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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de I'extrait de dichlorométhane des parties aériennes de
Helichrysum gymnocephalum de Madagascar en tant qu’antiplasmodial et antioxydant. Le screening
phytochimique de cet extrait a révélé la présence des composés phénoliques et dérivés, qui sont représentés
par des flavonoides dont les flavonols, des coumarines et des tanins condensés et des terpénoides dont les
stéroides et les stérols insaturés. Les fractionnements guidés par l'activité antimalariale de I'extrait
dichlorométhane ont conduit a I'isolement d’une chalcone, la cardamomin. Sa structure chimique a été établie
par analyse en spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire mono et bidimensionnelle. L'activité
antiplasmodiale a été mesurée in vitro contre Plasmodivm falcjparum FCM29, une souche résistante d la
chloroquine. L'extrait dichlorométhane présente une activité antiplasmodiale avec une (s égale @
29,67 Jg / mL et la cardamomin une 1Cso 0 43 UM. La méthode appliquée pour mesurer I'activité antioxydante
est celle du piégeage des radicaux libres & I'aide du DPPH. L'extrait dichlorométhane réduit le DPPH d
95,21 % et la cardamomin d 52,89 %.

Mots-clés : Helichrysum gymnocephalum, Asteraceae, cardamomin, activité antiplasmodiale activité
antioxydante, résonance magnétigue nucléaire.

Abstract

Antiplasmodial and antioxidant activities from extract of Helichrysum
gymnocephalum (DC.) Humbert, (Asteraceae). Isolation of cardamomin

This work is part of the valuation of the dichloromethane extract of the aerial parts of Helichrysum
gymnocephalum of Madagascar as antiplasmodial and antioxidant. Phytochemical screening of this extract
showed the presence of phenolic compounds and derivatives, which are represented by flavonoids (flavonols),
coumarins, condensed tannins and terpenoids including steroids and unsaturated sterols. Fractionations of
the dichloromethane extract guided by antiplasmodial activity led to the isolation of a chalcone, cardamomin.
Its chemical structure was established by mono and bidimensional Nuclear Magnetic Resonance analysis. The
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antiplasmodial activity was measured /n vitro against Plasmodivm falciparum FCM29, a strain resistant to

chloroquine. The dichloromethane extract showed an antiplasmodial activity with 1Cs, equal to 29.67 g / mL
and cardamomin 1Cso = 43 |UM. The method used to measure the antioxidant activity were that of scavenging free
radicals using the DPPH. The dichloromethane extract reduced DPPH to 95.21 % and cardamomin to 52.89 %.

Keywords : Helichrysum gymnocephalvm, Asteraceae, cardamomin, antjplasmodial activity antioxydant
activity, nuclear magnetic resonance.

1. Introduction

Les Asteraceae sont composées de plus de 22 700 espéces cosmopolites dans le monde [1]. A Madagascar,
parmi les 540 espéces existantes, 88 % sont endémiques [2]. Helichrysum, un important genre de cette
famille, comprend environ 600 espéces provenant des régions chaudes, en particulier en Europe et en
Afrique [1]. A Madagascar, ce genre compte actuellement 112 espéces, toutes natives, dont 98,2 % sont
propres a l'ile [3] parmi laquelle figure Helichrysum gymnocephalum (DC.) Humbert. Cette plante est connue
localement sous le nom de Rambiazinavavy. Selon la description de [4], Cest un arbuste pouvant atteindre
jusqu’d 4 m de hauteur. Les rameaux ultimes sont couverts d’un tomentum aranéeux blanchdtre et trés fin.
Les feuilles sont lancéolées et longuement atténuées vers la base en pétioles courts, non ailées dans sa partie
inférieure, couvertes sur les deux faces d’un tomentum aranéeux. Les fleurs sont petites et groupées en
inflorescences composées. Les fruits sont des akénes papilleux. La floraison s’étale de Février a Mai. La plante
pousse sur les sols ferralitiques sur roches siliceuses de la région centrale de Madagascar, dans les
formations végétales rocheuses et secondaires au-dessus de 800 m d’altitude. Cest une plante trés utilisée
localement. Les utilisations dans la littérature sont trés diverses. On la trouve vendue chez les marchands de
plantes médicinales [5, 6]. L’enquéte menée par ces auteurs montre que la décoction des feuilles est fébrifuge
et aphrodisiaque ; elle permet de soigner I'albumine, la toux. Elle permet également de traiter les maladies
cardiaques et I'asphyxie. Elle est aussi réputée cicatrisante [5, 6].

Son huile essentielle est utilisée en aromathérapie pour ses vertus antimicrobienne [7], antalgique, anti-
inflammatoire [8, 9]. Elle est utilisée en tant qu’expectorant et anti mucolytique [10]. Les travaux chimiques
ont montré que I'huile essentielle contient du 1,8 -cinéole comme constituant majoritaire variant de 47,3 % d
plus de 70 % [11, 12]. Les plantes médicinales sont des sources de molécules ayant des activités
thérapeutiques et la découverte de la quinine et de I'artémisinine justifie I'vtilisation empirique de leurs
plantes contre la fievre et le paludisme. Par ailleurs, Il a été montré que les plantes ayant une activité
antioxydante peuvent diminver l'infection paludéenne [13]. Chez I'animal, [14] ont prouvé que les
antioxydants empéchent le développement des complications cérébrales provoquées par le paludisme. En
2011, [15] ont publié les activités cytotoxique, antimalariale et antioxydante de I'hvile essentielle de 4.
gymnocephalum. Ils ont établi une corrélation entre I'activité biologique de I'huile essentielle et les

constituants responsables de cette activité : B-sélinéne, a-terpinolene and aromadendrene ont présenté une
forte corrélation avec I'activité anticancéreuse. Calamenene (RZ= 0.70) a montré une corrélation significative
pour 'activité antiplasmodiale. Le présent travail repose encore sur la valorisation scientifique de la
médecine traditionnelle et porte cette fois-ci sur I'évaluation des activités antimalariales et antioxydantes
des extraits de A gymnocephalum ainsi qu’a I'isolement et @ la purification de la cardamomin. L'activité
antioxydante a été abordée du fait de I'effet bénéfique des antioxydants sur le stress oxydatif induit chez les
sujets infectés [13, 14].
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2. Matériel et méthodes
2-1. Collecte et identification

Les parties aériennes de Helichrysum gymnocephalum ont été récoltées a Manjakandriana Antananarivo en
Octobre 2014, dans le district de Manjakandriana, de la région Analamanga. Un herbier de référence sous le
code HE1076 est déposé a I'Herbarium du CNARP.

Figure 1 : Helichrysum gymnocephalvm photo : Rakotonandrasana, (NARP
2-2. Criblage phytochimique

Les criblages phytochimiques ont été réalisés pour détecter les familles de molécules présentes dans la
plante [16]. Les méthodes sont basées sur I'utilisation des réactifs spécifiques pour chaque famille a détecter.
Les réactions chimiques sont basées par la formation de complexes insolubles ou de complexes colorés d
partir de poudre de plante ou d’extrait hydroéthanolique.

2-3. Préparation des extraits

Les parties aériennes de 4. gymnocephalvm ont été séchées, broyées puis macérées dans I'éthanol pendant
24 h a la température ambiante. Le filtrat est débarrassé du solvant par évaporation sous vide. L’extrait
éthanolique brut est dissout dans le mélange méthanol / eau (60 / 40) puis soumis au partage liquide-liquide
avec I'hexane. La solution méthanolique est débarrassée du méthanol par évaporation sous vide puis I'extrait
sec est redissout dans I'eau et soumis @ un fractionnement avec le dichlorométhane (5 fois). Les extraits
hexanique, dichlorométhane et aqueux sont évaporés a sec.

2-4. Fractionnement et isolement

Les fractionnements de I'extrait dichlorométhane ont été effectués sur des colonnes chromatographiques en
utilisant le gel de silice comme phase fixe et des solvants de polarités différentes comme phase mobile. La
chromatographie sur couche mince (CCM) a été utilisée pour les suivis des fractionnements. La purification et
I'isolement du produit ont été réalisés par chromatographie sur couche mince préparative (PTLC) d’épaisseur
de phase 500 um.
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2-5. Analyses spectrales

Les analyses spectrales ont été réalisées au sein du Laboratoire de Pharmacognosie de I'Université Paris
Descartes. Les spectres de RMN (*H, 13C, COSY, COSY-LR, HMBC, HSQC) ont été enregistrés sur un appareil
Bruker Avance 400 et les spectres de masse sur un appareil ZQ 2000 Waters a source d’électronébulisation
Z-Spray (ESI-MS).

2-6. Analyses biologiques
2-6-1. Activité antimalariale

Cette étude est fondée sur la mesure de la fluorescence de la solution contenant le parasite Plasmodivm
falciparum par ajout d’'un fluorophore, le SYBR Green I. Un mélange de 200 UL, composé de 100 L de
suspension de globules rouges infectés par la souche FCM29 de 2. falciparum (1 % de parasitémie et 2 %
d'hématocrite dans un milieu RPMI 1640 complété avec 20 % de sérum humain), de 50 UL du produit d tester
dilué en série et de 50 UL de milieu non enrichi en sérum humain, est réparti dans une microplaque a 96 puits.
La microplaque est ensuite incubée dans une atmosphére microaérophile @ 37°C pendant 72 h. Aprés
incubation, un volume de 50 L de solution de SYBR Green | (Microprobes, Oregon, Eiuts-Unis), dilué 20 fois
dans un miliev supplémenté avec du sérum humain, est ajouté dans chaque puits. Les solutions résultantes
sont mélangées et laissées au repos pendant 60 min & 'abri de la lumigre a 37°C. La fluorescence est lue @
deux longueurs d’ondes A; = 485 nm, longueur d’onde d’excitation et A, = 518 nm, longueur d’onde
d’émission (Biotek - Lecteur de microplaques FLX800). Le taux de fluorescence est considéré comme
proportionnel a la quantité de 2. faljparum respective dans chaque puits. Les valeurs d’ICsy, les
concentrations de médicaments qui réduisent de 50 % le taux de fluorescence, donc la croissance, sont ensuite
dédvites selon le calcul décrit par [17].

2-6-2. Activité antioxydante

e Méthode de DPPH

Le radical libre DPPH + est connu pour sa couleur violet-foncé et sa forte absorbance a 517 nm une fois
dissous dans le méthanol. Un antioxydant aura la capacité de donner un électron singulet au radical DPPH +
de couleur violette pour le stabiliser en DPPH de coloration jaune-verte. Ainsi, le pouvoir antioxydant des
extraits de plantes est mis en évidence en suivant la disparition de la couleur violette, au cours du temps, d’une
solution méthanolique contenant le radical libre DPPH +. La mesure de la décroissance de coloration se fait par
la mesure de I'absorbance de la solution par spectrophotométrie. Cette activité est déterminée selon la méthode
de [18]. 25 mg de DPPH sont dissous dans 100 mL de méthanol et gardés a -20 °C & I'abri de la lumiére avant
utilisation. Dans des tubes secs, 200 ul de la solution a tester sont introduits, puis 3800 L de la solution de DPPH
d 25 % sont ajoutés. Pour chaque concentration, un blanc constitué de 3800 L de DPPH, additionné de 200 L de
méthanol est préparé. Aprés 30 min d’incubation a I'obscurité a la température ambiante, une mesure de
I'absorbance @ A = 517 nm a été effectuée d I'aide d’un spectrophotométre. L'activité antioxydante qui exprime
la capacité de piéger le radical libre est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le
méthanol. Elle est donnée par la Formule suivante [19] :

Abstest

Pourcentage(%)d’ Inhibition de DPPH = (AbScontror — ) X 100 (1)

AbScontrol

ou, Abs désigne 'absorbance d la longueur donde de A = 517 nm.
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Les résultats ont été exprimés par la moyenne de 3 mesures X écart type. Le pourcentage d’inhibition ainsi

calculé a été comparé en utilisant deux courbes d’étalonnage de I a- tocophérol des valeurs compris entre
6,25 UM a 100 UM et 150 UM @ 600 M.

3. Résultats et discussion
3-1. Rendement de I’extraction

120 g de poudre de plante (feuilles et tiges) ont donné 17,01 g d’extrait éthanolique soit un rendement de
14,2 %. Le fractionnement liquide-liquide de 5,69 g d’extrait éthanolique a donné 0,78 g d’extrait hexanique.
1,38 g d’extrait dichlorométhane (rendement = 24,3 %), indiquant une proportion significative de pigments
apparentés d la chlorophylle, et 3,39 g d’extrait aqueux (rendement = 59,6 %)).

3-2. Criblage phytochimique

Les résultats obtenus lors du screening phytochimique de # gymnocephalum sont donnés dans le Tableau 1.

Tableav 1 : Résultats dv criblage phytochimique des parties aériennes de H. gymnocephalvm

Familles chimiques | Réactifs de caractérisation | Résultats
Composés phénoliques

Coumarines NaOH, lampe U.V. de A 254 nm et 366 nm +
Flavones HCl, Mg -
Flavonols HCI, Mg, Alcool isoamylique +++
Flavanones, flavanonols HCl, Mg
Anthocyanes HCI, NH,0H
Leucoanthocyanes HCl a chaud
Anthraquinones libres Eau, Benzéne, NH,0H
Hétérosides anthracéniques HCl, CHCl;, NH,OH -
Tanins NaCl, Gélatine ++ +
Tanins condensés FeCl, +++
Tanins hydrolysables FeCl; -
Familles chimiques Réactifs de caractérisation Résultats

Composés phénoliques (suite)
Polyphénols Gélatine 1 %, H,0 NaCl ++
Phénols, flavanes Vanilline chlorhydrique +

Terpénoides
Stérols insaturés H,S0, +++
Stéroides lactoniques Acide picrique, NaOH, +++
Acide 3,5-dinitrobenzaique, KOH +++
Stéroides Anhydride acétique, H,50, +++
Iridoides HCl, Ethanol, Glycérol, CuSO,
Saponines Hauteur mousse -
Cardénolides H;P0,, Acide frichloracétique, lampe U.V. ++
Hétérosides désoxy-2-sucres FeCls, Acide acétique
Avutres

Alcaloides KI, 1,, HgCl, Bi(NO)s, Acide tartrique
Hétérosides cyanogénes CHCl,, Picrate de sodium
Polysaccharides Ethanol
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- : test négatif : aucune réaction observée ;

+ : faible coloration ov formation de pev de précipité ;

++ : Coloration franche ou précipité abondante ov mousse abondante ;

+++ : Coloration intense ou floculation immédiate ou havteur de mousse supérievre @ 5 cm.

Ainsi, les métabolites secondaires détectés dans Helichrysum gymnocephalvm comprennent :

e des composés phénoliques et dérivés, qui sont surtout représentés par des flavonoides dont les
flavonols, des coumarines et des tanins condensés ;

e des terpénoides dont les stéroides et les stérols insaturés.

3-3. Fractionnement et isolement

Le fractionnement de 1 g d’extrait dichlorométhane de #. gymnocephalvm sur colonne ouverte de gel de silice
avec un gradient de CHCl;/ EtOAc[98:2 6 93 : 7], puis 100 % EtOAc a permis d’obtenir 5 fractions numérotées
DCL11 a DCL15. La fraction DCL12 (967,2 mg) a subi un deuxiéme fractionnement sur colonne ouverte de gel
de silice avec un gradient de CHCl;/ EtOAc de 99 : 1 a 100 % EtOAc pour donner 5 autres sous fractions notées
DCL121 a DCL 125. le produit DCL124b (21 mg) a été obtenu par chromatographie sur couche mince préparative
de la fraction DCL 124 (56 mg), utilisant I'éluant CHCl;/ MeOH [95 : 5].

3-4. Activités biologiques

3-4-1 Activité antiplasmodiale

L’extrait dichlorométhane présente une activité antiplasmodiale /7 vitro avec une ICs égale @ 29,67 g / mL
et la cardamomin 1Cs, = 43 UM contre Plasmodivm falcjparum, souche résistante d la chloroquine. Le produit
de référence quinine a une 1Cso = 0,0037 M.

3-4-2 Activité antioxydante

Tableau 2 : Activité antioxydante des extraits de H. gymnocephalum et dv composé isolé DCL124h

testés d Img / ml
Produit % d'inhibition de DPPH  Equivalent a-Tocophérol (UM / mg / mL d'extrait)
extrait brut éthanolique 95,21 556,63
extrait dichlorométhane 89,78 477 46
DCL124b (cardamomin) 52,89 59,16

Le Tableav 2indique que I'extrait brut éthanolique a 1 mg / mL, qui est équivalent en a-Tocophérol a
553 UM / mg / mL d’extrait a réduit le DPPH a 95,21 % est doté d’une activité antioxydante trés élevée. Le
produit isolé cardamomin seul, @ 1 mg / mL équivalent d 59,16 UM / mg / mL de a-Tocophérol réduit e DPPH
d 52,89 %. Cette forte activité de I'extrait brut peut €tre due aux composés phénoliques présents dans
I'extrait brut éthanolique et confirmés lors du criblage phytochimique de #. gymnocephalum (Tableav 1)
[20], ont suggéré que les composés polyphénoliques ont des effets inhibiteurs sur la mutagenése et la
cancérogendse (des maladies dues aux radicaux libres) chez I'homme.
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3-5. Détermination structurale du produit isolé DCL 124b

Le produit isolé a été soumis aux analyses RMN 1D et 2D dans MeOD et dans DMSO (1H, COSY, HSQCed, HMBC,
RMN °C), et en spectrométrie de masse. Son spectre RMN TH montre des signaux & 6.02 ppm et 5.95 ppm avec
J = 2.1 Hz qui sont caractéristiques des protons H-6 et H-8 d’un flavonoide. On remarque les signaux d
1.94 ppm et 7.71 ppm avec J = 15.6 Hz caractéristiques de deux protons éthyléniques voisins (confirmés par
leurs corrélations COSY). Ces protons éthyléniques sont enchainés avec un C = 0 (a 192,3 ppm) d’apreés le
spectre HMBC. Les multiplets entre 7,4 ppm et 7,7 ppm correspondent aux protons d’un cycle aromatique. La
position du méthoxyle est obtenue grdce d la corrélation HMBC du CH3 avec le carbone a 163,4 ppm (C-9).
L’ensemble de ces données permet d’écrire la structure de la chalcone svivante : [1 - (2,4-dihydroxy-6-
methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one]. Il s’agit d’une chalcone connue appelée aussi cardamomin.

3-5-1. Relevés spectravx dv produit isolé cardamomin

ESI+ /MS:m /z293 [M + Na] +, M =270 g / mol, C16H1404 ; TH NMR (400 MHz, MeOD) & ppm 7.94
(d,J=15.6 Hz, 1H,H-2),7.71 (d, ) = 15.7 Hz, TH, H-3), 7.68 - 7.63 (m, 2H, H-1" et H-5"), 7.43 (m, 3H, H-2’, H-3’
et H-4'),6.02(d, ) = 2.1 Hz, 1H, H-8), 5.95 (d, ) = 2.2 Hz, TH, H-6), 3.95 (s, 3H, 0-CH3). TH NMR (400 MHz, DMSO)
O ppm 7.84(d, ) =15.7 Hz, 1H, H-2), 7.71 (dd, ) = 7.5, 1.7 Hz, 2H, H-1" et H-5’), 7.65 (d, ) = 15.7 Hz, 1H, H-3),
1.51 - 7.39 (m, 3H, H-2’, H-3" et H-4), 6.01 (d, J = 1.9 Hz, TH, H-8), 5.91 (d, J = 2.1 Hz, TH, H-6), 3.87
(s, 3H, 0-CH3). 13C NMR (75 MHz, Me0D) & ppm 192.3 (C-4), 163.4 (C-9), 141.3 (C-3), 135.6 (C-1), 129.7
(C-1°,C-5),128.6 (C-2°, C-4'),127.9 (C-3'), 127.5 (C-2), 95.8 (C-6), 91.30 (C-8), 54.9 (0-CH3).

3-6. Discussion

L'activité antiplasmodiale est vérifiée scientifiquement dans cette plante car I'extrait de dichlorométhane
(ICsy= 29,67 ug / mL), la cardamomin isoléé (ICs, = 43 |UM) présentent des activités antiplasmodiales /n vitro
contre Plasmodivm falciparum FCM29, souche résistante a la chloroquine. Le produit de référence quinine a
une 1Csp=0,0037 UM. Les composés phénoliques dont les flavonoides sont couramment rencontrés chez les
plantes du genre Helichrysum. H. arenarivm contient par exemple plus d’une dizaine de séries de flavonoides
(21, 22). H. pamplylicum contient des flavonoides a potentialité anticancéreuse [23]. Ainsi, a part le fait que
ce genre végétal soit connu pour les huiles essentielles [15, 24], les flavonoides peuvent aussi &tre considérés
comme leurs marqueurs chimiotaxonomiques. Ce travail est le premier rapport sur I'isolement de la chalcone
cardamomin dans #. gymnocephalum. Elle a été isolée pour la premiére fois dans les graines de Amomum
subvlatum par [25]. Cardomomin o €été isolée et représente le constituant majeur dans des plantes de la
famille Zingiberaceae, notamment du genre Alpinia [26, 27], mais aussi dans Boesenbergia [28, 219] et
Syzygivm samarangense (Bloom) de la famille des Myrtaceae [30]. L'activité antioxydante que nous avons
détectée de A. gymnocephalvm peut Btre reliée avec sa richesse en composés phénoliques, dont les
flavonaides. En effet, plusieurs recherches ont montré que ce genre végétal est connu pour cette activité
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biologique [31, 32]. L’étude de 'activité antioxydante que nous avons effectuée a montré que l'activité de la
cardamomin représente plus de la moitié de I'activité de I'extrait brut. Ce résultat est conforme aux données
de la littérature sur cette molécule, en effet, elle est connue pour ses propriétés antioxydantes et
anticancéreuses [27, 31 - 33].

4. Conclusion

Cette étude sur 4. gymnocephalvm (Asteraceae) endémique de Madagascar porte sur I'étude chimique de ses
extraits. Le screening phytochimique a révélé la présence des composés phénoliques tels que des flavonoides
en particulier des flavonols, des coumarines et des tanins condensés, mais également des terpénoides dont
les stéroides et les stérols insaturés. L’extraction du broyat de la partie aérienne de la plante, svivie du
fractionnement et de la purification de I'extrait dichlorométhane par diverses techniques chromatographiques
ont conduit d I'isolement de la cardamomin. Le profil chimique du produit isolé, obtenu par analyses spectrales
est en accord avec les résultats du criblage phytochimique. L’extrait de dichlorométhane et la cardamomin
présentent des activités antiplasmodiales in vitro contre Plasmodivm falciparum FCM29, souche résistante a
la chloroquine avec respectivement 1Csy = 29,67 g / mL et 1(sp = 43 UM, celle de la quinine étant de
0,0037 UM). Par la méthode DPPH, I'analyse des activités antioxydantes a montré la potentialité de I'extrait
brut éthanolique, avec une valeur importante car il réduit le DPPH a 95,21 % et la cardamomin seule, le réduit
d 52,89 %. La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit aboutir notamment a la mise au
point de médicaments a base de plantes. L’ensemble de ces résultats ouvre des perspectives sur la
valorisation de cette plante, déja utilisée localement pour ses vertus médicamenteuses, par la mise av point
de phytomédicaments. Il s’ensuit des tests in vivo, sur les animaux afin de déterminer la toxicité, les doses
efficaces, etc.
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