figure 124 : Spectre HSQC du composeé 15.

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet d’observer les
couplages entre :
- H-3 qui résonne a 4.01 ppm avec C-2 (67.1 ppm), C-4 quaternaire (47.8 ppm) et C-5
(45.0 ppm).
- H-5 qui résonne a 1.58 ppm avec C-4 (47.8 ppm) et C-7(35.1 ppm).
- H-12 (5.77 ppm) avec C-18 (76.2 ppm) et C-14 (45.1 ppm) ce qui indique que la double
liaison trisubstituée est située en position 12.
- H-25 (0.94 ppm) avec le carbone quaternaire C-10 (40.6 ppm) et C-9 (48.6 ppm)

- H-27 avec le carbone C-13 quaternaire oléfinique qui résonne a 143.4 ppm.
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- H-19 (1.12 ppm) avec C-18 (76.2 ppm), C-20 (39.7), C-21 (36.9 ppm), C-22(42.9 ppm),
C-28 (30.3 ppm)

- H-19 (1.96 ppm) avec C-17 (51.0 ppm), C-18 (76.2 ppm), C-20 (39.7), C-21 (36.9 ppm),
C-28 (30.3 ppm). Le carbone quaternaire C-17 est considéré ainsi comme un carbone
spiro, il permet de relier la structure tétracyclique au reste de la génine

- H-23(3.91 ppm) avec C-4 (47.8 ppm) et C-5(45.0 ppm)

- H-23 (3.70 ppm) avec C-24 (64.4 ppm)

En se basant sur ces résultats, les cing groupes OH sont fixés sur C-2, C-3, C-18, C-23 et C-

24. Le composé 15 est un nortriterpene identifié comme le Phlomispentaol (Figure 125).

Figure 125: Structure chimique du composé naturel 15
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Tableau 46 : Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN *C du composé 15
(CDCls, 3C: 150 MHz, tH: 600 MHz)

dx (ppm), J(Hz) dc ppm
1 1.32 (m) 42.8
1.67 (m)
2 3.87 (m) 67.1
3 4.01 (d, 2.4) 73.6
4 / 47.8
5 1.58 (m) 45.0
6 1.42 (m) 19.4
1.48 (m)
7 1.41 (m) 35.1
1.58 (m)
8 / 38.8
9 1.65 (m) 48.6
10 / 40.6
11 2.00 (m) 24.1
12 5.77 (M) 119.0
13 / 143.0
14 / 45.1
15 1.32 (m) 29.5
1.58 (m)
16 1.03 (m) 28.0
1.75 (m)
17 / 51.0
18 3.89 (s) 76.2
19 1.12 (overlap) 53.0
1.96 (d, 13.2)
20 / 39.7
21 1.61 (m) 36.9
22 1.36 (m) 42.9
1.48 (m)
23 3.70 (d, 11.2) 68.8
3.91(d, 11.2)
24 3.58 (d, 11.6) 64.4
3.69(d, 11.2)
25 0.94 (s) 17.9
26 1.03 (s) 17.5
27 1.12 (s) 235
28 1.00 (s) 30.3
29 1.02 (s) 30.4
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3.2.3.2.16 Description du composé 16
3.2.3.2.16.1 Spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé 16 obtenu par ionisation par eletronébulisateur de
haute résolution (HR-ESI-MS ) en mode positif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a
m/z 355.7 [M + Na]*, et un autre pic a m/z 687.1 [2M + Na]*(Figure 126), et son ESI-MS en
mode négatif montre un pic d’ion pseudo- moléculaire a m/z 663.5 [2M - H]" (Figure 127), ce

qui indique une masse moléculaire de 332. Ces valeurs sont en accords avec la formule brute
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Figure 126: Spectre de masse (HR-ESI-MS) en mode positif du composé 16
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Figure 127: Spectre de masse (ESI-MS) en mode négatif du composé 16
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3.2.3.2.16.2 Spectroscopie RMN
3.2.3.2.16.2.1 Détermination de la génine

Le spectre RMN 3C montre les signaux d’un cycle aromatique substitué d’une
maniére symétrique avec deux groupes méthoxy qui résonnent a 56.7 ppm (Tableau 47).

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC permet
d’observer les couplages entre H-3 qui résonne a 6.12 ppm avec deux carbones quaternaires
C-2 (154.7 ppm) et C-4 (156.1 ppm).

Selon I’expérience HMBC, les deux méthoxy qui résonnent a 3.78 ppm sont fixés en
C-2 et C-6 qui apparaissent ensemble a 154.7 ppm.
2.2.3.2.16.2.2 Détermination du sucre

Le spectre RMN *C montre des signaux caractéristiques d’un seul hexose.
L’expérience HSQC et RMN *H indiquent la présence d’un seul anomére. Le proton anomeére
H-1" résonant sous forme d’un doublet (J=7.6) & 4.66 ppm et les déplacements chimiques **C

du sucre confirme la présence d’un B-D-glucopyranosyle (Figures 128, 129).
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Figure 128 : Spectre HSQC de la zone des anoméres du composé 16.
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Figure 129 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé 16.

L’expérience COSY nous a permis de relier le proton anomere du glucose H-1" et H-2'
résonants a 4.66 et 3.43 ppm.
De plus, la corrélation HMBC entre H-1" (4.66 ppm) et le carbone quaternaire C-1 (129.5
ppm) suggeére que le glucose est fixé au C-1 de l'aglycone.

En la lumiere de ces résultats, le composé 16 est un phényle glucoside identifié
comme le 4 hydroxy -2,6- dimethoxyphenol-1-O-B-D- glucoside ou leonuriside A (Figure
130).

H4CO [\’\‘ OH

(\ e COSY
7~ \HMBC
HO ‘\ H3

Figure 130: structure chimique du composé naturel 16
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Tableau 47: Valeurs des données de spectres RMN *H et RMN 3C du composé 16
(CDsOD, C: 150 MHz, tH: 600 MHz)

dn (ppm), J(H2) dc ppm
Aglycone
1 / 129.5
2 / 154.7
3 6.12 (s) 94.5
4 / 156.1
5 6.12 (s) 94.5
6 / 154.7
2-OCH3 3.78 (s) 56.7
6-OCH3 3.78 (s) 56.7
B-glucose
1 4.66 (d, 7.6) 106.2
2 3.43 (m) 75.7
3 3.39 (m) 77.8
4 3.39 (m) 71.3
5 3.19(m) 78.2
6’ 3.66 (dd, 12.0, 4.8) 62.8

3.78 (dd, 12.0, 2.4)

Chaque composé a fait I’objet d’une recherche bibliographique dans le but de savoir
s’il est impliqué dans I’activité cicatrisante de la plante.
Des études ont montré que la plupart des composes bioactifs dérivés de plantes qui possedent
des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires ont un fort potentiel
d’étre cicatrisants, puisque ces principaux mécanismes contribuent au phénomene de
cicatrisation (Chingwaru et al., 2019)

Composé 1 : Jusqu'a ce jour, aucune étude en rapport avec l'activité cicatrisante de
lamalbide n'a été retrouvée dans la littérature.
Lors d’une étude réalisée en 2009 sur I’activité in vitro de lamalbide et d’autres iridoides sur
le virus de I’hépatite C, il a été rapporté que les glucosides iridoides agissent comme des
agents précurseurs, ils sont inactifs sous leurs formes natives, mais une fois dans le tractus
gastro-intestinal ou dans d'autres milieux appropriés, la partie sucre est éliminée et la partie
aglycone du composé serait active et agit pour empécher la réplication virale (Zhang et al.,
2009).
Lamalbide isolé de Mussaenda phillipica (Rubiaceae) était également testé in vitro sur trois
lignées cancéreuses, le composé était inactif (Vidyalakshmi et Rajamanickam, 2009).

Composé 2 : Lors de notre recherche bibliographique , le composé 2 a démontré une

activité antimicrobienne modérée contre Enterococcus faecalis (Ndjateu et al., 2014). Dans
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une étude réalisée en 2012 qui a porté sur I'activité anti-inflammatoire de plusieurs iridoides
isolés des parties aériennes et des racines de Lamiophlomis , le shanzhiside méthyle ester et le
sésamoside (Composé 3), n’ont démontré aucun effet anti-inflammatoire (Viljoen et al.,
2012).

Composé 4 : 1l a été rapporté que le phlomuroside isolé des feuilles d’Hemerocallis
fulva , Xanthorrhoeaceae a montré une forte activité antioxydante a travers une inhibition de
la peroxydation lipidique (Zhang et al., 2004)

Composé 5: Dans une étude qui porte sur I’évaluation in vitro de I’activité anti-
inflammatoire du vajicoside, le composé était inactif. L’activité a été estimée a travers
I’inhibition de la production de NO dans les MAC de souris (cellules RAW 264.7) stimulées
par les LPS.

Composé 6 : Lors d’une étude réalisée sur les fleurs de Verbascum mucrotanum
Lamm, le verbascoside isolé eut une importante activité cicatrisante par voie topique, ainsi
qu’un fort potentiel anti-inflammatoire pris per os sans induire de toxicité aigué apparente ni
de dommages gastriques (Akdemir et al., 2011). L’activité cicatrisante du verbascoside a
également été documentée dans d’autres études ultérieurs (Korkina, 2007). Le verbascoside
est capable d'augmenter la migration des kératinocytes et d'inhiber les médiateurs de
I'inflammation (Georgiev et al., 2012, de Moura Sperotto et al., 2018)

Composé 7 : Dans une étude réalisée en 2012, il a été démontré que le leucosceptoside
B isolé des parties aériennes de Verbascum xanthophoeniceum Griseb constitue un agent anti-
inflammatoire potentiel en raison de sa capacité a inhiber la libération de NO et ’expression
des cyclooxygénases (COX-1) par les macrophages (Dimitrova et al., 2012)

Composé 8 : 1l a été rapporté que le forsythoside B inhibe la production de médiateurs
pro-inflammatoires (Georgiev et al., 2012) in vitro et in vivo. Il a également été rapporté qu’il
possede une activité de piégeage des radicaux libres produits par les polynucléaires humains
stimulés par le formyl- méthionyl- leucyl- phénylalanine (FMLP) mesurée par
chimioluminescence (Heilmann et al., 2001) et une activité antibactérienne contre le
Staphylococcus aureus (Hikino et al., 1981, Nazemiyeh et al., 2008).

Composé 9: Une étude a montré que le composé présente une faible activité
antioxydante par rapport au monoaceétyle martynoside et au verbascoside (Min et al., 2012).

Composé 10 : Il est connu pour son effet anti- inflammatoire (Diaz-Lanza et al.,
2004, Liu et al., 2015, Zhang et al., 2017a), et antioxydant (Li et al., 2001, Ahmad et al.,
2009)
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Compose 11: Dans une étude réalisée en 2019 sur le Liriodendrine isolé de
Dictamnus dasycarpus Turcz (Rutaceae), il a été rapporté que le composé présente un effet
inhibiteur remarquable sur la production de NO dans les MAC de souris (cellules RAW
264.7) stimulées par les LPS (Yang et al., 2019).

Composé 12 : 1l a été rapporté que le composé 12 exerce une activité antifongique en
endommageant la membrane de Candida albicans par la formation de pores (Choi et al.,
2012).

Composes 13 et 14 : Lors d’une étude réalisée en 2014 sur les feuilles de Lumnitzera
racemosa Willd (Combretaceae) , il a été démontré que le composé 13 et le composé 14
isolés possedent une puissante activité antioxydante puisqu’ils portent dans leurs structures
des groupes hydroxyles phénolique (Thao et al., 2014)

Composé 14 : 1l a été rapporté que le composé 14 isolé des racines de Lycium
chinensis (Solanaceae) possede une puissante activité antimicrobienne contre le
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) isolé de patients sans avoir d'effet
hémolytique sur les érythrocytes humains. De plus, il s’est révelé avoir une activité
antifongique remarquable contre Candida albicans (Lee et al., 2005) et une puissante activité
antioxydante par rapport a 1’ a-tocophérol (Kuo et al., 2013).

Composés 15 et 16 : aucune étude en rapport avec l'activité cicatrisante n'a été

retrouvée dans la littérature.

3.2.4 Chimiotaxonomie

Les Lamiacées anciennement appelées Labiatae sont divisées en 12 sous-familles, 16
tribus, 9 sous-tribus, 236 genres et plus de 7 000 especes. C'est la sixieme plus grande famille
d'angiospermes et la plus grande famille de l'ordre des Lamiales. Cette famille est tres
intéressante et extrémement complexe dans tous ses aspects. Ses especes contiennent divers
métabolites secondaires et est connue dans le monde entier pour ses utilisations en
ethnopharmacologie (Frezza et al., 2019a).

La phytochimie des Lamiacées est tres complexe car plusieurs groupes et sous-
groupes y coexistent. Elle peut étre divisée en deux groupes principaux qui produisent tous
deux des métabolites secondaires : le premier comprend toutes les espéces connues pour
produire principalement des terpénoides volatils, présents dans I'huile essentielle, tandis que
le second comprend toutes les espéces connues pour produire principalement des métabolites
non volatils et pauvres en huiles essentielles (Frezza et al., 2019a). Les espéces de Phlomis

sont classées dans le deuxiéme groupe, par exemple le rendement de I'huile essentielle obtenu
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par hydrodistillation de parties aériennes de P.bovei était de 0,22% (Liolios et al., 2007) vs
1,2% pour Mentha x piperita L. et 1,3% pour Lavandula angustifolia Mill.

Les résultats obtenus confirment la relation chimiotaxonomique entre le genre Phlomis
et d'autres genres de la famille des Lamiaceae (Frezza et al., 2019a)

Tous les composés ont été isolés pour la premiére fois de P. bovei. Les composés
1-4, 6-8, 11, 12, 15 et 16 ont déja été isolés dans différentes especes du méme genre (Tableau
48). La présence de ces composés indique donc la relation phylogénétique étroite entre les
espéces du genre Phlomis.

Les composeés 5, 9, 10, 13, 14 ont été isolés du genre Phlomis pour la premiére fois, ils
pourraient servir de marqueurs chimiotaxonomiques pour différencier P. bovei des autres
espéces du méme genre.

Le composé 15 a éte isolé que dans le genre Phlomis, il peut étre alors utilisé comme
marqueur pour le genre. Le composé 5 a été obtenu pour la premiére fois dans l'ordre des
Lamiales, précédemment rapporté chez les Zygophyllales (Nebieridze et al., 2018), sachant
que deux molécules de configurations différentes de ce composé ont été isolées: le débiloside
B d'Equisetum debile (Xu et al., 2006, Kanchanapoom et al., 2007), et le phlomisionoside
de Phlomis spinidens, Lagopsis supina (Steph.) Ik.-Gal.ex Knorr (Zhang et al., 2015) et
Brassica oleracea var. acephala (Kang et al., 2018).

Le composé 6 (Verbascoside), représente l'un des principaux phényléthanoides
glycosides des Lamiaceae. Lors de notre recherche documentaire, il a été constaté que le
verbascoside est également appelé actéoside (Zhang et al., 2019). Ainsi, il a été recommandé
d'utiliser 'un des deux termes verbascoside ou l'actéoside; cependant, l'autre nom doit
également figurer dans le résumé de l'article ou la liste des mots clés, pour permettre d'éviter
toute confusion supplémentaire (Alipieva et al., 2014).

Les composes 1, 2, 3, 6, 7, 8 ont été rapportés dans le genre Lamiophlomis (Tan et al.,
2007, Zhang et al., 2017b, Jian et al., 2018). Les composés 1, 2, 3, 8 ont €té isolés du genre
Erymostachys (Calis et al., 2007, Delazar et al., 2013), les composés 1, 2, 3, 10 de Lamium
(Eigtved et al., 1974, Yalcin et al., 2008, Kikuchi et al., 2009), les composés 11, 12 de
Dracocephalum (Selenge et al., 2013, Li et al., 2016), les composés 13, 14 de Callicarpa
(Ono et al., 2009), les composés 4, 14, 16 de Premna (Yuasa et al., 1993, Sudo et al., 2000,
Hang et al., 2008), également de la famille Lamiaceae , ce qui indique la relation étroite entre
ces genres.

Les composés 1, 2, 6, 8, 9 ont été rapportés dans la famille des Verbenaceae (Fauvel
et al., 1993, Timoteo et al., 2015, Yue et al., 2015, Mohamed et al., 2017, Gibitz-Eisath et
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al., 2018) et la famille des Orobanchacées (Lin et al., 2004, Zhang et al., 2008, Frezza et
al., 2019b). Les composes 2, 8, 13 ont été isolés des Acanthaceae (Kanchanapoom et al.,
2001, Tanaka et al., 2004, Senger et al., 2016), le composé 8 des Bignoniaceae (Martin et
al., 2007), les composé 11 des Oleaceae (Sun et al., 2007), ceci indique la relation étroite
entre la classification phylogénétique (APG) et la chimiotaxonomie, puisque les Acanthaceae,
les Bignoniaceae, les Oleaceae, les Orobanchaceae, les Lamiaceae et les Verbenaceae sont

contenues dans le méme ordre, celui des Lamiales.

Tableau 48: Composés isolés du genre Phlomis

Composé | Espéce Référence
P. longifolia var. longifolia (Ersoz et al., 2001)
P. lunariifolia Sm. (Calis et Kirmizibekmez, 2004)

1 P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)

P. spinidens Nevski (Takedaet al., 2001)

P. tuberosa L. (Calis et al., 2005b)

P. likiangensis C.Y.Wu (Lietal., 2017a)

P. longifolia var. longifolia (Ersoz et al., 2001)

P. lunariifolia Sm. (Calis et Kirmizibekmez, 2004)
P. rigida Labill. (Takeda et al., 2000)

2 P. rotata ex Hook.f. (Zhang et al., 1991)
P. samia L. (Yalgin et al., 2003a)
P. spinidens Nevski (Takeda et al., 2001)
P. tuberosa L. (Ersoz et al., 2001)
P. umbrosa Turcz. (Shang et al., 2011)
P. younghusbandi Mukerjee (Kasai et al., 1994)
P. umbrosa Turcz. (Shang et al., 2011)
P.likiangensis C.Y.Wu (Lietal., 2017a)
P.medicinalis Diels (Yuetal., 2006)

3 P.mongolica Turcz. (Zhang et Li, 1996)
P.tuberosa L. (Alipieva et al., 2000)
P.umbrosa Turcz. (Shang et al., 2011)
P.younghusbandi Mukerjee (Kasai et al., 1994)

P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)
P. lunariifolia Sm. (Calis et Kirmizibekmez, 2004)

4 P. samia L. (Yalgin et al., 2003b)

P. viscosa Poir. (Calis et al., 2005a)

P. amanica Vierh. (Yal¢in Funda et al., 2006)
P. armeniaca Willd. (Saracoglu et al., 1995)

P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)

6 P. brunneogaleata Hub.-Mor. | (Kirmizibekmez et al., 2004)

P. carica Rech.f. (Yalgin et al., 2003a)

P. caucasica Rech.f. (Delazar et al., 2008)

P. crinita Cav. (Kabouche et al., 2005)

P. fruticosa L. (Ersoz et al., 2002)

P. nissolii L. (Kirmmzibekmez et al., 2004)

7 P. kurdica Rech.f. (Bader et al., 2015)
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P. aurea Decne. (Aboutabl et al., 2002)
P. brunneogaleata Hub.-Mor. | (Kirmizibekmez et al., 2004)
P. caucasica Rech.f. (Delazar et al., 2008)
P. grandiflora_H.S.Thomps. (Ersoz etal., 2002)

8 P. fruticosa L. (Ersoz etal., 2002)
P. integrifolia Hub.-Mor. (Saracoglu et al., 2003)
P. kotschyana Hub.-Mor. (Harput et al., 2004)
P. kurdica Rech.f. (Bader et al., 2015)
P. lanceolata Boiss. & Hohen | (Nazemiyeh et al., 2008)
P. amanica Vierh. (Yal¢in Funda et al., 2006)
P. aurea Decne. (Kamel et al., 2000)

11 P. brunneogaleata Hub.-Mor. | (Kirmizibekmez et al., 2004)
P. capitata Boiss. (Kirmuzibekmez et al., 2004)
P. kotschyana Hub.-Mor. (Harput et al., 2004)
P. chimerae Boissieu (Ersoz et al., 2002)

12 P. lunariifolia Sm. (Calis et Kirmizibekmez, 2004)
P. lycia D.Don (Iclal, 2002)
P. tuberosa L. (Calis et al., 2005b)

15 P. stewartii Hook.f. (Riaz et al., 2019)
P. umbrosa Turcz. (Liu et al., 2008)

16 P. samia L. (Yalgin et al., 2003b)
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Chapitre 4 : Activités biologiques

4.1 Matériels et méthodes

4.1.1 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de P.bovei
4.1.1.1 Principe du test de DPPH

De nombreuses méthodes sont développées permettant d’évaluer les capacités
antioxydantes des composés naturels ou des extraits de plantes. La plus simple et la plus
utilisée, fait appel a I’utilisation d’un radical libre, le DPPH.

En présence des antioxydants, le radical DPPH (diphénylpicryl hydrayl) ayant une
couleur violette est réduit en un composeé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont l'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons (Figure 131) (Ali et al., 2019, Gontijo et al., 2019).

Cette décoloration est mesurable par un spectrophotomeétre UV/ Vis (Varian Cary 50
Bio, USA) a 517 nm. La méthode est généralement standardisée par rapport a un controle
positif réalisé avec un antioxydant standard : Acide ascorbique (Vit C) et le Butyl-hydroxy-
toluéne (BHT).

Q NO, Q NO,
N-’.‘*@*Noz + e H — N_SQNOZ + .
v IR GE v 50

Antioxydant
DPPH DPPH-H
Violet,517 nm Jaune

Figure 131 : Principe de la réduction du radical DPPH (Liang et Kitts, 2014).

4.1.1.2 Mode opératoire

Pratiqguement, une solution de DPPH est préparée en solubilisant 4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol. En se basant sur la médecine traditionnelle ou seules les feuilles de
P.bovei sont utilisées, différents extraits de feuilles de polarités croissantes ont été testés :
extrait aqueux, ethanolique, acétate d’éthyle, ainsi qu’un extrait hydroalcoolique EtOH -H.O
(75 :35).

Un volume de 1 ml de chaque extrait (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ug/l) et des
antioxydants de référence : le BHT et I’acide ascorbique de différentes concentrations (0, 20,
40, 60, 80, 100 pg/l) sont ajoutés a 4 ml de DPPH. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant

30 min et la décoloration par rapport au contr6le contenant uniquement la solution de DPPH
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est mesurée a 517 nm contre un blanc de methanol. Le contrble contient tous les réactifs a
I’exception de 1’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égal de méthanol.
L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante :
Activité anti-radicalaire (%) = [(Ac —At) / Ac] x 100
* Ac : Absorbance du controle (DPPH).
» At : Absorbance de I’extrait testé.

Un paramétre est introduit pour la caractérisation du pouvoir anti-radicalaire; la
concentration effective a 50% (EC50) aussi appelée concentration inhibitrice (IC 50) a été
déterminée pour chaque extrait, elle est définie comme étant la concentration de I'échantillon
nécessaire pour neutraliser 50% 1’activité du radical libre DPPH (Fettach et al., 2019). La
valeur IC50 est inversement liée a la capacité antioxydante d’un extrait ou d’une molécule.
4.1.2 Evaluation de I’activité cicatrisante

Dans le cadre de I’évaluation de I’activité cicatrisante d’un extrait brut ou une
molécule, le recours a un modéle experimentale est indispensable. Actuellement, plusieurs
modeéles sont proposés, le modele in silico, in vitro et in vivo. Il n'y a pas un seul modeéle
approprié pour qu'une étude soit efficace.

Le modele animal in vivo malgré son inconvénient reste la meilleure alternative que le
modele in vitro pour apprécier au mieux le phénomene de cicatrisation (Sami et al., 2019).
Les rongeurs resteront le modéle animal idéal pour étudier ce phénomeéne en raison de leur
facilité d’utilisation, leur cofit et la reproductibilité (Trestrup et al., 2016), avant de passer
aux essais sur 'nomme.
4.1.2.1 Matériels
4.1.2.1.1 Matériel végétal

Suite aux résultats obtenus lors du calcul des teneurs en polyphénols et 1’évaluation de
I’activé antioxydante des différents extraits de feuilles de P.bovei, 1’extrait hydroalcoolique
(B) a été retenu pour apprécier son activité cicatrisante d’autant plus que de nombreuses
plantes qui se sont révélées avoir des propriétés cicatrisantes possédent également un fort
pouvoir antioxydant (Stntar et al., 2012, Bhat et al., 2016).
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4.1.2.1.2 Animaux de laboratoire

Des rats Wistar de sexe méle, dont le poids varie entre 200 & 250 g, ont été fournis par
le laboratoire national de contréle des produits pharmaceutiques d’Alger. lls ont été nourris
par une alimentation standard et de I’eau a volonté ; logés par groupes de deux dans des cages
en polypropyléne maintenues dans des conditions standards (cycle de 12 H de lumiére-
obscurité, température de 20°C).

La litiere utilisee correspond a la sciure de bois. Elle était renouvelée aussi souvent
que nécessaire (généralement tous les deux jours) pour assurer le bon état hygiénique des
animaux.

Les rats ont été acclimatés aux conditions du laboratoire pendant un mois, avant le
début de I’étude au niveau de I’animalerie de la faculté de médecine d’Oran.
4.1.2.2 Methodes
4.1.2.2.1 Préparation de I’extrait

Les feuilles en poudre séchées a l'air (100 g) ont été dégraissées avec de 1’éther de
pétrole (500 ml) et extraites trois fois avec 1000 ml EtOH-H>0 (75:35) jusqu'a épuisement.

Le solvant a été filtré puis évaporé sous pression réduite a sec avec un évaporateur
rotatif a 50°C. L’extrait sec a été repris avec une petite quantité d’eau puis congelé et
Iyophilisé pendant 48 H (Pertuit et al., 2017).
4.1.2.2.2 Préparation des pommades

Selon la pharmacopée européenne, il existe trois types de pommades :

- Les pommades hydrophobes ou lipophiles : Elles ne peuvent absorber que de petites quantites
d’cau. Les excipients les plus communément employeés sont la vaseline, la paraffine.

- Les pommades hydrophiles : les excipients utilisés sont miscibles a I’cau tel que le
polyéthylene glycol ou macrogols.

- Les pommades absorbant 1’eau : Elles peuvent absorber une quantité importante d’eau ce qui
conduit par conséquent a I’obtention d’émulsions. Leurs excipients sont ceux de pommades
hydrophobes dans lesquels sont incorporés des émulsifiants de type eau dans 1’huile E/H
(graisse de laine, esters de sorbitan, acides gras), ou de type H/E (polysorbates, esters d’acide
gras).

Dans le but de choisir le type de pommade et la formule galénique adaptée, nous avons
effectué plusieurs essais avec différents excipients de telle sorte a obtenir une pommade
homogéne de consistance convenable qui permet un étalement facile (La vaseline seule,

I’huile de paraffine seule, vaseline et I’huile de paraffine, et en dernier la vaseline, ’huile de
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paraffine et lanoline...). Cette derniere pommade qui contient le plus d’excipients par rapport
aux autres a éte préparée comme suit :

Dans un premier temps, ’extrait sec de feuilles de P.bovei a été rajouté a lanoline, I’ensemble
est trituré pendant 20 a 30 minutes jusqu’a obtention d’une préparation homogene. L’ huile de
paraffine est rajoutée par la suite en petite quantité tous en triturant. La vaseline a été ajoutée
en dernier lieu. La trituration a été maintenue pendant toute I’opération jusqu’a 1’obtention
des pommades homogeénes.

Lors de la préparation de la pommade de base, les excipients sont ajoutés et triturés
dans le méme ordre sans ajout de I’extrait végétal.

Dans la présente étude, nous avons formulé deux pommades a deux concentrations
différentes (1% et 5%) a base de I’extrait sec hydroethanolique des feuilles de I’échantillon
(B) et une pommade de base constituée d’excipients seuls. Nous les avons comparés a une
pommade de référence a base d’extrait sec de Centella asiatica a 1% commercialisée sous le
nom de (Madécassol 1%).

Les pommades préparées ont été étiquetées, conservées dans des pots opaques en
polypropylene a tempeérature ambiante.
4.1.2.2.3 Controle qualité des pommades
4.1.2.2.3.1 Caractéres organoleptiques

L’étude des caractéres organoleptiques a été réalisée a travers ’appréciation de la
couleur, de la consistance et de I’odeur de la préparation.
4.1.2.2.3.2 Homogénéité

Le controle de I’homogénéité de la pommade s’est effectué¢ en étalant chaque
préparation sur une surface plane en couche mince a 1’aide d’une spatule. La répartition
réguliéere ou non des extraits dans I’excipient a été notée. Un examen macroscopique est
souvent complété par une observation microscopique. Une petite quantité de pommade a été
diluée dans quelques gouttes de I’huile de paraffine, ensuite étalée entre lame et lamelle et
observée sous microscope au faible grossissement.
4.1.2.2.3.3 Mesure du pH

Le pH a été déterminé en mesurant celui d’une dilution & 1/10 de la pommade dans de
I’eau distillée chauffée a 40°C.
4.1.2.2.3.4 Test de stabilité

Dans le but de suivre la stabilité des pommades formulées, 1’étude a été réalisée
pendant un mois avant le début du protocole. Plusieurs paramétres ont été notés tels que la

couleur, I’odeur, la consistance, ’homogénéité et le pH (Mukherjee et al., 2013).
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4.1.2.2.4 Test de tolérance cutanee

Le test de tolérance cutanée réalisé sur un model animal vise a prédire le risque
toxicologique chez I'nomme, ainsi on a jugé utile d’évaluer la pommade la plus concentrée
c'est-a-dire celle dosée a 5 %.

Pour évaluer la tolérance cutanée de la pommade PbF 5%, on a eu recours au test de
Draize . Il s’agit d’un protocole d'expérimentation animale mis au point en 1944 par John H.
Draize et Jacob M. Spines, toxicologues de la Food and Drug Administration (FDA). Le
protocole consiste a tester un produit sur la peau d'un animal afin d'évaluer son innocuité
dermatologique (Draize et al., 1944, Cohen Y, 1992, Lulekal et al., 2019).

Le test doit étre effectué initialement sur un seul animal, en particulier lorsque I'on
soupgonne que I’extrait est irritant, si cela sera confirmé aucun autre essai sur les animaux
n'est nécessaire. Selon les directives de 1’organisation de coopération et de développement
économiques (OCDE), si aucun effet irritant n’est observé lors du test initial, la réponse doit
étre confirmée avec d’autres animaux supplémentaires (OCDE, 2015)
4.1.2.2.4.1 Mode opératoire

Le dos d’un seul rat a été rasé puis divisé en deux zones (Figure 132). Sur 1’une des zones
la pommade est appliquée directement, sur ’autre zone, elle est appliquée aprés scarification,
par la suite six (6) rats dont le poids varie entre (200 g et 250 g) ont été rajoutés pour
confirmer le test, selon le protocole suivant :

- Les rats ont ét¢ anesthésiés par 1’éther.

- Le dos et les flancs des rats ont été tondu pour dégager une surface d’environ 5x 3 cm?.

- A l'aide d’une lame de bistouri stérile, on a effectué a droite de I'axe vertébral, trois
scarifications paralléles sur une longueur d'environ 2,5 cm, espacées d’environ 0,5 cm. Les
scarifications de I'épiderme sont réalisées sans atteindre le derme.

- La pommade a été appliquée sur la peau a la fois sur la zone scarifiée et non scarifiée a

raison de 0,5 g.

Figure 132 : Test de tolérance cutanée
A: Zone de scarification, B: Application de la pommade, C: 24H post -scarification, D:72H post -scarification
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Des lectures sont faites a 24H et 72H aprés application de la pommade afin de
rechercher I’apparition d’un érythéme et de I’cedéme (Tableau 49) (Kamkaen et al., 2007).
L'indice d'irritation primaire de la peau (IP) a été calculé comme suit (Belkhodja, 2017) :

IP =) (cedéme + érythéme) flanc scarifié +> (cedéme + érythéme) flanc intact / 24
Avec : 24 = nombre de rats (6) x nombre des zones testées (scarifiée et saine = 2) x nombre de
types d’irritations (cedéme et érythéme = 2).
L’indice (IP) permet de classer la pommade en 4 catégories :
- Pommade non irritante, IP < 0,5.
- Pommade légerement irritante, 0,5 < IP < 2.
- Pommade moyennement irritante, 2 < IP <5.

- Pommade tres irritante, 5 < IP < 8.

Tableau 49: Appréciation de I'eedéme et I'érythéme selon I'échelle numérique de DRAIZE
(Draize et al., 1944).

Symptomes Réaction d’irritation
Erytheme

Pas d’érythéme

Léger érytheme (a peine visible)

Erytheme bien visible

Erytheme important

Erytheme grave (rouge pourpre) avec escarres
Formation d’(Edéme

A OWODNPEFO

Pas d’cedéme

Tres léger cedéme

Léger cedeme (apparent)

(Edéme moyen (épaisseur d’environ 1 mm)
(Edéme grave (épaisseur supérieure a 1 mm)

A~ OwWODNPEFEO

4.1.2.2.5 Protocole de I’évaluation de ’activité cicatrisante

Le model cutané excisionnel profond (full thikness) a été adopté. Le protocole a été
mis au point aprés avoir consulté plusieurs articles scientifiques (Suntar et al., 2011, Ansell
et al., 2014, Joshi et al., 2016, Ergene Oz et al., 2017, Tumen et al., 2018).

Aprés avoir anesthésié les rats par 1’éther éthylique, une épilation de la zone dorsale a
été effectuée par une tendeuse électrique. Le gel de xylocaine a été appligué comme
anesthésiant local. La zone dorsale est ensuite désinfectée a I’aide d’un coton imbibé
d’éthanol a 70%.
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Avant excision de la peau, la disparition des différents reflexes ont éteé vérifiés : le
reflexe podal, la disparition des mouvements volontaires, I’absence de réponses lors d’une
stimulation douloureuse, comme le pincement des espaces inter-digités, ou de la base de la
queue.
4.1.2.2.5.1 Mode opératoire

L’excision de la peau a été réalisée aprés avoir tracé un rectangle de 400 mm? a I’aide
d’un gabarit sur le dos de I’animal. Il s’agit d’une excision profonde. Aprés 1’opération, les
animaux ont été placés dans des cages séparées pour éviter toute forme de bagarre qui peut
fausser les résultats. Des photos ont été prises tous les jours du premier jour jusqu'a la fin du
protocole.

Les rats ont été repartis par la suite en 5 groupes de 7 rats, ou chaque cage a été
étiquetée (Figure 133) :

Groupe 1 : non traités.

Groupe 2 : traités par la pommade de base.

Groupe 3 : traités par la pommade a base de feuilles de P.bovei a 1%.

Groupe 4 : traités par la pommade a base de feuilles P.bovei a 5%.

Groupe 5 : lot référence, traité par Madécassol creme 1% (Suntar et al., 2010, Suntar et al.,
2011, Ben Djemaa et al., 2016, Ozbilgin et al., 2018, Bektas et al., 2019)

Le recours a un groupe de rat traité par une pommade de base ne contenant que les excipients

seuls est vivement recommandé (FDA, 2001).

s

Figure 133 : Répartition des rats dans des groupes étiquetés
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4.1.2.2.5.2 Evaluation macroscopique

Afin de suivre I’évolution du processus de cicatrisation , une échelle de cotation est
utilisée, qui tient compte de quatre paramétres (Qiu et al., 2003) :
- Lasurface de la plaie
- Latuméfaction
- Larougeur
- L’exsudat.

Chacun de ces quatre paramétres a recu une valeur numérique de 0 a 3 (Tableau 50).
Les valeurs sont additionnées, et la moyenne des scores est attribuée pour chaque groupe.
Un score de 0 indique une meilleure évolution de la plaie, alors qu’un score maximal de 12
indique le contraire.

Tableau 50: Valeurs numériques attribués aux parametres de cicatrisation

Score Tuméfaction | Surface Exsudat | Rougeur
0 Absente Réduction importante Absence | Absente
1 Faible Reduction modérée Faible Faible
2 Modeérée Reduction faible Modéré | Modérée
3 Importante Aucune reduction Important | Importante

4.1.2.2.5.3 Etude planimétrique

Dans le but de suivre le processus de cicatrisation d’une manicre quantitative, on a eu
recours a une étude planimétrique grace au calcul de la surface de réduction de la plaie et de
son évolution dans le temps.

Les surfaces des plaies dans les différents lots ont été tracées en utilisant un papier
transparent un jour sur deux, pendant toute la durée de 1’expérimentation, puis mesurées grace
a un logiciel AutoCAD (Autodesk 2015). Le pourcentage de réduction de la plaie a été calculé

comme suit (Tessema et al., 2018, Guizel et al., 2019) :

P tave de réduction de la olai Surface initiale (J.0) — Surface (J.n) 100
= X
ourcentage de réduction de la plaie Surface iitiale (J.0)

Le temps d’épithélialisation correspond au nombre de jours requis pour que la cicatrice

disparaisse et ne laissant aucune blessure a vif.
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4.1.2.2.5.4 Etude histologique

Des prelévements du tissu en voie de cicatrisation, ont été réalisés tous les 4 jours (de
Js & Jo1) pour observer I'épithélialisation, la collagenése et I'angiogenese. Les animaux ont
d’abord été anesthésiés avec de I'éther, par la suite, on a procédé a une excision du tissu une
fois cicatrisé a I’aide d’un bistouri stérile.

Chaque tissu a été étalé et fixé sur un support rigide, puis conservé dans un flacon en
verre contenant du formol a 10 % (Figure 134). Les échantillons ont été acheminés au
laboratoire d’anatomopathologie de 1’hopital pédiatrique de Canastel dans les 24 H pour un
examen histopathologique.

Selon la phase de cicatrisation, plusieurs éléments ont été observés. Les éléments
observés dans la phase inflammatoire et vasculaire sont: l'ulcération, la congestion
vasculaire, I’cedéme/exsudat, la migration des PNN et 1’enduit fibrino-leucocytaire (EFL). Les
élements observés dans la phase de formation du tissu de granulation sont : la régenération
épidermique, les bourgeons des cellules endothéliales, les néovaisseaux, la prolifération des
myofibroblastes et fibroblastes, le dép6t des fibres de collagenes. Les éléments observes dans
la phase de maturation du tissu de granulation/ remodelage sont : les néovaisseaux, les
myofibroblastes, les fibroblastes matures, le collagéne. Les éléments observés dans la derniere
phase (cicatrice fibreuse) sont: la restitution épidermique intégrale et I’apparition du
collagéne mature.

Protocole de préparation des coupes histologique :

La technique de coloration d'usage courant en histologie et en histopathologie est celle
de I'nématoxyline et de I'éosine (désignée par la coloration H/E). Il s’agit d’une coloration
bichromatique qui se compose d'un colorant nucléaire : I'nématoxyline (colorant basique), qui
colore les noyaux en bleu/violet, en se fixant sur les acides nucléiques, et d'un colorant
cytoplasmique : I'éosine (colorant acide) qui permet de colorer le cytoplasme en rose.

La technique de préparation des coupes histologique a été réalisée comme suit :

1- La fixation : elle a pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces.
Elle doit se faire immédiatement apres le prélevement, par immersion des tissus prélevés
dans un grand volume de fixateur. Dans notre cas, le fixateur utilisé est le formol a 10 %. Il
faut noter que la fixation augmente la permeabilité a la coloration.

2- La déshydratation : le prélévement doit d’abord subir une déshydratation par immersion
dans deux bains de formol, quatre bains d’éthanol pur, deux bains d’acétone et deux bains de
toluéne. Cette étape a été réalisée avec un automate de déshydratation de marque Leica

TP1020. C’est une étape qui prépare I’inclusion puisque la paraffine est hydrophobe.
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3- Imprégnation : elle signifie le passage du prélévement dans un liquide intermédiaire afin
d’en éliminer les traces d’EtOH (la paraffine étant non miscible a I’alcool). L’imprégnation
était réalisée avec le toluéne

4- L’inclusion : elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et régulieres. Le
milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. Le prélévement baigne dans de la paraftine fondue
(chauffée a 56° C) donc devenue liquide et qui infiltre alors toute la piéce.

5- Mise en bloc : Aprés I’étape de I’inclusion, la paraffine liquide est coulée dans un petit
moule en métal. Aprés refroidissement (dans un congélateur pendant toute une nuit), on se
retrouve alors en présence d’un bloc de paraffine dur, a ’intérieur duquel la piéce prélevée
est incluse.

6- La confection des coupes : le passage du bloc de paraffine dans un microtome (Leica RM
2125RT, Allemagne) nous a permis de réaliser des coupes sous forme de rubans de 2 a 5 pm
d’épaisseur. L’étalement des coupes sur la lame de verre a été réalisé avec I’eau
albumineuse.

7- Déparaffinage : les lames sont placées sur une plaque chauffante (a 45 - 60°C) pendant 15
min, afin d’obtenir la liquéfaction et donc I’élimination de la paraffine.

8- Réhydratation : en immergeant les lames dans deux bains d’alcool (EtOH 96%) puis dans
I’eau distillée.

9- Coloration : en pratique, la coloration H/E se fait de la maniére suivante :

- Un bain de 15 min a I’hématoxyline

- Ringage a I’eau

- Rincage a I’éthanol acidifié

- Rincage au bicarbonate de Na dans le but est de concentrer le premier colorant.
- Un bain d’une minute a I’éosine

- Deux bains de 2 min a ’EtOH 96°

- Nettoyage a I’acétone pendant 40 secondes

- Rincage au toluene

- Montage entre lame et lamelle
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Figure 134 : Préparation des coupes histologique.
A, B : Fixation dans du formol a 10%, C, D : Déshydratation, imprégnation, inclusion, E:
Preparation de blocs de paraffine, F, G : Coupes réalisées au microtome.

4.1.2.2.5.5 Analyses biochimiques
4.1.2.2.5.5.1 Dosage de I’hydroxyproline

Le collagene est une protéine extracellulaire prédominante dans le tissu de granulation
et I'nydroxyproline fait partie intégrante de la fibre de collagene. Une teneur accrue en
hydroxyproline indique une synthése accrue de collagéne qui conduit a une meilleure
cicatrisation des plaies. Nous avons ainsi calculé la teneur en hydroxyproline dans les tissus
régénérés prélevés le 20°™ jour aprés excision dans les différents groupes.

Pour estimer la concentration de L-hydroxyproline, la méthode de Bergman et Loxley
(1963) a été adoptée. Les tissus cicatrisés ont été nettoyés avec une solution saline froide (0,9
% NacCl) et séchés a I'étuve a 60 ° C. Les tissus séchés (100 mg) ont été hydrolysés avec 5 ml
d’HC1 6 N a 110 ° C pendant 4 H. L'hydrolysat (2 ml) a été neutralisé a pH 7,0 avec du NaOH
10 N et a été soumis a une oxydation a la chloramine-T 0,056 M (1 ml) et incubé a
température ambiante pendant 25 min. Ensuite, 1 ml du réactif Ehrlich 1M a été ajouté aux
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échantillons oxydés. L'absorbance de la couleur apparue a été mesurée par spectrophotométrie
a 557 nm. Différentes concentrations d'hydroxyproline (10, 20, 40, 60, 80 et 100 ug / ml) ont
été préparées pour établir la courbe d'étalonnage. La teneur en L-hydroxyproline a été
calculée et exprimée en pg /100 mg de tissu (Bergman et Loxley, 1963, Bhat et al., 2016).
4.1.2.2.5.5.2 Dosage de la protéine C réactive

La protéine C réactive (CRP) est une protéine synthétisée par le foie apres une
inflammation aigué dans ’organisme. Le dosage du CRP dans le sérum a été estimé par la
méthode turbidimétrique en utilisant un kit commercial.

Apres avoir anesthésié les rats par I'éther diéthylique, ils sont placés en décubitus
latéral. Le prélévement de sang du sinus retro orbital est effectué a 1’aide d’une pipette
pasteur. Un volume de sang d’environ 2,5 ml est recueilli dans des tubes secs et centrifuges
par la suite a 2500 tours/min pendant 5 min. Le sérum a éte récupéré pour faire le dosage du
CRP.

4.1.3 Activité antioxydante des molécules pures et approche de la relation structure-
activite

Le méme protocole décrit lors de 1’évaluation de I’activité antioxydante des différents
extraits de P.bovei a été suivi sauf que cette fois-ci 1 ml des composés pures 1, 2, 6, 7, 8, 10,
11, 13, 15 (1,0 mg dans 1 ml de MeOH a 95%) de différentes concentrations (0, 25, 50, 100,
200, 300 ug/ml) a été ajouté a 4 ml de la solution méthanolique de DPPH 0,1 mmol.

4.1.4 Analyse statistique

Les résultats ont été analysés par un logiciel de gestion de bases de données SPSS 21.
L’analyse des résultats de I’activité antioxydante a eté effectuée par le test-t de Student qui
nous a permis de comparer les moyennes de deux groupes d’échantillons indépendants (A et
B).

L’interprétation des résultats de ’activité cicatrisante a été réalisée par deux tests, le
test ANOVA un seul facteur (one-way ANOVA) qui est utilisé pour comparer plus de deux
moyennes, et le test-t de Student qui nous a permis de comparer les moyennes de la
réductions des surfaces des plaies des groupes traités par les pommade PbF 1%, PbF5% et la

pommade référence avec le groupe témoin traité par la pommade de base.
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4.2 Reésultats et discussions
4.2.1 Evaluation de P’activité antioxydante

Les extraits étudiés révélent des propriétés antioxydantes intéressantes (Figure 136).
Tous les extraits évalués ont pu réduire le radical libre DPPH violet stable (picrylhydrazyle)
en DPPH-H jaune (picrylhydrazine). La décoloration indique une activité de piegeage des
radicaux libres par les extraits testés. Les activités antioxydantes obtenues par la méthode au
DPPH pour les différents extraits de feuilles de P.bovei des deux régions (A) et (B) sont
présentées dans le tableau 51. Les extraits étudiés ont montré une activité de piégeage
dépendante a la concentration.

La variation de lactivité antioxydante des extraits de 1’échantillon A et B est
hautement significative (Test Anova, p <0,0001). L’ordre décroissant de [D’activité
antioxydante est comme suit : extrait hydroalcoolique (A) et (B) > extrait aqueux (B) > extrait
ethanolique (B) > extrait ethanolique (A) > extrait aqueux(A) > extrait d’acétate d’éthyle (A)
> extrait d’acétate d’éthyle (B). L'activité de piégeage des radicaux DPPH dépend alors du
solvant d’extraction. L’activité antioxydante du vit C et du BHT est supérieure a celle des
extraits testés (Figure 135).

L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH la plus élevée a été obtenue avec
I’extrait hydroalcoolique des feuilles de 1’échantillon A et B, ce résultat coincide avec celui de
la teneur en polyphénols.

Plusieurs études ont montré une corrélation entre la teneur en polyphénols et ’activité
antioxydante (Sarikurkcu et al., 2014, Al-Qudah et al., 2018).
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Figure 135: Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des différentes concentrations de
’acide ascorbique et le BHT.
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Figure 136 : Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des différentes concentrations

d’extraits de feuilles.

Tableau 51: Concentration efficace (IC 50) des extraits de feuilles de P.bovei

IC 50 (pg/ml)
Echantillon A Echantillon B
Eau 378,90 £ 0,79 147,83 + 1,04*
Extraits EtOH 311,96 + 0,45 187,56 + 1,28*
EtOH 75% 96,20 £ 0,75 96,16 + 0,76**
Acétate d’éthyle >1000 >1000
Acide ascorbique 13+0,95
Références BHT 30+1,02

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD
Test t Student, Echantillon B vs Echantillon A,*P<0, 0001, **P>0, 05

Dans une étude réalisee en 2014 sur le Phlomis maximowiczii , [Pactivité
antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle a enregistré les valeurs les plus basses, ce

résultat concorde avec celui obtenu dans notre étude (Gu et al., 2014).
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Dans une autre étude réalisée en 2016 sur le Phlomis crinita récolté¢ a I’ouest de
I’ Algérie, la valeur IC 50 obtenue de I’extrait ethanolique est de 1120 + 1,00 pug/ml (Tamert
et Latreche, 2016), elle est donc supérieure a la valeur obtenue dans notre extrait
ethanolique. On peut ainsi dire que ’activité antioxydante de 1’extrait de P.bovei est plus
élevée que celle de P.crinita.
4.2.2 Evaluation de I’activité cicatrisante
4.2.2.1 Rendement d’extraction

Le poids du résidu sec obtenu aprés lyophilisation est de 20 g, soit un rendement
d’extraction de 20 %.
4.2.2.2 Préparation des pommades

Apres plusieurs essais realisés avec différents excipients dans le but de choisir la
meilleure formule galénique, notre choix s’est porté sur trois pommades absorbants 1’cau a
base de vaseline, de I’huile de paraffine et de lanoline (Gramma et al., 2016).

Les quantités des excipients ont €té ajustées jusqu’a 1’obtention d’une pommade de
consistance convenable qui permet un étalement facile (Tableau 52).

Tableau 52: Formules galéniques de préparation des pommades.

Pommade P.Base PbF 1% PbF 5%
Extrait sec (g) 0 1 5
Lanoline (g) 1.01 1 5
Huile de paraffine (g) 39.40 39 35.82
Vaseline (g) 59.59 59 54.18
Total () 100 100 100

4.2.2.3 Contrdle qualité des pommades
4.2.2.3.1 Caractéeres organoleptiques
Les résultats de ’examen macroscopique des pommades figurent dans le tableau 53

Tableau 53 : Résultats des examens macroscopique des pommades.

Controle P.Base PbF 1% PbF 5%
Couleur Blanche Vert moutarde Vert noir

Consistance Molle

Odeur Odeur de la lanoline Odeur de la lanoline | Odeur de la lanoline

mélangée a celle de
I’extrait de la plante

mélangée a celle de
I’extrait de la plante
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4.2.2.3.2 Homogénéité

L’examen macroscopique a montré que les trois pommades préparées étaient toutes
homogenes. Le test a été confirmé par un examen microscopique (Figure 137) ou les extraits
étaient bien dispersés dans la pommade de base (Tableau 54).

Tableau 54 : Controle de ’homogénéité des pommades

Controle P.Base PbF 1% PbF 5%
Examen Bonne Bonne Bonne
macroscopique
Examen Quelque gouttelette | Quelque particule de | De nombreuses
microscopique d’émulsion a taille fine a particules de taille
distribution distribution réguliere | fine a distribution
homogene et des gouttelettes réguliére, et de
d’émulsion grosses
gouttelettes
d’émulsion
PbF1% PbF5% Base

Figure 137 : Examen microscopique des pommades

4.2.2.3.3 Mesure du pH

Le pH retrouvé est de 6.50 pour la pommade PbF 1%, 6.34 pour la pommade PbF 5%
et 7.10 pour la pommade de base. Ces résultats étant proches de la neutralité laissent supposer
que les pommades préparées sont non irritantes pour la peau.
4.2.2.3.4 Test de stabilité des pommades

Suite au test de stabilité réalisé sur les trois pommades préparées aprés 30 jours de

conservation, nous n’avons constaté aucun changement des caractéres macroscopiques. Les
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pommades préparées n'ont montré aucune séparation de phases, aucune odeur désagréable.

Une légére variation du pH non significative a été notée (Tableau 55).

Tableau 55: Résultats du test de stabilité réalisé aprés 30 jours de conservation des
pommades préparés.

Parametre P.Base PbF 1% PbF 5%
Couleur Stable Stable Stable
Odeur Stable Stable Stable
Homogénéité Stable Stable Stable
pH [7.10-7.47] [6.50-6.90] [6.34-6.96]

4.2.2.4 Test de tolérance cutanée

Dans le but de confirmer I’innocuité cutanée des pommades préparées, nous avons
réalisé le test de tolérance cutanée sur la pommade la plus concentrée (PbF 5%). Le test a été
effectué en premier lieu sur un seul rat (Figure 132). L’indice IP calculé = 0.
La réponse a été confirmee par la suite sur 6 autres rats. Les résultats de I’indice d’irritation

primaire cutanée sont présentes dans le tableau 56

Tableau 56: Résultats du test de tolérance cutanée

Rats N° Peau scarifiée Peau saine
24 H 72H 24 H 72H

Er |OE |Er |OE |Er |OE |Er |OE
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0

Er : Erytheme, OE : (Edéme

L’indice d’irritation primaire cutané de la pommade a 5% de I’extrait hydroalcoolique
de la plante a été calculé comme suit : IP = 2/ 24 = 0,083. La pommade est donc non irritante
pour la peau.

Nous avons remarqué une absence de réaction cutanée apres 24 et 72 H. Les
phénomenes se résument uniquement a des érythéemes légers chez deux rats sur les zones

scarifiées et qui ont remarquablement disparus aprés 72 H.
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Notre résultat rejoint celui de Tessema el collaborateurs en 2018 ( IP<0,5) qui ont
réalisé le méme test sur un extrait de Brucea antidysentrica , Simaroubaceae (Tessema et al.,
2018)
4.2.2.5 Evaluation macroscopique de I’activité cicatrisante

Les moyennes des scores calculées sont représentées dans le tableau 57. Plus la valeur
d’un score est élevée plus I’évolution de la cicatrisation est mauvaise. La différence entre les
scores obtenues dans le groupe 2 et les autres groupes 1, 3, 4, 5 n’est pas significative (P >
0,05), toutefois, les scores les plus élevés ont été enregistrés chez le groupe 1 (non traité) a J3,
J5, J7, J9, ce qui témoigne une mauvaise évolution de la cicatrisation par rapport aux autre
groupes.

Un résultat similaire a été obtenu dans une étude réealisée en 2018 ou un exsudat
inflammatoire a persisté jusqu'a 6 jours post-excision dans le groupe référence traité par
I’acide fusidique alors qu’il était absent dans le groupe traité par la pommade a base
d’Alchemilla vulgaris et Mimosa (Choi et al., 2018).

A ce stade, on peut dire que la phase inflammatoire a été prolongée chez le groupe 1
puisque des rougeurs ont persisté jusqu'a J7 post-excision. A partir de J13 post-excision, une

meilleure évolution de la cicatrisation a été constatée dans tous les groupes.

Tableau 57: Moyennes des scores calculés dans les differents groupes

Jour Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5
3 3.86+0.37* | 3.14+089 | 3.43+0.78* | 3.14+0.37* | 2.85+0.37*
5 3.66+1.21* | 283+132 | 233+0.51* | 2.16 £0.75* | 2.66 + 0.81*
7 3.16 +0.98* | 2.16 +0.75 1.50+£1.22* | 1.50+£0.54* | 2.00 = 1.09*
9 0.83+1.32* | 0.40+0.89 0* 0* 0*

11 0.80 +0.44* | 0.40x0.54 0* 0* 0*
13 0* 0 0* 0* 0*

Les résultats sont attribués en moyenne £SD
(Test t Student, * p >0.05 vs groupe 2).

4.2.2.6 Etude planimétrique

Le pourcentage de la réduction de la surface de plaie a été calculé de J1 a J19 a deux

jours d’intervalle (Figure 138) .On a constaté que la réduction de la surface des plaies dans les

différents groupes commence clairement a partir du 3 ¢™ jour (Tableau 58).

191




Partie pratique Chapitre 4 : Activités biologiques I

A partir de J7, le pourcentage de la réduction de la plaie s’avére significativement
élevé (P < 0,05) chez les groupes 3, 4 et 5 par rapport au groupe 2. A I’inverse, pratiquement
aucune différence significative n’a été observée entre les deux groupes 1 et 2 mis a part a J9.
Les premiéres plaies a étre cicatrisées sont celles traitées par les pommades PbF1% et PbF5%.

L’¢évaluation de ’activité cicatrisante de P.bovei chez les rats Wistar selon le modele
de plaie par excision a montré chez les groupes 3, 4 et 5 une amélioration significative qui est
estimée par une réduction de la surface de plaie d’environ 5 % a J17 par rapport aux groupes
let2.

La période d'épithélialisation a été significativement réduite (P <0,05) de 20 jours chez
les deux groupes 1 et 2, a 15 jours chez les animaux du groupe 3 et 4, autrement dit , un retard
de 5 jours dans la durée de cicatrisation a été estimée chez le groupe non traité et celui traité
par la pommade de base. La cicatrisation des plaies chez les rats du groupe 5 a été observee le

17¢™ jour comme indiqué dans le tableau 58.

Tableau 58: Moyennes des pourcentages de réduction de la surface des plaies des différents
lots suivis par planimétrie

Jours Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5
(% + SD) (% + SD) (% + SD) (% + SD) (% + SD)
J1 758 +1.07** | 7.94+1.17 9.65+ 0.72* 9.57+ 0.90* 8.90+1.07**
J3 16.83 +1.33** | 15.39+1.76 19.32 +1.47* | 21.39 £1.39* | 19.55+1.67*
J5 35.16 £2.08** | 33.16 +1.04 | 37.40 +1.62* 40.66 £2.02* | 35.93+ 1.33*
J7 51.84 £3.38** | 51.72+1.58 59.17 £1.75* 64.36 £2.32* | 57.74+1.52*
J9 69.23 £5.38* | 70.83 £1.44 | 78.32+2.57* 81.87+£3.55* | 79.22 +3.23*
J11 79.64 £2.17** | 81.58 +2.81 92.15+2.26* 03.91 £3.44* | 89.47 + 1.59*
J13 89.13 £ 2.23** | 89.39+1.67 97.13 +£1.46* | 98.84 +1.33* | 95.47 + 0.93*
J15 91.00 £1.24** | 92.49 +1.93 100* 100* 98.29 £ 1.17*
J17 95.23 +£1,00%* | 95.27 +0.91 100* 100* 100*
J19 97.28 £ 1.14** | 97.49+0.79 100* 100* 100*

Les résultats sont attribués en moyenne £SD

n =7 animaux dans chaque groupe
(*p<0,05,**P >0, 05, test t Student, vs groupe 2)
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| Groupel | Groupe?2 | Groupe3 | Groupe4 | Groupe5 |

J3

J5

J7

J9

Ji1

J13

J15

J1i7

Figure 138: Evolution des plaies de chaque lot en fonction du temps
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4.2.2.7 Etude histologique

Dans le but de suivre 1’évolution histologique de la cicatrisation dans les différents
groupes, des coupes histologiques ont été réalisées et colorées a I’'HE a J4, J8, J12, J16, et J20.

Au 4°™ jour, une ulcération a été observée au site de la plaie dans les différents
groupes mais plus importante dans les deux groupes 1 et 2. 1l y a eu également une infiltration
et / ou agrégation des leucocytes polymorphonucléaires et mononucléaires dans la profondeur
des tissus et a la surface de la plaie dans tous les groupes avec apparition des néovaisseaux
dans les groupes 3, 4, 5 (Figure 139).

Au 8°™ jour, nous avons constaté une installation d’un EFL dans les différents
groupes. On a noté la persistance de 'ulcération et d’un cedéme dans le groupe 1 (Figure
140). En plus des cellules inflammatoires, il y avait une prolifération marquée de fibroblastes
dans la couche cutanee, en particulier dans les deux groupes 3 et 4. Cependant, dans le groupe
1, la prolifération des fibroblastes était moins remarquable avec la présence de fibroblastes
disperses.

Au 12°M jour et surtout le 16°™ jour, les plaies des groupes traitées avec PbF1% et
PbF5% ont remarquablement réduit en taille et surtout leurs épidermes ressemblaient
étroitement a une peau normale. En outre, leurs dermes étaient principalement remplis de
fibres de collagéne matures dont le dépdt semble étre plus important dans le groupe traité par
PbF 5%. En revanche, dans le groupe 1, I’analyse a montré une régénération incompléte de
I'épithélium avec présence d’ulcération dans certains endroits ainsi que la présence de
collagéne fragmenté et mal organisé (Figure 141).

Au 20°™ jour, la restauration de I'épiderme a été observée dans tous les groupes sauf
dans le groupe 1 ou on a constaté un échec de réépithélialisation dans certains endroits. La
couche basale était bien formée dans I’ensemble des groupes traités, de plus, dans le derme, la
maturation et l'organisation des fibres de collagéne étaient similaires (Figure 142).

Suite a I’examen histologique, on a constaté d’ une part que la régénération tissulaire
était beaucoup plus rapide dans les groupes traités par les pommades PbF1%, PbF5% et la
pommade référence. D’autre part, étant donné que premiere réponse de la cicatrisation est
I'inflammation, une réaction inflammatoire prolongée entraine alors une guérison retardee, ce

qui a été observé chez le groupe non traité (persistance de I’cedéme, de 1’ulcération).
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Figure 139 : Evolution de la cicatrisation dans les différents groupes au 4™ jour
U : Ulcération, Oed : (Edéme, NV : Néovaisseaux
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Figure 140 : Evolution de la cicatrisation dans les différents groupes au 8 ™ jour.
U : ulcération, EFL : Enduit fibrinoleucocytaire, Oed : (Edeme, Fb : Fibroblaste

196



Partie pratique Chapitre 4 : Activités biologiques I

Figure 141 : Evolution de la cicatrisation dans les différents groupes au 12 ™ jour
E : Epiderme, C : Collagéne, D : Derme, Oed : (Edéme, LB : Lame basale, Kl : Kératine

lamellaire
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Figure 142 : Evolution de la cicatrisation dans les différents groupes au 20°™ jour
E : Epiderme, CF : Cicatrice fibreuse, D : Derme, HD : Hypoderme, FP : Follicule pileux,

K : Kératine
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4.2.2.8 Paramétres biochimiques
4.2.2.8.1 Dosage de ’hydroxyproline

La teneur en hydroxyproline a été calculée selon I'équation Y = 0,00282 X + 0,12064,
R?= 0,998, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage et exprimée en pg / 100 mg de tissus de
granulation (Figure 143). Les teneurs en hydroxyproline dans les groupes 3, 4, 5 sont
significativement plus élevées que celle obtenue chez le groupe 2 (P <0,05) (Tableau 59).
A I’inverse, aucune différence significative n’a été observée entre les deux groupes 1 et 2.

Le taux le plus élevé en hydroxyproline a été obtenu dans le groupe 4 traité par PbF 5%.

0.45
0.4 v =0.0028x + 0.1206
R2=0.967
0.35
g 03
8025 = —
S 0.2 *
Q
<0.15 /
O.l *
0.05
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Hydroxyproline (pg/ml)

Figure 143 : Courbe d’étalonnage de 1’hydroxyproline (557 nm)

Une concentration élevée en hydroxyproline constitue le résultat de la prolifération et
de la migration des fibroblastes et du dép6t de collagene. Elle nous renseigne alors sur la
teneur en collagéne qui joue un role essentiel dans la cicatrisation et donc une peériode
d'épithélialisation plus courte (Murthy et al., 2013, Bhat et al., 2016). Les résultats obtenus
du dosage de I’hydroxyproline ne font que confirmer les résultats de 1’analyse

histopathologique.
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Tableau 59 : Effet de I’application locale de la pommade de P.bovei sur la teneur en
hydroxyproline

Groupe Teneur en hydroxyproline
(1g/100 mg de tissus)
14,09 £ 0,11**
14,02 £ 0,57
20,21 £ 0,45*
22,95 £ 1,42*
5 20,65 + 0,70*
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD
Test t Student, vs groupe 2 ,*P<0, 05, **P>0, 05

AWIN|F-

4.2.2.8.2 Dosage du CRP

Une concentration élevée du CRP témoigne d’une inflammation. Au 8 €™ jour post-
excision, les concentrations du CRP obtenues sont significativement basses dans les groupes
3, 4 et 5 (p <0,05). Les valeurs du CRP obtenues dans les deux groupes 3 et 5 reflétent un
effet anti-inflammatoire modéré. Aucune reduction significative de ce marqueur

inflammatoire n’a été observée dans les deux groupes 1 et 2 (p > 0,05) (Tableau 60).

Tableau 60: Résultats du dosage du CRP

Jour Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
J8 0,184+0,011**|0,174+0,010 | 0,154+0,006* | 0,109+0,007* | 0,148+0,004*

Test t Student, vs groupe 2,*P <0, 05, **P > 0, 05

Lors d’une étude réalisée sur un extrait de Prosopis cineraria L (Fabaceae) a 5%, une
diminution modérée du CRP a été observée au 16 ™ jour aprés excision de la peau chez des
rats Wistar par rapport au groupe témoin (Yadav et al., 2018).

On pourrait ainsi attribuer les résultats obtenus a la présence des molécules anti-
inflammatoires présentes dans la plante en particulier les composés phénoliques qui possédent
une puissante capacité a agir comme des agents antioxydants, anti-inflammatoires et
antibactériens ce qui induit une guérison plus rapide (Pepe et al., 2015, Ammar et al., 2015).

Les principes actifs issus des plantes pourraient induire la cicatrisation de différents
manieres, ils ont la possibilit¢ de stimuler la prolifération des fibroblastes, d’induire la
prolifération et la différenciation des kératinocytes, d’augmenter la formation de collagéne,
d’avoir des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires. Dans la plupart

des cas, pour qu'un agent provenant de plantes médicinales soit classé comme une molécule
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cicatrisante , il doit posséder au moins deux des propriétés suscitées (Agyare et al., 2016).
Les composés phénoliques par exemple ont la capacité d’agir a différents stades de
cicatrisation des plaies, soit en stimulant la synthése du collagene, la prolifération cellulaire et
I’angiogénése (Agar et al., 2015).

A la lumiere de ces résultats, I’activité cicatrisante des feuilles P.bovei est
probablement due a I’activité synergique des composés isolés. Les propriétés antioxydantes et
anti-inflammatoires de métabolites isolés tels que le composé 2 (Viljoen et al., 2012), le
composé 4 (Zhang et al., 2004), le composé 10 (Zhang et al., 2017a) et surtout le composé 6
(Li et al., 2018, Khullar et al., 2019), ne font que renforcer notre hypothése. Il a été rapporté
que les propriétés cicatrisantes et antioxydantes sont fortement liés (Stintar et al., 2012).

4.2.3 Activité antioxydante des composés isolés et approche de la relation structure-
activité
L'activité antioxydante du verbascoside était supérieure a celle de tous les composés
testés avec la plus faible valeur IC50 qui est égale a 43,16 + 0,96 ug /ml (Tableau 61), suivie
par le forsythoside (54,76 + 0.72 pg /ml), I’alangilignoside C (78,19+ 1,58 pg / ml), le
leucosceptoside (113,02 £ 2,31 pg/ml) et I’'angoroside C (150,38+ 2,46 ug /ml) (Figure 144).
A partir de [I’analyse des résultats de [Dactivité antioxydante des quatre
phényléthanoides testés, on peut conclure que :

- Les phényléthanoides glucosides avec leurs parties aglycones (3,4-
dihydroxyphényléthanoides) et leurs acides phénoliques ont présenté une forte inhibition
dose-dépendante des radiaux libres.

- Les composes phénoliques dont les fonctions hydroxyles sont fixés en C-3, C-4 ont montré
une forte activité antioxydante

- La substitution de I’acide caféique par I’acide ferulique a montré une diminution
significative de l'activité antioxydante (1C 50 Forsythoside B < IC50 Leucosceptoside B),
ce résultat rejoint celui d’une étude réalisée en 2019, ou I’importance de ’acide caféique
dans I’activité cytotoxique des phényléthanoides a été démontrée (Kutluay et al., 2019).

- L'angoroside C avec son 4- méthoxyphényléthanoide et ses trois sucres a exprimé I’activité
la plus faible parmi les phényléthanoides testés.

- L'activité de piégeage du radical libre DPPH diminue lors de l'augmentation du nombre de
glycosylation dans la série des composés comme cela a été observé pour le forsythoside B

en le comparant au verbascoside.
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Les iridoides quant & eux (schanzhiside méthyle ester et lamalbide) n’ont pas exprimé
une bonne activité de piégeage des radicaux libres ceci est probablement due a leur faible
capacité de don d'’hydrogene. Le lamalbide a exprimé une activité plus importante que
schanzhiside méthyle ester, ceci concorde avec les données de la littérature car lorsqu’ une
fonction hydroxyle est introduite dans une structure d’iridoide, l'activité topique augmente.
D’un autre coté, pour que les iridoides puissent étre plus actifs, il faut qu’ils soient hydrolysés
(Recio, 1994, Viljoen et al., 2012).

C’est le cas par exemple de I'harpagide et I'harpagoside qui n‘ont présenté aucune inhibition
des enzymes COX-1 et COX-2, ni libération de TNF-a ni production de NO. Aprés hydrolyse
avec la B-glucosidase, I'harpagide est transformé en H-harpagide tandis que I'harpagoside est
transformé en H-harpagide et acide cinnamique. Le produit hydrolysé, le H-harpagide, a
significativement inhibé l'activite COX-2 et il a été noté que la structure chimique de ce
composé était similaire a la PGE2 et a d'autres inhibiteurs sélectifs de la COX-2 tels que le
celécoxib (Viljoen et al., 2012).

D’un autre coté, mis a part la glycosylation certaines conditions doivent se réunir pour qu’un
iridoide soit plus actif :

- L'insaturation en C7-C8

- La conversion de la fonction acide — COOH en son analogue - COOMe

- La substitution hydroxyle en C-5

- La substitution méthyle du carboxyle C-11.

A propos des lignanes, I’alangilignoside C s’est révélé plus actif que le syringaresinol
diglucopyranoside. Ces derniéres années, des etudes sur les dérivés du benzofurane ont
montré qu’ils ont une bonne activité anti-inflammatoire (Miao et al., 2019).

Parmi les dérivés les plus connus du benzofurane : I'amiodarone (antiarythmique). Les
lignanes meritent alors d’étre de plus en plus étudiés pour le développement de nouveaux
médicaments.

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité antioxydante présentés dans cette étude ont
indiqgué que les phényléthanoides et les lignanes pourraient avoir des applications
thérapeutiques potentielles en tant que futur agent antioxydant. Cependant, ces résultats ont
été obtenus in vitro, leurs propriétés pharmacologiques doivent encore étre explorées in vivo.

L’activité antioxydante, nous a permis d’établir des relations structures / activités
Cependant, d'autres essais avec un plus grand nombre de métabolites secondaires seront utiles

pour bien comprendre leurs mécanismes d’actions.
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Figure 144 : Activité antioxydante des composés isolés

Tableau 61 : Concentrations efficaces (IC50) des composés isolés

Classe Composé IC 50 (pg/ml)
Phenylethanoides Verbascoside 43,16 + 0,96
Forsythoside B 54,76 £ 0,72
Leucosceptoside B 113,02 + 2,31
AngorosideC 150,38+ 2,46
Iridoides Lamalbide 260,85+3,06
Schanzhiside méthyle ester 285,96 +2,18
Lignanes Alangilignoside C 78,19+ 1,58
Syringaresinol diglucopyranoside 175,32+ 3,26
Phényle glucoside Phlomispentaol > 300

Les valeurs représentent la moyenne de trois (3) mesures + SD
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Conclusion et perspectives

La cicatrisation est un phénomeéne naturel qui peut manquer de qualité, de rapidité de
gueérison et d'esthétique. Le recours a la médecine traditionnelle dans le traitement des plaies
est connu depuis des décennies, cependant trés peu d'espéces ont €té soumises a une
évaluation de leurs activités biologiques pour étudier leurs propriétés cicatrisantes et
déterminer l'innocuité et I'efficacité des remédes traditionnels.

Ce travail présente les travaux ethnobotaniques, phytochimiques et biologiques
réalisés sur le Phlomis bovei de Noé (Lamiaceae), une espece algérienne endémique a
I'Afrique du nord. Le choix de la plante a été fondé suite a une étude ethnobotanique
transversale descriptive menée pour la premiére fois dans seize (16) villes algérienne
touchant 1’Ouest, le centre, I’est et le sud du pays, réalisée auprés de 1850 habitants et 190
herboristes ou on a pu recenser 96 plantes utilisées en médecine traditionnelle pour leur effet
cicatrisant.

Il s’agit également de la premiere étude phytochimique qui a porté aussi bien sur les
feuilles que sur les racines du P.bovei. L’étude a permis d’isoler seize (16) composes naturels
qui font parties de plusieurs classes phytochimiques ce qui a permis d’enrichir notre travail :
trois iridoides ( lamalbide , schanzhiside méthyle ester, sésamoside ), deux megastigmanes
(phlomuroside , vajicoside) , cing phenylethanoides (verbascoside , leucosceptoside B
forsythoside B , diacétyl martynoside , angoroside C ), quatre lignanes (liriodendrine, 7,8
dihydrodehydrodiconiferyl alcool-9°-O-B-D glucopyranoside, alangilignoside C , lyonirésinol
9°-B -D- glucopyranoside ), un nortriterpene (phlomispentaol), et un phenyl glucoside
(léonuriside A).

La purification et I’isolement ont été realisés a I’aide des différentes méthodes
chromatographiques (chromatographie liquide sous vide VLC, chromatographie d’exclusion
moléculaire, chromatographie liquide a moyenne pression MPLC). Leur caractérisation a été
réalisée a ’aide de techniques spectroscopiques : RMN-1D (*H et $3C), 2D (COSY, ROESY,
HSQC, HMBC, TOCSY, ROESY) et la spectrométrie de masse.

La présente étude nous a permis de confirmer I’utilisation traditionnelle du P.bovei.
L'extrait hydroalcoolique des feuilles a eu une activité cicatrisante remarquable chez les rats
Wistar selon le modéle de plaie par excision qui a montré une amélioration significative
estimée par une réduction de la surface de cicatrisation d’environ 5 % par rapport au groupe
témoin et un gain de cing jours dans le temps d’épithélialisation avec une cicatrice de
meilleure qualité sur le plan histologique, cela serait di a I'effet combiné des

phytoconstituants présents, en particulier les phényléthanoides.
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L activité antioxydante, nous a permis d’établir des relations structure / activité
Cependant, d'autres expériences avec un plus grand nombre de métabolites secondaires seront
utiles pour la compréhension de leurs mécanismes d’actions.

D’un point de vue phytochimique, au vu des résultats plus prometteurs, il serait
intéressant de lancer une recherche plus poussée sur les autres especes de Phlomis
(P.Caballeroi Pau et P .Crinita Cav especes rares localisées dans 1’ouest algérien) ou d’autres
plantes endémiques de la famille des Lamiaceae dans le but de contribuer a ’enrichissement
des bases de données des iridoides, des phényléthanoides, des lignanes et des mégastigmane
selon la méme méthodologie abordée dans ce travail de these.

Il est certain qu’il reste encore beaucoup a apprendre des pratiques traditionnelles. |1
est alors intéressent d’isoler les principes actifs et d’évaluer leurs activités biologiques qui
seraient probablement les nouveaux meédicaments de demain et pourraient défier les

thérapeutiques d’aujourd’hui.
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Annexe 1 : Préparations des réactifs

Alcool formolé acétique (AFA)
- Alcool a 80°:100 ml
- Formol & 38 % :10 ml
- Acide acétique glacial : 5 ml
- Saccharose : 10 g
- Eaudistillée : 20 ml

Rouge Congo (diphényldiazobis-1-naphtylaminesulfonate de disodium
- Dissoudre 0,1 g de rouge congo dans 100 ml d'eau distillée

Réactif D'Ehrlich
- 1 g de p—dimethylaminobenzaldehyde
- 50 ml d'éthanol a 95 %
- 50 ml d'acide chlorhydrigue concentre.
Il vaut mieux de le préparer au moment de l'usage.

Réactif de Bouchardat :

- Jodebisublimé................cooiiiiiiiii, 29

= KT 29

- Eaudistillée...........cooiiiiiiii 100 ml
Réactif de Dragendorff :

- Bismuth............. 20,80 g

- Jodebisublimé.................ooiiiiiiii 38.10 g

- Jodure de sodium..............cooviiiiiiiiinnnn.... 2009

- Eaudistillée..............oooiiiiiii 1000 ml

Réactif de Gazet du Chatelier
- Acide lactique pur : 60 ml
- Acide lactique saturé au Soudan 111 : 45 ml
- Sulfate d’aniline : 1,10 g
- lode bisublimé : 0,10 g
- lodure de potassium :1 g
- Alcoola95°:10 ml
- HCL concentré et pur : 6 mi
- Eau distillée : 80 ml

Réactif de Stiasny
- Formaldéhyde : 10 ml
- HCl concentré.: 5 ml

Réactif de Valser Mayer :

- Jodure de potassium.............cceeeveiniinninnn.. 259
- Chlorure mercurique..........ocevvveeenneennennnnn. 6.77 9
- Baudistillée............cooooi 500 ml
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Vanilline sulfurique
- Solution A : Vanilline a 1% dans 1’éthanol
- Solution B : H2SO4

La solution est préparée avec un rapport A-B (50:1)

Vert de méthyle acétique
- 100 ml d’eau distillée
- 1 ml d’acide acétique

- Dissoudre 1 gramme de vert de méthyle en poudre.
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Annexe 2 : Questionnaire de I’etude ethnobotanique

Université Oranl Ahmed Ben Bella
Département de pharmacie

Laboratoire de Botanique Médicale

Fiche d’enquéte ethnobotanique :
Plantes cicatrisantes utilisées en médecine traditionnelle.

Ne° :

Lieu de I’enquéte : 1-Alger, 2- Annaba, 3-Bejaia , 4-Bechar, 5-Constantine, 6-Chlef, 7-
Ghardaia, 8- Oran 9- Oum EI Bouaghi, 10- Médéa, 11 -Sidi Belabbes, 12 — Skikda, 13-
Tissemssilt, 14-TiziOuzou, 15-Tlemcen, 16- Mostaganem

AGE Lo

Classe d’age 1-[20-29 [ 2- [40-49]  3-[50-59 3- [60-69[ 4- [70-79[
Sexe 1- Masculin 2- Féminin

Niveau d’étude 1- Analphabete 2- Primaire  3-Moyen 4- Secondaire  5-

Universitaire
Situation professionnelle  1- Sans profession 2- Travailleur Occasionnel 3- Permanant
Situation financiére 1-Non Satisfait 2-Plus au moins satisfait ~ 3-Satisfait
4- Fort Satisfait
Habitat : 1- zone rurale, 2- zone urbaine

Place de la médecine traditionnelle dans ’'usage local
1- Avez-vous utilisé des plantes médicinales ? 1- Oui 2 —Non

2- Qu’est est ce que vous les utilisez ?
1- Avant d’avoir recours a la médecine traditionnelle
2- Apreés échec de la médecine traditionnelle
3- Encomplément de celle-ci
4- Autre :......

3- Pourquoi vous soignez —vous avec les plantes médicinales ?
1- Elles sont sans danger
2- Elles sont plus efficaces
3- Habitude
4- Autre :

4- Par quel biais connaissais-vous les plantes médicinales ?
1- Héritage familier/Expérience des autres
2- Herboriste
3- Pharmacien
4- Meédecin
5- Culture générale
6- Autre:
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5- Conduite a tenir devant une atteinte cutanée :1- Non, 2-Oui
1- Consultation médicale
2- Consultation pharmaceutique
3- Plantes cicatrisantes

6- Pathologie : 1- Brulures, 2- Ulcére gastrique, 3-Plaies, 4- Cicatrice, 5-Blessures

7- Partie utilisée : 1- Racine, 2-Tige , 3-Feuille, 4-fleurs/Inflorescences, 5- Fruit, 6-
Graine, 7-Plante entiere, 8- Huile, 9-Ecorce, 10-gel, 11-bulbe, 12-Partie aérienne, 13-
Résine , 14- Miel.

8- Mode de préparation :1-Infusion, 2-Décoction, 3-Macération, 4-Fumigation, 5-
Cataplasme, 6-Poudre

9- Mode d’administration :1- oral, 2- Application locale, 3-Inhalation, 4-rincage, 5-
Autres

10- Posologie : 1-Une fois par jour, 2- Deux fois/jour, 3- Trois fois /jour, 4- Quatre fois
/jour

11- Toxicité : 1- Non, 2- Oui
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Annexe 3 : Calcul du score utilisé lors de 1’évaluation macroscopique de la cicatrisation
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Annexe 4 : Spectres RMN des composés isolés

Spectres RMN du composé 1
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Spectres RMN du composé 2
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Spectres RMN du composé 3
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Spectres RMN du composé 4
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A phytochemical investigation of the leaves and roots of Phlomis bovei Noé (Lamiaceae) led to the isolation of

Phlomis bovei Noé sixteen compounds, including iridoids (1, 2, 3), megastigmanes (4, 5), phenylpropanoids (6,7, 8, 9, 10), lignans

Lamiaceae (11, 12, 13, 14), a nortriterpene (15), and a phenyl glucoside (16). Compounds (1, 2, 4, 5, 6, 10) were obtained

M"mterpe“es. . from the leaves and compounds (1, 2, 3,7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16) were isolated from the roots. Compounds

E?:?::tha"md glycoside 1 and 2 were found both in the leaves and in roots.

C}?emotaxonom The compounds were identified by analysis of 1D- (*H, *3C), 2D-NMR (*H-'H COSY, TOCSY, ROESY, HSQC,
y

HMBC) spectroscopic data, mass spectrometry (ESI- and HR-ESI-MS), and by comparison with previously re-

ported spectral data.

Compounds 5, 9, 10, 13 and 14 were isolated from the genus Phlomis for the first time. All these specialized
metabolites were described here for the first time in the Algerian Phlomis bovei Noé species. To the best of our
knowledge, no reports have appeared on the constituents of the roots of P.bovei Noé. The chemotaxonomic
significance of these compounds was summarized.

1. Subject and source

The genus Phlomis L. (Lamiaceae) comprises 113 extant species (The
Plant List, 2013), mainly distributed in the Mediterranean region,
central Asia, and China (Limem-Ben Amor et al., 2009). Thirty-four
species grow in Turkey (Huber-Morath, 1982), ten in Jordan (Bader
et al., 2015), seventeen in Iran (Sarkhail et al., 2014) and four species
grow in Northern Algeria: Phlomis herba-venti L., P.bovei Noé, P.ca-
balleroi Pau and P.crinita Cav.(Quezel et Santa, 1963).

In Algerian traditional medicine, Phlomis species are used to treat
wounds and ulcers.

They are used as tonics, diuretics, and for the treatment of ulcers
and haemorrhoids in Anatolian folk medicine (Calis and
Kirmizibekmez, 2004). In Asian folk medicine some species are used as
a general fortifiant, to treat tuberculosis, pulmonary and cardio-vas-
cular diseases, rheumatoid arthritis (Calis et al., 2005b), inflammations,
wounds, and pains (Tanaka et al., 1983; Zhang et al., 1991). In Iranian
traditional medicine, they have been used as a stimulant, tonic and to
treat pains, respiratory tract infections, diabetes and wounds (Delazar

* Corresponding author.
E-mail address: m-a.lacaille-dubois@u-bourgogne.fr (M.-A. Lacaille-Dubois).

https://doi.org/10.1016/j.bse.2020.104054

et al., 2008; Nazemiyeh et al., 2008). In Spain, their flower parts are
used to prepare a herbal tea with medicinal purposes to alleviate colds
and gastrointestinal disorders (Lopez et al., 2010; Limem-Ben Amor
et al., 2009).

Phlomis bovei Noé (local name: khiat lajrah) used in this study is an
endemic plant, collected in the mountains of Zmala, south-west of
Lakhdaria, wilaya of Bouira, at 74 km of south east of Algiers (Algeria)
in June 2018 and its identity confirmed by one of us (D. Smati). A
voucher specimen (Pb 0035) has been deposited in Laboratory of
Medical Botany of Pharmacy Department, University Oran 1 (Algeria).

P.bovei is a perennial herbaceous plant due to a rhizome on which
adventitious roots are inserted. The main stem is upright, hairy, with a
square section whose length varies from 50 cm to 80 cm. The leaves are
simple, tomentose, with pinnate nervation. The basal leaves are cordi-
form, with long petioles, and those at the summit are lanceolate, op-
posite and decussate. The flower is zygomorphic with a bilabiate cor-
olla. The plant grows in mountain forests (Quezel and Santa, 1963). In
Algeria, leaves are the only part traditionally used internally to treat
gastric ulcers and externally to treat wounds.

Received 3 February 2020; Received in revised form 10 April 2020; Accepted 16 April 2020

0305-1978/ © 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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2. Previous study

Phlomis species contain a diverse range of compounds including ir-
idoid glucosides (Olennikov and Chirikova, 2017; Li et al., 2017),
phenyl-ethanoid glycosides (Kirmizibekmez et al., 2004; Le et al.,
2019), flavonoid glycosides (Kabouche et al., 2005; Bader et al., 2015),
lignans (Kirmizibekmez et al., 2004), neolignan glycosides (Ersoz et al.,
2002b), megastigmanes (Takeda et al., 2002), monoterpene glycosides
(Saracoglu et al., 2003), diterpene glycosyl esters (Yalcin et al., 2006),
and nortriterpenes (Limem-Ben Amor et al., 2009), which were re-
ported to be responsible for various biological and pharmacological
properties among them anti-nociceptive, anti-inflammatory (Wang
et al., 2014; Shang et al., 2011), antioxidant (Lopez et al., 2010; Li
et al., 2018a), antimicrobial (Limem-Ben Amor et al., 2008), wound
healing, anti-diabetic (Sarkhail et al., 2007), anti-plasmodial
(Kirmizibekmez et al., 2004) and anticancer activities (Limem-Ben
Amor et al., 2009).

To the best of our knowledge, no phytochemical investigation of the
roots of P. bovei has been previously carried out.

Previous phytochemical studies on P.bovei reported the isolation
and characterization of three active compounds in the leaves: apigenin
and its 7-O-glucoside (apigetrin), and 4-(4’-hydroxyphenyl)-trans-but-3-
en-2-one (Zaabat et al., 2010). Liolios and co-workers in 2007 char-
acterized seventy-five constituents from the essential oil obtained from
the dried aerial plant parts. The principal compounds were germacrene
D, B-caryophyllene, B-bournonene, thymol and hexahydrofarnesyl
acetone.

3. Present study
3.1. Extraction and isolation from leaves

Powdered air-dried leaves (20 g) were defatted with petroleum
ether (500 ml) and submitted to a microwave assisted extraction three
times with EtOH-H,O (75:35) (500 ml x 3) for 1 h. After evaporation of
the solvent under reduced pressure, a crude dark residue (4.5 g) was
obtained.

The 75% ethanolic residue was subjected to vacuum liquid chro-
matography (VLC) on reversed phase C-18 silica gel eluted with an
EtOH-H,O0 gradient system (0:1, 1:1, 1:0) to give three fractions (PbF 1-
PbF 3). Fraction PbF 2 (1.57 g) was further subjected to exclusion
column chromatography (CC) on Sephadex LH-20, eluted with MeOH,
to yield five fractions (PbF 2.1- PbF 2.5). Fraction PbF 2.1 (254 mg) was
subjected to Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) on
normal phase silica gel, eluted with a step gradient system (a)
CHCl3-MeOH-H,0 (80:20:2, 70:30:5, 60:32:7), to give six fractions
(PbF 2.1.1- PbF 2.1.6). Fraction PbF 2.1.3 (44 mg) was purified by
MPLC on normal phase silica gel, eluted with a CHCl3-MeOH-H,0
gradient system (b) (90:10:0, 90:10:1, 80:20:2, 70:30:5, 60:32:7), fol-
lowed by MPLC on reversed phase C-18 silica gel, eluted with a gradient
system (c¢) MeOH-H,0 (15%-50%), to obtain compound 2 (2 mg) and
compound 5 (2 mg). Fraction PbF 2.1.4 (62 mg) was applied to MPLC
on normal phase silica gel eluted with system (b) to give ten fractions
(PbF 2.1.4.1- PbF 2.1.4.10). The purification of fractions PbF 2.1.4.4
(10.1 mg) and PbF 2.1.4.5 (20 mg) by MPLC on reversed phase C-18
silica gel eluted with the system (d) MeOH (10%-40%) yielded com-
pounds 4 (4.2 mg) and 10 (2 mg) respectively. Fraction PbF 2.4
(331 mg) was purified by flash chromatography on silica gel, eluted
with the system (a), to give nine fractions (PbF 2.4.1- PbF 2.4.9).
Fraction PbF 2.4.4 (85 mg) was purified by two successive MPLC on
reversed phase C-18 silica gel, eluted with the system (d), to yield
compounds 1 (1.7 mg) and 6 (7.2 mg).

3.2. Extraction and isolation from the roots

Powdered air-dried roots (50 g) were extracted three times with

Biochemical Systematics and Ecology 91 (2020) 104054

EtOH-H,0 (75: 35) (800 ml x 3). After filtration, and evaporation of
the solvent to dryness under reduced pressure, a crude brown residue
was obtained (6.1 g). This was submitted to VLC on reversed phase C-18
silica gel, eluted with a stepwise gradient system EtOH-H,O (0:1, 1:1,
1:0), to give three fractions (PbR 1- PbR 3). Fraction PbR 1 (3 g) was
subjected to VLC on reversed phase C-18 silica gel, eluted with a gra-
dient of MeOH-H,0 (0:1, 1:1, 1:0), followed by MPLC on normal phase
silica gel eluted with the system (a), and MPLC on RP 18 silica gel
eluted with system (d), to yield compounds 14 (4.2 mg) and 16
(1.9 mg). Fraction PbR 2 (2.34 g) was subjected to VLC on normal phase
silica gel, eluted with CHCl3-MeOH-H»0 (60:32:7), to yield five frac-
tions (PbR 2.1 — PbR 2.5). Fraction PbR 2.1 (1.4 g) was subjected to CC
on Sephadex LH-20, eluted with EtOH, to yield five fractions (PbR 2.1.1
— PbR 2.1.5). Fraction PbR. Fraction PbR 2.1.3 (226.5 mg) was applied
to MPLC on nomal phase silica gel, eluted with the system (a), to give
thirteen fractions (PbR 2.1.3.1- PbR 2.1.3.13). The purification of
fraction PbR 2.1.3.3 (22 mg) by MPLC on normal phase silica gel, eluted
with CHCl3-MeOH-H,0O (95:5:0, 80:20:2), gave rise to compound 9
(3.4 mg). Fractions PbR 2.1.3.5 (13 mg) and PbR 2.1.3.7 (15 mg) were
purified each one by MPLC on reversed phase C-18 silica gel, eluted
with the system (c), to yield compounds 13 (3,8 mg), 3 (1.7 mg), and
12 (1.9 mg). Fraction PbR 2.1.4 (819.7 mg) was repeatedly subjected to
three successive MPLC on normal phase silica gel, eluted with the
gradient system (a), then MPLC on reversed phase C-18 silica gel eluted
with the system (d) to yield compounds 7 (1.7 mg) and 11 (5.4 mg).
Fraction PbR 2.2 (493.9 mg) was purified by CC on Sephadex LH-20,
eluted with EtOH, to yield five fractions (PbF 2.2.1- PbF 2.2.5). The
purification of fraction PbR 2.2.2 (127.9 mg) by MPLC on normal phase
silica gel, eluted with the gradient system (e) CHCl;-MeOH-H,O
(70:30:5, 60:32:7), yielded 1 (11 mg) and 2 (2 mg). Fraction PbR 2.2.4
(130 mg) was applied to two successive MPLC on normal phase silica
gel, eluted with the system (e), to yield 8 (5.8 mg). Fraction PbR 3
(316.5 mg) was purified by three successive MPLC normal phase on
silica gel, eluted with the system (e), to give 15 (4.8 mg).

3.3. Characterization of the compounds

The compounds were identified by comparison of the spectral data
obtained from 1D and 2D-NMR spectra (*H,'C, DEPT, COSY, TOCSY,
ROESY, HSQC, and HMBC) and mass spectral data with literature va-
lues. They were identified as lamalbide (lamiridoside) (1) (Qiu et al.,
2019), shanzhiside methyl ester (2) (Harraz et al., 2009), sesamoside
(3) (Zhang et al., 2018), phlomuroside (4) (Sudo et al., 2000), vajico-
side (5) (Wang et al., 2019), verbascoside (6) (Hang et al., 2008),
leucosceptoside B(7) (Bader et al., 2015), forsythoside B (8) (Martin
et al., 2007), diacetyl martynoside (9) (Chao et al., 2019), angoroside C
(10) (Diaz et al., 2004), liriodendrine (acanthoside D) (11) (Sun et al.,
2007), 7,8 dihydrodehydrodiconiferyl alcool-9’-O-B-D glucopyranoside
(12) (Selenge et al., 2013), alangilignoside C (13) (Kanchanapoom
et al., 2001), lyoniresinol 9’-B-D- glucopyranoside (14) (Ono et al.,
2009), phlomispentaol (15) (Riaz et al., 2019), leonuriside A (16)
(Yalgin et al., 2003b) (Fig. 1).

4. Chemotaxonomic significance

The family Lamiaceae, formerly called Labiatae, is divided into 12
subfamilies, 16 tribes, 9 subtribes, 245 genera and 7886 accepted
species names (The plant List, 2013). It is the sixth largest family of the
Angiosperms and the largest family of the Lamiales order. The Lamia-
ceae are a very interesting family, and extremely complex in all aspects.
These species contain various specialized metabolites and are known
worldwide for their applications in Ethnopharmacology (Frezza et al.,
2019a).

The phytochemistry of the Lamiaceae is very complex because it
consists of several groups and subgroups. It can be divided into two
major groups that both produce specialized metabolites: the first group
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Fig. 1. Structures of compounds 1-16.
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mainly produces volatile terpenoids, found in the essential oil, whereas
species in the second group mainly produce non-volatile metabolites
such as di- and triterpenes, flavonoids, and iridoids among the polar
fraction constituents and are poor essential oil producers (Frezza et al.,
2019a). Phlomis species belong to the second group, and for example
the yield of the essential oil obtained by hydrodistillation of the aerial
parts of P. bovei was 0,22% w/w (Liolios et al., 2007) v/s 1,2% for
Mentha X piperita L. and 1,3% for Lavandula angustifolia Mill.

To the best of our knowledge, this is the first comprehensive che-
mical study of leaves and roots of the whole P. bovei plant. During our
investigation, the isolated and well-characterized secondary metabo-
lites included three iridoids (1-3), two megastigmanes (4, 5), five
phenylpropanoids (6-10), four lignans (11-14), one nortriterpene (15),
and one phenyl glucoside (16) (Fig. 1). These results broaden the
chemical diversity and provide evidence to further analyze their po-
tential chemotaxonomic significance.

All compounds (1-16) were isolated from P. bovei for the first time.
Compounds (1, 2, 4-6, and 10) were obtained from the leaves and
compounds (1-3, 7-9, 11-16) were isolated from the roots.
Compounds 1 and 2 were found both in the leaves and roots.

Compounds 1-4, 6-8, 11-12, 15-16 have been previously reported
from different species of the genus Phlomis. Compounds 5, 9, 10, 13,
and 14 were isolated from the genus Phlomis for the first time. Phlomis
and might reveal the close chemotaxonomic relationships between P.
bovei and the other species of Phlomis mentioned in Table 1. They may
serve as potential chemotaxonomic markers to differentiate P. bovei
from other species of Phlomis, in view of the fact that they have not been
isolated from the other species of this genus so far. This is the first
report of compounds 5, 9, 10 from the Lamiaceae family and be used to
differentiate Phlomis bovei from other genera in the Lamiaceae family
(Table 2).

These results of our investigation summarized in Table 2 showed
that the isolated compounds belong mainly to two major phytochemical
groups, with three iridoids (1-3), and nine phenylpropanoids (6-14),
including monomers (6-10) and dimers, the lignans (11-14). The
megastigmanes (4,5) are much less broadly distributed. The nor-
triterpene (15) and phenolglucoside (16) are of less importance for the
purpose of the discussion.

The iridoids 1-3 are widely distributed in the genus Phlomis
(Table 1). Furthermore they are present in three other genera of the
Lamiaceae family (Lamiophlomis, Erymostachys, and Lamium), and three
families of the order of Lamiales (Verbenaceae for 1, 2, Acanthaceae,
and Orobanchaceae for 2). The presence of these iridoids in P. bovei
indicated the close phylogenetic relationship between P. bovei, other
Phlomis species and genera of the Lamiaceae.

About the phenylpropanoids (6-10), they have been reported from
several Phlomis species except 9-10 being isolated for the first time
from a Phlomis species and from a Lamiaceae species (Table 2). Com-
pounds 6-8 were isolated from other genera of Lamiaceae (La-
miophlomis, Erymostachys) and other families (Verbenaceae, Acantha-
ceae Orobanchaceae, Bignoniaceae) belonging to the Lamiales order.
These findings also showed the close relationship between the genus
Phlomis and genera belonging to the Lamiaceae family and Lamiales
order. Compound 6, a caffeoyl sugar ester, Verbascoside also named
actoside (He et al., 2000; Zhang et al., 2019; Alipieva et al., 2014),
represents one of the main phenylethanoid glycosides in the Lamiaceae
species and is encountered for the first time in P. bovei. Harborne (1966)
predicted that caffeoyl conjugates would represent useful characters for
the classification of the order Lamiales. Our results confirm this pre-
diction.

Among the lignans 11-14, two of them 13-14 were isolated for the
first time from a Phlomis species, but were already encountered in the
genera Callicarpa and Premna from the Lamiaceae whereas 11, 12 were
previously isolated from five and four species of Phlomis. respectively
(Table 2) and in Dracocephalum from the Lamiaceae. Furthermore 11
and 13 were reported from Oleaceae and Acanthaceae, respectively
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Table 1
Compounds isolated from Phlomis species.

Compounds Phlomis species References

1 P. longifolia var. longifolia Ersoz et al. (2001b)
P. lunariifolia Sm. Calis and Kirmizibekmez, (2004)
P. rigida Labill. Takeda et al. (2000)
P. spinidens Nevski Takeda et al. (2001)
P. tuberosa L. Calis et al. (2005b)

2 P. likiangensis C.Y.Wu Li et al. (2017)
P. longifolia var. longifolia Ersoz et al. (2001b)
P. lunariifolia Sm. Calis and Kirmizibekmez, (2004)
P. rigida Labill. Takeda et al. (2000)
P. rotata ex Hook.f. Zhang et al. (1991)
P. samia L. Yalcin et al. (2003a)
P. spinidens Nevski Takeda et al. (2001)
P. tuberosa L. Ersoz et al. (2001a)
P. umbrosa Turcz. Shang et al. (2011)
P. younghusbandi Mukerjee Kasai et al. (1994)
P. umbrosa Turcz. Shang et al. (2011)

3 P.likiangensis C.Y.Wu Li et al. (2017)
P.medicinalis Diels Yu et al. (2006)
P.mongolica Turcz. Zhang and Li, (1996)
P.tuberosa L. Alipieva et al. (2000)
P. umbrosa Turcz. Shang et al. (2011)
P.younghusbandi Mukerjee Kasai et al. (1994)

4 P. aurea Decne. Kamel et al. (2000)
P. lunariifolia Sm. Calis and Kirmizibekmez, (2004)
P. samia L. Yalcin et al. (2003b)
P. viscosa Poir. Calis et al. (2005a)

6 P. amanica Vierh. Yalcin et al. (2006)
P. armeniaca Willd. Saracoglu et al. (1995)
P. aurea Decne. Kamel et al. (2000)
P. brunneogaleata Hub.-Mor. Kirmizibekmez et al. (2004)
P. carica Rech.f. Yalcin et al. (2003a)
P. caucasica Rech.f. Delazar et al. (2008)
P. crinita Cav. Kabouche et al. (2005)
P. fruticosa L. Ersoz et al. (2002a)

7 P. nissolii L. Kirmizibekmez et al. (2004)
P. kurdica Rech.f. Bader et al. (2015)

8 P. aurea Decne. Aboutabl et al. (2002)
P. brunneogaleata Hub.-Mor. Kirmizibekmez et al. (2004)
P. caucasica Rech.f. Delazar et al. (2008)
P. grandiflora H.S.Thomps. Ersoz et al. (2002a)
P. fruticosa L. Ersoz et al. (2002a)
P. integrifolia Hub.-Mor. Saracoglu et al. (2003)
P. kotschyana Hub.-Mor. Harput et al. (2004)
P. kurdica Rech.f. Bader et al. (2015)
P. lanceolata Boiss. & Hohen Nazemiyeh et al. (2008)

11 P. amanica Vierh. Yalcin et al. (2006)
P. aurea Decne. Kamel et al. (2000)
P. brunneogaleata Hub.-Mor. Kirmizibekmez et al. (2004)
P. capitata Boiss. Kirmizibekmez et al. (2004)
P. kotschyana Hub.-Mor. Harput et al. (2004)

12 P. chimerae Boissieu Ersoz et al. (2002b)
P. lunariifolia Sm. Calis and Kirmizibekmez, (2004)
P. lycia D.Don Saracoglu et al. (2002)
P. tuberosa L. Calis et al. (2005b)

15 P. stewartii Hook.f. Riaz et al. (2019)
P. umbrosa Turcz. Liu et al. (2008)

16 P. samia L. Yalcin et al. (2003b)

(Table 2) belonging to the Lamiales order. This findings again showed
that the lignans isolated from P. bovei might bring useful criteria to
show the close relationship between the Phlomis genus and other genera
of the Lamiaceae family and the Lamiales order.

About the megastigmanes, compound 4 was previously reported
from four species of the genus Phlomis (Table 1) and compound 5 is
reported for the first time from the Lamiaceae and the Lamiales order.
However, it was reported in the genus Tribulus (Zygophyllales)
(Nebieridze et al., 2018), together with two molecules of different
configurations of compound 5, phlomisionoside from Phlomis spinidens
Nevski (Takeda et al., 2002) and Lagopsis supine (Steph. ex Willd.)


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-152470
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-152248
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Ikonn.-Gal (Zhang et al., 2015). (Lamiaceae) and debiloside B from
_ Equisetum debile Roxb. ex Vaucher belonging to the family of Equise-
§ taceae and the order of Equisetales (Xu et al., 2006; Kanchanapoom
g et al., 2007), and Brassica oleracea var. acephala DC. belonging to the
2 f Brassicaceae family and the Brassicales order (Kang et al., 2018). Al-
[ . .
g 9 though compound 5 was never previously reported from the Lamiaceae,
& g additional phytochemical studies on other Phlomis species are necessary
= 2 to clarify the chemotaxonomic relationships on the basis of occurrence
of megastigmanes.
g Studies have shown that most plant-derived bioactive compounds
w)
= g with antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties have
< S . - L . - )
S £ a high potential to be active in wound healing, since these main me-
3 < chanisms contribute to this phenomenon (Chingwaru et al., 2019) The
_ traditional use of P. bovei leaves for their wound-healing activity is
g3 § § probably due to the synergistic activity of the isolated compounds. The
= 88°% g antioxidant and anti-inflammatory properties of isolated metabolites
§ f =3 g < such as compound 2 (Viljoen et al., 2012), compound 4 (Zhang et al.,
z R g ;o 2004), compound 10 (Zhang et al., 2017) and especially compound 6
& 388552 = (Li et al., 2018b; Khullar et al., 2019), reinforce our hypothesis.
g In conclusion, our phytochemical study extends the phytochemical
= = composition of the genus Phlomis. The occurrence of iridoids and phe-
= . . . . .
g s &8 nylpropanes as principal constituents of Phlomis bovei may serve as
s g 38§88 g . . . . .
g S == S potential characters for exploring the chemotaxonomic relationships
= SIS . . .
3 SEEESESES < between Phlomis and other genera of Lamiaceae. This study revealed
4 that the phenylpropanes 9, 10, 13, 14 might be regarded as important
= chemotaxonomic markers to differentiate Phlomis bovei from other
S . . . . .
- Phlomis species. Further phytochemical studies on other species of
£ @ Phlomis and other genera of the Lamiaceae family will help to evaluate
= ol the chemotaxonomic importance of these compounds.
= CRediT authorship contribution statement
kS
s
g 3 Walid Khitri: Investigation, Writing - original draft. Dalila Smati:
. ‘3 Conceptualization. Anne-Claire Mitaine-Offer: Supervision. Thomas
55 o a & Paululat: Methodology. Marie-Aleth Lacaille-Dubois:
SE | =+ SIS Conceptualization, Writing - review & editing.
S Declaration of competing interest
Y XXX X X The authors declare no conflict of interest.
. Acknowledgments
g 4
2z
aA This work was supported by the Algerian Ministry of Higher
P Education and Scientific Research who provided a fellowship to Walid
S Khitri.
& g
3 E
2y Appendix A. Supplementary data
S R I ™
N Supplementary data to this article can be found online at https://
(=)} . .
3 doi.org/10.1016/j.bse.2020.104054.
R -
|z B
g8 % £ References
g Bl 5,
o —
o = 8-
,E § E — Aboutabl, E.A., Meselhy, M.R., Afifi, M.S., 2002. Iridoids from Phlomis aurea decne
% E o0 § : growing in Egypt. Pharmazie 57, 646-647.
Y T o i s 32 Alipieva, K., Jensen, S., Franzyk, H., Handjieva, N., Evstatieva, L., 2000. Iridoid gluco-
| @ ° :“9’ » % E sides from Phlomis tuberosa L. and Phlomis herba-ventis L. Z. Naturforsch., C,. J. Bio.
> <] 'g 8 3 § g Sci. 54c¢, 137-140. https://doi.org/10.1515/znc-2000-3-402.
k] T2 Eo = % < Alipieva, K., Korkina, L., Orhan, LE., Georgiev, M.L., 2014. Verbascoside-a review of its
% é E 5 k= o E occurrence, (bio)synthesis and pharmacological significance. Biotechnol. Adv. 32,
-’§ 2 w 5§ § g S 1065-1076. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2014.07.001.
§ E E ;5 g %’ % -5, Bader, A., Tuccinardi, T., Granchi, C., Martinelli, A., Macchia, M., Minutolo, F., De
E ’g g g" g é o ° Tommasi, N., Braca, A., 2015. Phenylpropanoids and flavonoids from Phlomis kurdica
S _‘5 EABE b E as inhibitors of human lactate dehydrogenase. Phytochemistry 116, 262-268.
; ) Jo0589= zZ = https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2015.03.007.
o = Calis, 1., Giiveng, A., Armagan, M., Koyuncu, M., Gotfredsen, C.H., Jensen, S.R., 2007.
= & s ) ° Iridoid glucosides from Eremostachys moluccelloides bunge. Helv. Chim. Acta 90,
e 1461-1466. https://doi.org/10.1002/hlca.200790150.



https://doi.org/10.1016/j.bse.2020.104054
https://doi.org/10.1016/j.bse.2020.104054
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref1
https://doi.org/10.1515/znc-2000-3-402
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2014.07.001
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2015.03.007
https://doi.org/10.1002/hlca.200790150

W. Khitri, et al.

Calis, I., Kirmizibekmez, H., 2004. Glycosides from Phlomis lunariifolia. Phytochemistry
65, 2619-2625. https://doi.org/10.1002/hlca.200790150.

Calis, I, Kirmizibekmez, H., Beutler, J., Donmez, A., Yalcin, F., Kilic, E., Ozalp, M., Riiedi,
P., Tasdemir, D., 2005a. Secondary metabolites of Phlomis viscosa and their biological
activities. Turk. J. Chem. 29, 71-81.

Calis, 1., Kirmizibekmez, H., Ers6z, T., Donmez, A., Gotfredsen, C., Jensen, S., 2005b.
Iridoid glucosides from Turkish Phlomis tuberosa. Z. Naturforsch. B 60b, 1295-1298.
https://doi.org/10.1515/znb-2005-1214.

Chao, C.-L., Huang, H.-C., Ding, H.-Y., Lai, J.-H., Lin, H.-C., Chang, W.-L., 2019. A new
macrocyclic diterpenoid from Anisomeles indica. Nat. Prod. Res. 1-9. https://doi.org/
10.1080/14786419.2019.1586692.

Chingwaru, C., Bagar, T., Maroyi, A., Kapewangolo, P.T., Chingwaru, W., 2019. Wound
healing potential of selected Southern African medicinal plants: a review. Int. J. Herb.
Med. 17-18, 100263. https://doi.org/10.1016/j.hermed.2019.100263.

Delazar, A., Sabzevari, A., Mojarrab, M., Nazemiyeh, H., Esnaashari, S., Nahar, L., Razavi,
S.M., Sarker, S.D., 2008. Free-radical-scavenging principles from Phlomis caucasica. J.
Nat. Med. 62, 464-466. https://doi.org/10.1007/511418-008-0255-y.

Delazar, A., Sarker, S.D., Nahar, L., Jalali, S.B., Modaresi, M., Hamedeyazdan, S., Babaei,
H., Javadzadeh, Y., Asnaashari, S., Bamdad Moghadam, S., 2013. Rhizomes of
Eremostachys laciniata: isolation and structure elucidation of chemical constituents
and a clinical trial on inflammatory diseases. Adv. Pharmaceut. Bull. 3, 385-393.
https://doi.org/10.5681/apb.2013.062.

Diaz, A.M.A., Abad, M.A.J., Fernandez, L., Silvan, A.M., De Santos, J., Bermejo, P., 2004.
Phenylpropanoid glycosides from Scrophularia scorodonia: in vitro anti-inflammatory
activity. Life Sci. 74, 2515-2526. https://doi.org/10.1016/j.15.2003.10.008.

Eigtved, P., Jensen, S., Nielsen, B., Akerstrém, S., Taticchi, A., Mannervik, B., 1974. A
novel iridoid glucoside isolated from Lamium album L. Acta Chem. Scand. B 28,
85-91. https://doi.org/10.3891/acta.chem.scand.28b-0085.

Ersoz, T., Ivancheva, S., Akbay, P., Sticher, O., Calis, I., 2001a. Iridoid and phenyletha-
noid glycosides from Phlomis tuberosa L. Z. Naturforsch., C, J. Biosci. 56, 695-698.
https://doi.org/10.1515/znc-2001-9-1004.

Ersoz, T., Saracoglu, 1., Harput, S., Calis, I., 2002a. Iridoid and phenylpropanoid glyco-
sides from Phlomis grandiflora var. fimbrilligera and Phlomis fruticosa. Turk. J. Chem.
26, 171-178.

Ersoz, T., Saracoglu, 1., Tasdemir, D., Kirmizibekmez, H., Dénmez, A., Ireland, C., Calis, I.,
2002b. Neolignan glucosides from Phlomis chimerae boiss. Z. Naturforsch., C, J.
Biosci. 57, 221-225. https://doi.org/10.1515/znc-2002-3-404.

Ersoz, T., Schuhly, W., Popov, S., Handjieva, N., Sticher, O., Calis, I., 2001b. Iridoid and
phenylethanoid glycosides from Phlomis longifolia var. longifolia. Nat. Prod. Lett. 15,
345-351. https://doi.org/10.1080/10575630108041302.

Fauvel, M.T., Taoubi, K., Gleye, J., Fouraste, I., 1993. Phenylpropanoid glycosides from
Avicennia marina. Planta Med. 59, 387. https://doi.org/10.1055/5-2006-959711.

Frezza, C., Venditti, A., Serafini, M., Bianco, A., 2019a. Chapter 4 - phytochemistry,
chemotaxonomy, ethnopharmacology, and nutraceutics of lamiaceae. In: In: Ur
Rahman, A. (Ed.), Studies in Natural Products Chemistry, vol. 62. Elsevier, pp.
125-178. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-64185-4.00004-6.

Frezza, C., Venditti, A., Toniolo, C., Vita, D.D., Serafini, 1., Ciccodla, A., Franceschin, M.,
Ventrone, A., Tomassini, L., Foddai, S., Guiso, M., Nicoletti, M., Bianco, A., Serafini,
M., 2019b. Pedicularis L. Genus: systematics, botany, phytochemistry, chemotax-
onomy, ethnopharmacology, and other. Plants 8, 306. https://doi.org/10.3390/
plants8090306.

Gibitz-Eisath, N., Eichberger, M., Gruber, R., Sturm, S., Stuppner, H., 2018. Development
and validation of a rapid ultra-high performance liquid chromatography diode array
detector method for Verbena officinalis L. J. Pharmaceut. Biomed. Anal. 160,
160-167. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.07.047.

Gu, H.-F., Chen, R.-Y., Sun, Y.-H., Xing, J.-G., 2005. Studies on chemical constituents in
herbs of Dracocephalum moldavica II. Zhongguo Zhongyao Zazhi 30, 677-679.

Han, M.-F., Zhang, X., Zhang, L.-Q., Li, Y.-M., 2018. Iridoid and phenylethanol glycosides
from Scrophularia umbrosa with inhibitory activity on nitric oxide production.
Phytochem. Lett. 28, 37-41. https://doi.org/10.1016/j.phytol.2018.09.011.

Hang, N., Ky, P., Minh, C., Cuong, N., Thao, N., Kiem, P., 2008. Study on the chemical
constituents of Premna integrifolia L. Nat. Prod. Commun. 3, 1449-1452. https://doi.
0rg/10.1177/1934578X0800300909.

Harborne, J.B., 1966. Notizen: caffeic acid ester distribution in higher plants. Z.
Naturforsch. B 21, 604-605. https://doi.org/10.1515/znb-1966-0634.

Harput, U., Saracoglu, L., Calis, I., Donmez, A., Nagatsu, A., 2004. Secondary metabolites
from Phlomis kotschyana. Turk. J. Chem. 28, 767-774.

Harraz, F.M.H., El-Halawany, A.M., El Gayed, S.H., Abdel-Sattar, E., 2009. Iridoid gly-
cosides from Barleria trispinosa. Nat. Prod. Res. 23, 903-908. https://doi.org/10.
1080/14786410802278350.

He, Z.D., Lau, K.M., Xu, H.X,, Li, P.C., Pui-Hay But, P., 2000. Antioxidant activity of
phenylethanoid glycosides from Brandisia hancei. J. Ethnopharmacol. 71, 483-486.
https://doi.org/10.1016,/50378-8741(00)00189-6.

Huber-Morath, A., 1982. Phlomis L. In: Davis, P.H. (Ed.), Flora of Turkey and East Aegean
Islands. Edinburg University Press, Edinburgh, pp. 102-126.

Jian, W., Yunling, G., Yilong, C., Yiwen, C., Yi, Z., Li, X., Zheng, P., 2018. Lamiophlomis
rotata Identification via ITS2 barcode and quality evaluation by UPLC-QTOF-MS
couple with multivariate analyses. Molecules 23, 3289. https://doi.org/10.3390/
molecules23123289.

Kabouche, A., Kabouche, Z., Seguin, E., Tillequin, F., Bruneau, C., 2005. A phenyletha-
noid glycoside and flavonoids from Phlomis crinita (Cav.) (Lamiaceae). Biochem.
Systemat. Ecol. 33, 813-816. https://doi.org/10.1016/j.bse.2005.01.006.

Kamel, M.S., Mohamed, K.M., Hassanean, H.A., Ohtani, K., Kasai, R., Yamasaki, K., 2000.
Iridoid and megastigmane glycosides from Phlomis aurea. Phytochemistry 55,
353-357. https://doi.org/10.1016/50031-9422(00)00331-9.

Kanchanapoom, T., Kasai, R., Yamasaki, K., 2001. Iridoid glucosides from Barleria

Biochemical Systematics and Ecology 91 (2020) 104054

lupulina. Phytochemistry 58, 337-341. https://doi.org/10.1016/50031-9422(01)
00236-9.

Kanchanapoom, T., Otsuka, H., Ruchirawat, S., 2007. Megastigmane glucosides from
Equisetum debile and. E. diffusum. Chem. Pharm. Bull. 55, 1277-1280. https://doi.
org/10.1248/cpb.55.1277.

Kang, U., Ryu, S.M., Lee, D., Seo, E.K., 2018. Chemical constituents of the leaves of
Brassica oleracea var. acephala. Chem. Nat. Compd. 54, 1023-1026. https://doi.org/
10.1007/510600-018-2542-5.

Kasai, R., Katagiri, M., Ohtani, K., Yamasaki, K., Chong-Ren, Y., Tanaka, O., 1994. Iridoid
glycosides from Phlomis younghusbandii roots. Phytochemistry 36, 967-970. https://
doi.org/10.1016/50031-9422(00)90473-4.

Kikuchi, M., Onoguchi, R., Yaoita, Y., 2009. Three new monoterpene glucosides from
Lamium amplexicaule. Helv. Chim. Acta 92, 2063-2070. https://doi.org/10.1002/
hlca.200900158.

Kirmizibekmez, H., Calis, I., Perozzo, R., Brun, R., Donmez, A.A., Linden, A., Ruedi, P.,
Tasdemir, D., 2004. Inhibiting activities of the secondary metabolites of Phlomis
brunneogaleata against parasitic protozoa and plasmodial enoyl-ACP Reductase, a
crucial enzyme in fatty acid biosynthesis. Planta Med. 70, 711-717. https://doi.org/
10.1055/5-2004-827200.

Kirmizibekmez, H., Piacente, S., Pizza, C., Dénmez, A., Calis, 1., 2004. Iridoid and phe-
nylethanoid glycosides from Phlomis nissolii and P. capitata. Z. Naturforsch., B J.
Chem. Sci. 59, 609-613. https://doi.org/10.1515/znb-2004-0523.

Khullar, M., Sharma, A., Wani, A., Sharma, N., Sharma, N., Chandan, B.K., Kumar, A.,
Ahmed, Z., 2019. Acteoside ameliorates inflammatory responses through NFkB
pathway in alcohol induced hepatic damage. Int. Inmunopharm. 69, 109-117.
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2019.01.020.

Le, D., Nguyen, D., Bingtian, Z., Min, B., Song, S., Woo, M., 2019. Quantitation and ra-
dical scavenging activity evaluation of iridoids and phenylethanoids from the roots of
Phlomis umbrosa (Turcz.) using DPPH free radical and DPPH-HPLC methods, and their
cytotoxicity. Nat. Prod. Sci. 25, 122. https://doi.org/10.20307/nps.2019.25.2.122.

Li, X.-H., Li, X.-H., Yao, Q., Lu, L.-H., Li, Y.-B., Wu, D.-S., Fu, D.-H., Mei, S.-X., Cui, T.,
Wang, J.-K., Zhu, Z.-Y., 2017. Phlolosides A-F, iridoids from Phlomis likiangensis with
a carbonate ester substituent. Tetrahedron Lett. 58, 3112-3118. https://doi.org/10.
1016/j.tetlet.2017.06.078.

Li, X., Xie, Y., Li, K., Wu, A,, Xie, H., Guo, Q., Xue, P., Maleshibek, Y., Zhao, W., Guo, J.,
Chen, D., 2018a. Antioxidation and cytoprotection of acteoside and its derivatives:
comparison and mechanistic chemistry. Molecules 23, 498. https://doi.org/10.3390/
molecules23020498.

Li, Y., Yu, H., Jin, Y., Li, M., Qu, C., 2018b. Verbascoside alleviates atopic dermatitis-like
symptoms in mice via its potent anti-inflammatory effect. Int. Arch. Allergy Immunol.
175, 220-230. https://doi.org/10.1159/000486958.

Limem-Ben Amor, 1., Boubaker, J., Ben Sgaier, M., Skandrani, I., Bhouri, W., Neffati, A.,
Kilani, S., Bouhlel, 1., Ghedira, K., Chekir-Ghedira, L., 2009. Phytochemistry and
biological activities of Phlomis species. J. Ethnopharmacol. 125, 183-202. https://
doi.org/10.1016/j.jep.2009.06.022.

Limem-Ben Amor, I., Neffati, A., Ben Sgaier, M., Bhouri, W., Boubaker, J., Skandrani, I.,
Boubhlel, I, Kilani, S., Ben Ammar, R., Chraief, I., Hammami, M., Ghoul, M., Chekir-
Ghedira, L., Ghedira, K., 2008. Antimicrobial activity of essential oils isolated from
Phlomis crinita Cav. ssp. mauritanica Munby. J. Am. Oil Chem. Soc. 85, 845-849.
https://doi.org/10.1007/s11746-008-1272-4.

Lin, L.C., Chiou, W.F., Chou, C.J., 2004. Phenylpropanoid glycosides from Orobanche
caerulescens. Planta Med. 70, 50-53. https://doi.org/10.1055/5-2004-815455.

Liolios, C., Laouer, H., Boulaacheb, N., Gortzi, O., Chinou, I., 2007. Chemical composition
and antimicrobial activity of the essential oil of Algerian Phlomis bovei De Noé subsp.
bovei. Molecules 12, 772-781. https://doi.org/10.3390/12040772.

Liu, P., Zhang, W., Takaishi, Y., Duan, H.-Q., 2008. Novel nortriterpenes from Phlomis
umbrosa. Chem. Pharm. Bull. 56, 951-955. https://doi.org/10.1248/cpb.56.951.

Lopez, V., Jéager, A., Akerreta, S., Cavero, R., Calvo, M., 2010. Antioxidant activity and
phenylpropanoids of Phlomis lychnitis L.: a traditional herbal tea. Plant Foods Hum.
Nutr. (Dordr.) 65, 179-185. https://doi.org/10.1007/s11130-010-0169-1.

Martin, F., Hay, A.-E., Corno, L., Gupta, M., Hostettmann, K., 2007. Iridoid glycosides
from the stems of Pithecoctenium crucigerum (Bignoniaceae). Phytochemistry 68,
1307-1311. https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2007.02.002.

Mohamed, N.M., Makboul, M.A., Farag, S.F., Tarawneh, A.H., Khan, S.I., Brooks, T.A.,
Wang, Y.-H., Ross, S.A., 2017. Iridoid and phenylpropanoid glycosides from the roots
of Lantana montevidensis. Med. Chem. Res. 26, 1117-1126. https://doi.org/10.1007/
s00044-017-1817-x.

Nazemiyeh, H., Rahman, M.M., Gibbons, S., Nahar, L., Delazar, A., Ghahramani, M.A.,
Talebpour, A.H., Sarker, S.D., 2008. Assessment of the antibacterial activity of phe-
nylethanoid glycosides from Phlomis lanceolata against multiple-drug-resistant strains
of Staphylococcus aureus. J. Nat. Med. 62, 91-95. https://doi.org/10.1007/s11418-
007-0194-z.

Nebieridze, V., Skhirtladze, A., Kemertelidze, E., Ganzera, M., 2018. Megastigmane gly-
cosides from leaves of Tribulus terrestris. Chem. Nat. Compd. 54, 63-65. https://doi.
org/10.1007/5s10600-018-2259-5.

Olennikov, D.N., Chirikova, N.K., 2017. Phlotuberosides I and II, new iridoid glycosides
from Phlomoides tuberosa. Chem. Nat. Compd. 53, 269-272. https://doi.org/10.1007/
$10600-017-1968-5.

Ono, M., Mishima, K., Yamasaki, T., Masuoka, C., Okawa, M., Kinjo, J., Ikeda, T., Nohara,
T., 2009. A new lignan glucoside from the stems of Callicarpa japonica Thunb. var.
luxurians Rehd. J. Nat. Med. 63, 86-90. https://doi.org/10.1007/s11418-008-
0289-1.

Qiu, F., Khutsishvili, M., Fayvush, G., Tamanyan, K., Atha, D., Borris, R.P., 2019.
Phytochemical investigation of Eremostachys moluccelloides bunge (lamiaceae).
Biochem. Systemat. Ecol. 84, 17-20. https://doi.org/10.1016/j.bse.2019.03.002.

Quezel, P., Santa, S., 1963. Nouvelle Flore d'Algérie et des Régions Désertiques


https://doi.org/10.1002/hlca.200790150
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref7
https://doi.org/10.1515/znb-2005-1214
https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1586692
https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1586692
https://doi.org/10.1016/j.hermed.2019.100263
https://doi.org/10.1007/s11418-008-0255-y
https://doi.org/10.5681/apb.2013.062
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2003.10.008
https://doi.org/10.3891/acta.chem.scand.28b-0085
https://doi.org/10.1515/znc-2001-9-1004
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref16
https://doi.org/10.1515/znc-2002-3-404
https://doi.org/10.1080/10575630108041302
https://doi.org/10.1055/s-2006-959711
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-64185-4.00004-6
https://doi.org/10.3390/plants8090306
https://doi.org/10.3390/plants8090306
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.07.047
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref23
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2018.09.011
https://doi.org/10.1177/1934578X0800300909
https://doi.org/10.1177/1934578X0800300909
https://doi.org/10.1515/znb-1966-0634
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref27
https://doi.org/10.1080/14786410802278350
https://doi.org/10.1080/14786410802278350
https://doi.org/10.1016/S0378-8741(00)00189-6
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref30
https://doi.org/10.3390/molecules23123289
https://doi.org/10.3390/molecules23123289
https://doi.org/10.1016/j.bse.2005.01.006
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)00331-9
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(01)00236-9
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(01)00236-9
https://doi.org/10.1248/cpb.55.1277
https://doi.org/10.1248/cpb.55.1277
https://doi.org/10.1007/s10600-018-2542-5
https://doi.org/10.1007/s10600-018-2542-5
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)90473-4
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)90473-4
https://doi.org/10.1002/hlca.200900158
https://doi.org/10.1002/hlca.200900158
https://doi.org/10.1055/s-2004-827200
https://doi.org/10.1055/s-2004-827200
https://doi.org/10.1515/znb-2004-0523
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2019.01.020
https://doi.org/10.20307/nps.2019.25.2.122
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2017.06.078
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2017.06.078
https://doi.org/10.3390/molecules23020498
https://doi.org/10.3390/molecules23020498
https://doi.org/10.1159/000486958
https://doi.org/10.1016/j.jep.2009.06.022
https://doi.org/10.1016/j.jep.2009.06.022
https://doi.org/10.1007/s11746-008-1272-4
https://doi.org/10.1055/s-2004-815455
https://doi.org/10.3390/12040772
https://doi.org/10.1248/cpb.56.951
https://doi.org/10.1007/s11130-010-0169-1
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2007.02.002
https://doi.org/10.1007/s00044-017-1817-x
https://doi.org/10.1007/s00044-017-1817-x
https://doi.org/10.1007/s11418-007-0194-z
https://doi.org/10.1007/s11418-007-0194-z
https://doi.org/10.1007/s10600-018-2259-5
https://doi.org/10.1007/s10600-018-2259-5
https://doi.org/10.1007/s10600-017-1968-5
https://doi.org/10.1007/s10600-017-1968-5
https://doi.org/10.1007/s11418-008-0289-1
https://doi.org/10.1007/s11418-008-0289-1
https://doi.org/10.1016/j.bse.2019.03.002
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref60

W. Khitri, et al.

Méridionales. 2 Tomes. Editions CNRS, Paris, pp. 1170.

Riaz, N., Rafiq, H., Saleem, M., Jabeen, B., Ashraf, M., Ahmed, I., Tahir, T., Tareen, R.,
2019. Lipoxygenase and a-Glucosidase inhibitory constituents of Phlomis stewartii.
Chem. Nat. Compd. 55, 493-498. https://doi.org/10.1007/s10600-019-02723-6.

Saracoglu, L., Harput, U., Calis, L., Ogihara, Y., 2002. Phenolic constituents from Phlomis
lycia. Turk. J. Chem. 26, 133-142.

Saracoglu, I., Inoue, M., Calis, I., Ogihara, Y., 1995. Studies on constituents with cytotoxic
and cytostatic activity of two Turkish medicinal plants Phlomis armeniaca and
Scutellaria salviifolia. Biol. Pharm. Bull. 18, 1396-1400. https://doi.org/10.1248/
bpb.18.1396.

Saracoglu, L., Varel, M., Calis, I., Donmez, A., 2003. Neolignan, flavonoid, phenylethanoid
and iridoid glycosides from Phlomis integrifolia. Turk. J. Chem. 27, 739-747.

Sarkhail, P., Nikan, M., Sarkheil, P., Gohari, A.R., Ajani, Y., Hosseini, R., Hadjiakhoondi,
A., Saeidnia, S., 2014. Quantification of verbascoside in medicinal species of Phlomis
and their genetic relationships. Daru J. Pharm. Sci. 22https://doi.org/10.1186/2008-
2231-22-32. 32-32.

Sarkhail, P., Rahmanipour, S., Fadyevatan, S., Mohammadirad, A., Dehghan, G., Amin,
G., Shafiee, A., Abdollahi, M., 2007. Antidiabetic effect of Phlomis anisodonta: effects
on hepatic cells lipid peroxidation and antioxidant enzymes in experimental diabetes.
Pharmacol. Res. 56, 261-266. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2007.07.003.

Selenge, E., Murata, T., Kobayashi, K., Batkhuu, J., Yoshizaki, F., 2013. Flavone tetra-
glycosides and benzyl alcohol glycosides from the Mongolian medicinal plant
Dracocephalum ruyschiana. J. Nat. Prod. 76, 186-193. https://doi.org/10.1021/
np300609u.

Senger, D.R., Hoang, M.V,, Kim, K.H., Li, C., Cao, S., 2016. Anti-inflammatory activity of
Barleria lupulina: identification of active compounds that activate the Nrf2 cell de-
fense pathway, organize cortical actin, reduce stress fibers, and improve cell junc-
tions in microvascular endothelial cells. J. Ethnopharmacol. 193, 397-407. https://
doi.org/10.1016/j.jep.2016.09.017.

Shang, X., Wang, J., Li, M., Miao, X., Pan, H., Yang, Y., Wang, Y., 2011. Antinociceptive
and anti-inflammatory activities of Phlomis umbrosa Turcz extract. Fitoterapia 82,
716-721. https://doi.org/10.1016/j.fitote.2011.03.001.

Su, B.N., Ma, L.P., Jia, Z.J., 1998. Iridoid and phenylpropanoid glycosides from Pedicularis
artselaeri. Planta Med. 64, 720-723. https://doi.org/10.1055/5-2006-957565.

Sudo, H., Ide, T., Otsuka, H., Hirata, E., Takushi, A., Shinzato, T., Takeda, Y., 2000.
Megastigmane, benzyl and phenethyl alcohol glycosides, and 4,4'-dimethoxy-beta-
truxinic acid catalpol diester from the leaves of Premna subscandens MERR. Chem.
Pharm. Bull. 48, 542-546. https://doi.org/10.1248/cpb.48.542.

Sun, J.-M., Yang, J.-S., Zhang, H., 2007. Two new flavanone glycosides of Jasminum
lanceolarium and their anti-oxidant activities. Chem. Pharm. Bull. 55, 474-476.
https://doi.org/10.1248/cpb.55.474.

Takeda, Y., Isai, N., Masuda, T., Honda, G., Takaishi, Y., Ito, M., Otsuka, H., Ashurmetov,
0.A., Khodzhimatov, O.K., 2001. Phlomisflavosides A and B, new flavonol bisgly-
cosides from Phlomis spinidens. Chem. Pharm. Bull. 49, 1039-1041. https://doi.org/
10.1248/cpb.49.1039.

Takeda, Y., Isai, N., Masuda, T., Otsuka, H., Honda, G., Takaishi, Y., Kiuchi, F., Ito, M.,
Ashurmetov, O.A., Khojimatov, O., 2002. A new megastigmane glucoside from
Phlomis spinidens. Nat. Med. 56, 200-203.

Takeda, Y., Matsumura, H., Masuda, T., Honda, G., Otsuka, H., Takaishi, Y., Sezik, E.,
Yesilada, E., 2000. Phlorigidosides A-C, iridoid glucosides from Phlomis rigida.
Phytochemistry 53, 931-935. https://doi.org/10.1016/50031-9422(99)00431-8.

Tan, J.J., Tan, C.-H., Li, M., Jiang, S.H., Zhu, D.Y., 2007. Iridoid glycosides from
Lamiophlomis rotata. Helv. Chim. Acta 90, 143-148. https://doi.org/10.1002/hlca.
200790007.

Tanaka, T., Ikeda, T., Kaku, M., Zhu, X.H., Okawa, M., Yokomizo, K., Uyeda, M., Nohara,
T., 2004. A new lignan glycoside and phenylethanoid glycosides from Strobilanthes
cusia BREMEK. Chem. Pharm. Bull. 52, 1242-1245. https://doi.org/10.1248/cpb.52.
1242.

Tanaka, T., Tanaka, O., Lin, Z.W., Zhou, J., Ageta, H., 1983. Sweet and bitter glycosides of
the Chinese plant drug, Bai-yun-shen (roots of Salvia digitaloides). Chem. Pharm. Bull.
31, 780-783. https://doi.org/10.1248/cpb.31.780.

The Plant List, 2013. A working list of all plant species. http://www.theplantlist.org/.

Timoteo, P., Karioti, A., Leitao, S.G., Vincieri, F.F., Bilia, A.R., 2015. A validated HPLC
method for the analysis of herbal teas from three chemotypes of Brazilian Lippia alba.
Food Chem. 175, 366-373. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.11.129.

Viljoen, A., Mncwangi, N., Vermaak, 1., 2012. Anti-inflammatory iridoids of botanical
origin. Curr. Med. Chem. 19, 2104-2127. https://doi.org/10.2174/
092986712800229005.

Von Poser, G.I., Henriques, A.T., Schripsema, J., Jensen, R.S., 1996. Iridoids and

Biochemical Systematics and Ecology 91 (2020) 104054

phenylpropanoid glucosides from Agalinis communis (cham. & schlecht) D'arcy and
Scoparia ericacea cham. (Scrophulariaceae). Rev. Bras. Farm. 77, 134-136.

Wang, F., Jia, Q.-W., Yuan, Z.-H., Lv, L.-Y,, Li, M., Jiang, Z.-B., Liang, D.-L., Zhang, D.-Z.,
2019. An anti-inflammatory C-stiryl iridoid from Camptosorus sibiricus Rupr.
Fitoterapia 134, 378-381. https://doi.org/10.1016/j.fitote.2019.03.009.

Wang, Q.-S., Yang, L., Cui, W.-Y., Chen, L., Jiang, Y.-H., 2014. Anti-inflammatory and
anti-nociceptive activities of methanol extract from aerial part of Phlomis young-
husbandii Mukerjee. PloS One 9, e89149. https://doi.org/10.1371/journal.pone.
0089149.

Xu, X.-H., Tan, C.-H., Jiang, S.-H., Zhu, D.-Y., 2006. Debilosides A-C: three new mega-
stigmane glucosides from Equisetum debile. Helv. Chim. Acta 89, 1422-1426. https://
doi.org/10.1002/hlca.200690142.

Yalcin, F., Ersoz, T., Akbay, P., Calis, I., Donmez, A., Sticher, O., 2003a. Iridoid and
phenylpropanoid glycosides from Phlomis samia, P. monocephala and P. carica. Turk.
J. Chem. 27, 295-305.

Yalcin, F., Ersoz, T., Akbay, P., Calis, I., Donmez, A., Sticher, O., 2003b. Phenolic,
megastigmane, nucleotide, acetophenon and monoterpene glycosides from Phlomis
samia and P. carica. Turk. J. Chem. 27, 703-711.

Yalcin, F., Ersoz, T., Bedir, E., Dénmez Ali, A., Stavri, M., Zloh, M., Gibbons, S., Galis, I.,
2006. Amanicadol, a pimarane-type diterpene from Phlomis amanica Vierch. Z.
Naturforsch. B 61, 1433-1436. https://doi.org/10.1515/znb-2006-1118.

Yalcin, F., Kaya Bilecenoglu, D., Calis, I., Ersoz, T., Palaska, E., 2008. Determination of
iridoid glycosides from four Turkish Lamium species by HPLC-ESI/MS. Turk. J. Chem.
32, 457-467.

Yu, Z.X., Wang, G.L., Bianba, C., Lin, R.C., 2006. Studies on chemical constituents in root
of Phlomis medicinalis I. Zhongguo Zhongyao Zazhi 31, 656-658.

Yuasa, K., Ide, T., Otsuka, H., Takeda, Y., 1993. Premnafolioside, a new phenylethanoid,
and other phenolic compounds from stems of Premna corymbosa var. obtusifolia. J.
Nat. Prod. 56, 1695-1699. https://doi.org/10.1021/np50100a006.

Yue, H.-L., Zhao, X.-H., Mei, L.-J., 2013. Separation and purification of five phenylpro-
panoid glycosides from Lamiophlomis rotata (Benth.) Kudo by a macroporous resin
column combined with high-speed counter-current chromatography. J. Separ. Sci.
36, 3123-3129. https://doi.org/10.1002/jssc.201300268.

Yue, J.-R., Feng, D.-Q., Xu, Y.-K., 2015. A new triterpenoid bearing octacosanoate from
the stems and roots of Clerodendrum philippinum var. simplex (Verbenaceae). Nat.
Prod. Res. 29, 1-7. https://doi.org/10.1080/14786419.2015.1023725.

Zaabat, N., Akkal, S., Darboure, N., Laouer, H., Dijoux-Franca, M.-G., Duddeck, H., 2010.
Secondary metabolites of an Algerian Phlomis bovei and their antioxidant activities.
Chem. Nat. Compd. 46, 454-455. https://doi.org/10.1007/s10600-010-9642-1.

Zhang, C.-Z., Li, C., Feng, S.-I., Shi, J.-G., 1991. Iridoid glucosides from Phlomis rotata.
Phytochemistry 30, 4156-4158. https://doi.org/10.1016/0031-9422(91)83486-5.

Zhang, C., Li, C., 1996. Iridoid glucosides from Phlomis mongolica turcz. Zhongguo
Zhongyao Zazhi 21 (36-37), 64.

Zhang, F., Wu, Z.-J., Sun, L.-N., Wang, J., Tao, X., Chen, W.-S., 2012. Iridoid glucosides
and a C13-norisoprenoid from Lamiophlomis rotata and their effects on NF-kB acti-
vation. Bioorg. Med. Chem. Lett 22, 4447-4452. https://doi.org/10.1016/j.bmcl.
2012.04.087.

Zhang, J., Huang, Z., Huo, H.X., Li, Y.T., Pang, D.R., Zheng, J., Zhang, Q., Zhao, Y.F., Tu,
P.F., Li, J., 2015. Chemical constituents from Lagopsis supina (steph.). Ik.-Gal. ex
Knorr. Biochem. Syst. Ecol. 61, 424-428. https://doi.org/10.1016/j.bse.2015.07.
010.

Zhang, M., Ren, X., Yue, S.-J., Zhao, Q., Shao, C.-L., Wang, C., 2019. Simultaneous
quantification of four phenylethanoid glycosides in rat plasma by UPLC-MS/MS and
its application to a pharmacokinetic study of Acanthus Ilicifolius Herb. Molecules 24,
3117. https://doi.org/10.3390/molecules24173117.

Zhang, Q., Lei, H., Penglong, W., Ma, Z.-Q., Zhang, Y., Wu, J.-J., Nie, J., Chen, S.-J., Han,
W.-J., Wang, Q., Chen, D.-Y., Cai, C.-K., Li, Q., 2017. Bioactive components from
qingwen baidu decoction against LPS-induced acute lung injury in rats. Molecules 22,
692. https://doi.org/10.3390/molecules22050692.

Zhang, Q., Mao, Z., Zhang, Q., Qiu, J., Jia, Z., Qin, L., 2018. Acute and sub-chronic
toxicological studies of the iridoid glycosides extract of Lamiophlomis rotata (Benth.)
Kudo in rats. Regul. Toxicol. Pharmacol. 92, 315-323. https://doi.org/10.1016/j.
yrtph.2017.12.018.

Zhang, Y., Cichewicz, R.H., Nair, M.G., 2004. Lipid peroxidation inhibitory compounds
from daylily (Hemerocallis fulva) leaves. Life Sci. 75, 753-763. https://doi.org/10.
1016/j.1fs.2004.03.002.

Zhang, Z.-X., Xie, W.D., Jia, Z.-J., 2008. Glycosides from two Pedicularis species. Biochem.
Systemat. Ecol. 36, 467-472. https://doi.org/10.1016/j.bse.2007.12.001.


http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref60
https://doi.org/10.1007/s10600-019-02723-6
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref62
https://doi.org/10.1248/bpb.18.1396
https://doi.org/10.1248/bpb.18.1396
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref64
https://doi.org/10.1186/2008-2231-22-32
https://doi.org/10.1186/2008-2231-22-32
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2007.07.003
https://doi.org/10.1021/np300609u
https://doi.org/10.1021/np300609u
https://doi.org/10.1016/j.jep.2016.09.017
https://doi.org/10.1016/j.jep.2016.09.017
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2011.03.001
https://doi.org/10.1055/s-2006-957565
https://doi.org/10.1248/cpb.48.542
https://doi.org/10.1248/cpb.55.474
https://doi.org/10.1248/cpb.49.1039
https://doi.org/10.1248/cpb.49.1039
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref74
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(99)00431-8
https://doi.org/10.1002/hlca.200790007
https://doi.org/10.1002/hlca.200790007
https://doi.org/10.1248/cpb.52.1242
https://doi.org/10.1248/cpb.52.1242
https://doi.org/10.1248/cpb.31.780
http://www.theplantlist.org/
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.11.129
https://doi.org/10.2174/092986712800229005
https://doi.org/10.2174/092986712800229005
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref82
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2019.03.009
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0089149
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0089149
https://doi.org/10.1002/hlca.200690142
https://doi.org/10.1002/hlca.200690142
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref87
https://doi.org/10.1515/znb-2006-1118
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref88
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref88
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref88
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref90
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref90
https://doi.org/10.1021/np50100a006
https://doi.org/10.1002/jssc.201300268
https://doi.org/10.1080/14786419.2015.1023725
https://doi.org/10.1007/s10600-010-9642-1
https://doi.org/10.1016/0031-9422(91)83486-5
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref96
http://refhub.elsevier.com/S0305-1978(20)30049-1/sref96
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2012.04.087
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2012.04.087
https://doi.org/10.1016/j.bse.2015.07.010
https://doi.org/10.1016/j.bse.2015.07.010
https://doi.org/10.3390/molecules24173117
https://doi.org/10.3390/molecules22050692
https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2017.12.018
https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2017.12.018
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2004.03.002
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2004.03.002
https://doi.org/10.1016/j.bse.2007.12.001

RESUMES



RESUME

Introduction

Depuis fort longtemps, ’utilisation des plantes médicinales est connue pour améliorer
la santé de ’homme. Actuellement, peu d'especes ont été soumises a une évaluation de leurs
activités biologiques.

L’objectif principal de notre travail est de Vérifier I’'usage traditionnel d’une plante
cicatrisante utilisée par la population locale & travers une recherche phytochimique et
pharmacologique.

Matériels et méthodes

L’enquéte ethnobotanique sur les plantes cicatrisantes utilisées en médecine
traditionnelle a été réalisée dans 16 villes algériennes, auprés de 1850 habitants et 190
herboristes. Sur la base de cette enquéte, une plante peu étudiée a été choisie dans le but de
vérifier son usage traditionnel. Une étude botanique a été menée pour I’identifier.

L’évaluation de D’activité cicatrisante de 1’extrait hydroalcoolique des feuilles de la
plante sélectionnée chez les rats Wistar a été réalisée selon le modéle de plaie par excision.

Une étude phytochimique des feuilles et des racines de la plante choisie a été menée
dans le but d’isoler les phytoconstituants reSponsables de 1’activité¢ cicatrisante. Leurs
structures chimiques ont été élucidées par I'analyse de données spectroscopiques RMN 1D-
(*H, 3C), RMN 2D et la spectrométrie de masse (ESI- et HR ESI- MS). L’évaluation de
I’activité antioxydante des composés isolés a été menée dans le but de tirer les relations
structures-activites.

Résultats

L’enquéte ethnobotanique a fait ressortir 96 plantes réputées cicatrisantes appartenant
a 45 familles. La plante sélectionnée est le Phlomis bovei de Noé, Lamiaceae. Il s’agit d’une
plante endémique, peu étudiée sur le plan phytochimique et pharmacologique.

L’évaluation de I’activité cicatrisante a montré une amélioration significative qui est
estimée par une réduction de la surface de cicatrisation d’environ 5 % par rapport au groupe
témoin et un gain de cinq (5) jours dans le temps d’épithélialisation avec une cicatrice de
meilleure qualité sur le plan histologique.

L’¢étude phytochimique des feuilles et des racines de P.bovei a conduit a I'isolement de
seize (16) composés, dont trois iridoides, deux mégastigmanes, cing phénylpropanoides,
quatre lignanes, un nortriterpene et un phényle glucoside. L’évaluation de 1’activité
antioxydante de neuf composés isolés a montré que ’activité du verbascoside était supérieure
a celle de tous les composés testés avec la plus faible valeur 1C50 nécessaire pour piéger 50%
du radical libre DPPH.

Conclusion

L’isolement des principes actifs issues de plantes vont probablement étre les
médicaments de demain et pourraient défier les thérapeutiques d’aujourd’hui.
Mots clés : enquéte ethnobotanique, Phlomis bovei de Noé, substances bioactives, activité
antioxydante, activité cicatrisante.



ABSTRACT

Introduction

For a long time, the use of medicinal plants has been known to improve human health.
Currently, few species have been subjected to an assessment of their biological activities.

The main objective of our work is to verify the traditional use of a healing plant used
by the local population through phytochemical and pharmacological research.

Materials and methods

The ethnobotanical survey on healing plants used in traditional medicine was carried
out in sixteen (16) Algerian cities among 1850 inhabitants and 190 herbalists. Based on this
survey, a plant that had been little studied was chosen in order to verify its traditional use. A
botanical study was carried out to identify it.

The healing activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of the selected plant
was evaluated according to the excision wound model in Wistar rats.

The phytochemical study of the leaves and roots of the selected plant was conducted
to isolate the phytoconstituents responsible for the healing activity. Their chemical structures
were elucidated by analysis of spectroscopic data RMN 1D- (*H, *C), RMN 2D (COSY,
TOCSY, ROESY, HSQC, HMBC), and mass spectrometry (ESI- and HR ESI- MS).

The evaluation of the antioxidant activity of isolated compounds was conducted to determine
the structure-activity relationships.

Results

The ethnobotanical survey showed 96 plants reputed to be healing plants belonging to
45 families. The selected plant is Phlomis bovei de Noé, Lamiaceae. It is an endemic plant,
little studied on phytochemical and pharmacological levels.

The evaluation of the healing activity showed a significant improvement which is
estimated by a reduction of the healing surface of about 5% compared to the control group
and a gain of five (5) days in epithelialization time with a scar having a better quality on the
histological level.

A phytochemical study of the leaves and roots of P. bovei led to the isolation of
sixteen (16) compounds, including three iridoids, two megastigmans, five phenylpropanoids,
four lignans, one nortriterpene and one phenyl glucoside. The evaluation of the antioxidant
activity of nine isolated compounds showed that the activity of the verbascoside was superior
to all tested compounds with the lowest IC50 value necessary to trap 50% of the free radical
DPPH.

Conclusion
The isolation of active compounds from plants is likely to be the drugs of tomorrow
and may challenge today's therapeutics.

Key words : ethnobotanical survey, Phlomis bovei de Noé, bioactive substances, antioxidant
activity, healing activity.



udla
Aaa84
w2l #1589 (e QN plimd) &5 Ll laal) Anaa (pueny Apalall il aladid G Gig ymall (e cdisha (e ) die
Aon sl ) Lgilail
e opladl gl Gyl e CJJ-*J‘ eLSﬂ\ = Laals] dlastiiee 440 NRENA o sl sa Ulee (ga _.,_.».s.‘j)l\ aagl)
A 5 5 Alaas 8Ll & sad) DA

Gkl Jibu gl

e 1850 e il a Aae 16 3 soal ooall pliill 3 Lais Aleatinal)l i) e Sl 8 al) g Ui
e (383 Cargs Baae il ) Lgle (g yad ol A% LA o3 o i) . e 12l Glie 190 5 Gulaal) Gl
Lo o paill Al Al ja o) jal 4 (gliill Lgaladin)

Sy £ 58 e il Gl e gl alail) 8 5t Zial) 31,)5Y (Sl (JsaSl Galitivll bl i o
Al U Sl e Caag 3l Al 53 s (31,5 AnbasS Al Al 3 el ya) i lal) Jlalivl g3 sl
(bl (il dpdlal) Sl dilas 505k o b gty 20a3 Q5 38 = 5l alll Bl (e Ay udll
530SO sliadll Lliadll sy &3 5 (ESI -HR ESI-MS) S aall (b RMN 1D-(*H, 2C), RMN2D
Al 5 Anlasl bl Eall maat Cangs Al g jaall LS jall

gl

o Bl Al Alle 45 ) i g yad) ALl 8 A L) 8596 sa s oo i) 8yl & SUaiul] Cals

Ge AL L o Lggle cu el dlledll Ly ) 3 Al gie 4in Ll <Phlomis bovei de Noé, Lamiaceae

300 gall 5 cLaasI dualll)

Ljlae Gy 75 a7 oooall Al dalie mdas Jal85 O (e Uasale Liad 7 5 jal) olill blis aui ekl

Cal el (5 siall e Juadl dge 53 @3 05 pe JLei¥) 555 8 Al (5) dsed g dra all A sanally

Gl ciridoids A lete LS e Ldie diw Jie ) P.bovei  Lsiss (losY Adlil) dibest Al

phenyl 33l 5 nortriterpene 33l <lignans =i «phenylpropanoids 4.sx «mégastigmanes
JS o Slel ¢S verbascoside babis of A s jae il ye daiil 320850 dliaall LaLiil) i el glucoside

DPPH. d_all jsaall e 7 50 Jada¥ 445 »alllC50 dad Jib 4 jaal) S al

POE]

i a8y 23l Ay ol (e (5SE Of s Jinall (e 5 padl Gl 8 Ll dlasiall clilall ddaill s Sl J e

psdll cladle

¢3S aliae Lol ¢ L gl g 4dads o) 50 <Phlomis bovei de NOé « i 8 e & dlaiul :Aalidal) cilalsl)

sl Ll Ll



	Chemical constituents from Phlomis bovei Noë and their chemotaxonomic significance
	Subject and source
	Previous study
	Present study
	Extraction and isolation from leaves
	Extraction and isolation from the roots
	Characterization of the compounds

	Chemotaxonomic significance
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of competing interest
	Acknowledgments
	Supplementary data
	References


