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Glossaire des termes botaniques

A

Actinomorphe (fleur) (adj)- qualifie une fleur dont les pieces sont disposées de maniere
symétrique par rapport a son axe (1).

Androcée- ensemble des pieces fertiles males d’une fleur (étamines) (2).

Angiosperme- plantes spermaphytes caractérisées entre autres par la présence de fleurs,
carpelles et d'une double fécondation (1).

Anthése (nf)- partie terminale du développement de la fleur depuis I'épanouissement jusqu'au
flétrissement (1).

Autogamie (nf)- possibilité qu'a une fleur d'étre fécondée par son propre pollen, de facon
obligatoire ou facultative (1).

B

Binucléé (pollen)(adj.) -syn. bicellulaire ; qualifie les grains de pollen qui sont constitués d'une
cellule végétative (celle du futur tube pollinique) et de la cellule spermatogene a partir de
laquelle se formeront, dans le tube pollinique, les deux gametes males, lors de la germination
(3).

Bisexué (fleur) (adj)- hermaphrodite- qualifie une fleur possédant a la fois des étamines et des
carpelles fonctionnels (1).

c
Carpelle (nm)- structure renfermant les ovules et constituée d'un ovaire, d'un stigmate et
parfois d'un style (1).

D
Déhiscence (nf)-processus d'ouverture d'une structure close par fission (1).

E

Embryon (nm)- ensemble de cellules diploides, indifférenciées, dérivant d'un zygote (1).
Endosperme (n.m) - le tissu nourricier contenu dans les graines (4).

Epigé (adj)- qualifie tout ce qui pousse au-dessus du sol (1).

Epigyne (insertion de tépales) (adj)- qualifie une fleur dont I'ovaire immergé ou non dans le
réceptacle est surmonté par les autres verticilles floraux (1).

Extrorse (adj)- il qualifie une étamine dont I'anthere s’ouvre vers l'extérieur de la fleur (5).

G
Glabre (adj)- dépourvu de poils (1).
Gynécée (nm)- ensemble des organes femelles, c’est-a-dire des carpelles (2).

H

Haustorium- une racine modifiée, qui pénétre dans la plante hote et se connecte a son systeme
vasculaire ; il sert a la fois d'attachement et d'alimentation (6).

Holoparasite (n.m) - est un parasite obligatoire (la croissance et le développement dépendent
de I'n6te) qui a perdu toute la chlorophylle et qui ne peut assimiler a lui seul le carbone et
I'azote inorganique (6).



M

Monocolpé (pollen) (adj)- une forme longitudinale d’une aperture. L'aperture est une zone
d’amincissement de la paroi pollinique (1).

O
Orthotrope (ovule) (adj)- qualifie un ovule dans lequel le hile, le micropyle et la chalaze sont
alignés (1).

Ovule orthotrope

Ovaire (nm)- partie renflée du pistil qui contient les ovules et évoluera en fruit apres
fécondation (2).

P

Paléo-herbe- lignée primitive de I’herbacée (angiospermes) qui inclut I'ordre Pipérales (7).
Pédoncule (nm)- axe né a l'aisselle d'une bractée et portant la fleur, puis le fruit (2).

Péricarpe (nm)- partie externe d'un fruit, produit du développement de la paroi de I'ovaire, qui
protege la graine (2).

Périderme (nm)- couche imperméable de cellules qui remplacent I'épiderme a la périphérie des
vieilles tiges et des racines (8).

Périgone (nm)- périanthe formé de tépales (1).

Placenta (nm)- bourrelet plus ou moins saillant de la paroi de I'ovaire qui porte les ovules (1).
Pollen (nm)- élément reproducteur male, formé dans les anthéres des étamines (2).
Pollinisation (nf)- transport du pollen depuis les étamines jusqu'aux stigmates (1).

Préfloraison (nf)-disposition des pétales dans le bouton floral (1).

Protogyne (adj)- qualifie une plante chez laquelle le gynécée est mature avant I'androcée de
maniéere a éviter l'autopollinisation (1).



R

Rhizome (nm)- tige souterraine (1).

S

Sac pollinique (nm)- chacun des deux compartiments des loges polliniques de I'anthere (1).
Sessile (adj)- qualifie tout organe (feuille, fleur) dépourvu de pétiole ou de pédoncule (2).
Stigmate (nm)- extrémité du style destinée a la réception du pollen et lieu de sa germination
(1).

Synandre (nm)- masse d'étamines (incluant les anthéres) (9).

T
Ténuinucellé (ovule)(adj)- Qualifie les plantes a graines dont le nucelle est réduit a une mince
couche de cellules, ou est complétement absorbé par I'albumen (10).

Tépale (nm)- désigne une piece du périanthe quand celui-ci n'est pas différencié en calice et
corolle (1).

Testa (nf)- Tégument externe de I'ovule et de la graine (11).

V]
Uniloculaire (ovaire) (adj)- qualifie un gynécée dont I'ovaire possede une seule loge (2).
Unitegminé (adj)- qualifie un ovule ne possédant qu'un seul tégument (1).

\Y
Valvaire (préfloraison) (adj)- qualifie une préfloraison ou une estivation dans laquelle les
pétales ou les sépales ne se recouvrent pas, tout au plus se touchant par leur marge (1).

5
()

—

Préfloraison valvaire
Verruqueux (adj)- hérissé de petites excroissances (2).

Vivace (adj)- qualifie une plante qui vit plusieurs années et qui a développé des structures
particulieres en relation avec ce mode de vie (1).
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Introduction

Voici quelques exemples courants de questions posées quotidiennement par les clients en
officine :

- « Avez-vous un sirop a base de plante contre la toux, pour mon enfant ? »

- « Je n’arrive pas a bien dormir ni a me détendre, que pourriez-vous me conseiller de
naturel ? »

- « Mon pére est agé, il prend beaucoup de médicaments, il est tout le temps fatigué, que puis-
je lui donner pour le booster, mais plutdt naturel ? »

- « Jallaite et je voudrais une tisane pour stimuler ma lactation »

Dans ce cadre, le pharmacien est amené a avoir une base solide de connaissances en
phytothérapie pour donner un conseil bien adapté et personnalisé, cas de I'enfant-malade,
femme enceinte, personne agée et polymédiquée.

La phytothérapie moderne s’appuie sur les connaissances d’utilisation traditionnelle des
plantes médicinales ; elles ont été approfondies grace a des recherches en botanique, en
phytochimie et parfois grace a des études cliniques.

La pharmacognosie, en tant que science multidisciplinaire, intégre en soi toutes les données
concernant une plante : son identification, sa description morphologique et anatomique, son
origine et son mode de production, I'analyse de sa composition phytochimique et les facteurs
qui peuvent l'influencer, ses propriétés physico-chimiques, pharmacologiques et sa toxicité
(12).

Grace aux études en phytochimie, deux types des métabolismes ont été découverts. Le
métabolisme primaire caractérise les deux mondes, végétal et animal, tandis que le
métabolisme secondaire est propre aux végétaux.

On distingue actuellement plusieurs classes de métabolites secondaires : phénylpropanoides,
alcaloides, terpenes et stéroides (13)

Parmi des phénylpropanoides, un groupe attire particulierement I'attention des scientifiques
dans différents domaines, ce sont les tanins.

La structure chimique de ceux-ci est trés variable, et se compose de plusieurs centaines de
molécules uniques issues des plantes. Il est rare que deux espéces végétales partagent le méme
groupe de tanins. Méme au sein d’un spécimen de plante une composition en tanins se
différencie d’un organe a l'autre (feuille, racine, fruit). Pour autant, la composition en tanins de
nombreuses especes végétales reste encore inconnue.

Du point de vue biologique, les tanins jouent un réle important dans la défense des plantes
contre les insectes et les herbivores. Ainsi, les tanins condensés et les tanins hydrolysables
précipitent des protéines qui rendent les tissus végétaux non nutritifs et désagréables pour les
herbivores ; ou encore l'activité oxydante des ellagitanins est susceptible de provoquer un
stress oxydatif chez les herbivores (14).
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Les plantes a tanins sont utilisées largement en phytothérapie car elles possedent des
propriétés thérapeutiques ; les plus connues étant antidiarrhéique, antiseptique, antioxydante
(12).

Parmi les plantes riches en tanins, on peut citer I'acacia, le quebracho, la vigne, le ratanhia, le
chéne, les chataigniers (12), (13).Toutes ces plantes ont un mode de vie photoautotrophe. Il
existe néanmoins des plantes a tanins qui sont dénuées de chlorophylle, et qui ménent une vie
parasitaire. Une de ces plantes-parasites, Hydnora abyssinica, va étre au centre du sujet de ma
these.

Le genre Hydnora appartient aux plantes holoparasites remarquables, néanmoins encore mal
connues. Elle se répand sur des zones géographiques semi-arides : I’Afrique, Madagascar et
I’Arabie méridionale. Le caractere morphologique extrémement réduit du corps végétatif
souterrain dépourvu de feuilles, avec apparition saisonniére de fleurs émergeantes du sol,
procure a ce genre sa réputation : « the strangest plant in the world ». Elle appartient a 'une
des branches de plantes parasites les plus anciennes parmi « les plantes a fleur » d’un point de
vue phylogénétique (15). Bien que pratiguement inconnue en culture, cette plante est capable
d’endommager les constructions immobiliéres, voire les infrastructures, par éclatement et
craquement des murs et des chaussées (16). Sa floraison, imprévisible et totalement
incernable, ainsi que sa capacité de propagation, évoque l|'existence d’espéces encore
inconnues et intéressantes a étudier.

Mon travail est composé de trois parties :

- Dans une premiere partie théorique, je vais décrire la classification phylogénétique de
Hydnora abyssinica, sa géolocalisation, sa description morphologique, sa composition
phytochimique ainsi que son activité pharmacologique et son usage traditionnel.

- Puis dans une deuxieme partie pratique, je présenterai les travaux de phytochimie que j'ai
réalisés au laboratoire EA 7502 SIMBA (méthode d’extraction, fractionnement des tanins,
analyses instrumentales appliquées a la recherche des nouvelles molécules).

- Elle sera suivie d’une partie discussion sur les résultats obtenus.
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1. Partie theorique : Hydnora abyssinica

1.1. Classification

Selon I'APG (I'Angiosperm Phylogeny Group), une classification phylogénétique du monde
végétal, le genre Hydnora est placé de la maniere suivante (17):

Regne Plantae

Sous-regne Tracheophyta (Plantes vasculaires)
Super division Spermatophyta (Plantes a graines)
Division Magnoliophyta (Plantes a fleur)
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Magnoliidae

Ordre Pipérales

Famille Hydnoraceae

Sous-famille Hydnoroideae

Genre Hydnora

Tableau I:Classification phylogénétique du genre Hydnora

Il existe deux genres de plantes holoparasites obligatoires, les genres Prosopanche et Hydnora,
qui étaient auparavant répertoriées dans la famille des Hydnoraceae, et qui appartiennent
désormais a la famille Aristolochiaceae selon I’APG IV (2016) (18). Ce changement est basé sur

les données de la génétique moléculaire (3).

D’apres « The World Flora Online », le genre Hydnora compte aujourd’hui 7 espéces(19) :

Hydnora abyssinica A. Braun (1867)
Hydnora africana Thunberg (1775)

Hydnora triceps Drege et Meyer (1833)

YVVVVYVYVYVY

Hydnora esculenta Jumell et Perrier (1912)
Hydnora longicollis (Welwitsch) Bolin (1869)
Hydnora sinandevu Beentje et Luke (2002)

Hydnora visseri Bolin, Maass et Musselman (2011)

En 2018, une nouvelle espece Hydnora arabica a été décrite (18).

Le tableau suivant présente a titre informatif quelques noms vernaculaires de Hydnora selon le

pays, la langue ou le dialecte.

Territoire

Nom vernaculaire

Soudan

Tartous (17)

Afrique du sud (Zulu et Xhosa)

uMavumbuka « Pousse sous » (20)

Afrique du sud, mozambique (xitsonga et
xichangana)

Mavumbule(20)

Botswana, Afrique du sud, Zimbabwe, Namibia
(Setswana /Tswana)

Lethole(21)

Zaire (dialecte kisela)

Tutu-muji (22)

Péninsule arabique

Dhanuna (18)

Kenya (kamba/kikamba/ Embu)

Kimela (23) /Ndonga (24) /mutumurathi
(25)
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Nigeria (ngas et haoussa) Kurshim et Kaushekasa (26)
Ethiopie (oromo/somali) Tuka/ likki, likeh, dise (21)

Tableau Il:Noms vernaculaires de I'hydnora abyssinica

Les synonymes de Hydnora abyssinica A.Braun pouvant étre retrouvés dans la littérature
sont (19):

Hydnora abyssinica var. quinquefida Engl.
Hydnora aethiopica Decne.

Hydnora angolensis Decne.

Hydnora bogosensis Becc.

Hydnora cornii Vaccaneo

Hydnora gigantea Chiov.

Hydnora gigantea var. trimera Chiov.

Hydnora hanningtonii Rendle

Hydnora johannis Becc.

Hydnora johannis f. quinquefida (Solms) Vaccaneo
Hydnora johannis f. trimera (Chiov.) Vaccaneo
Hydnora johannis var. gigantea (Chiov.) Vaccaneo
Hydnora johannis var. quinquefida (Engl.) Solms
Hydnora michaelis Peter

Hydnora ruspolii Chiov.

Hydnora solmsiana Dinter

VVVVVVVVVVVVVYVYYY

1.2. Description morphologique

Hydnora abyssinica est une paléoherbe vivace avec des signes morphologiques propres a une
plante holoparasite. Tout d’abord ses racines sont réduites en « haustoria », le tissu
photosynthétique est absent et enfin ses organes de reproduction sont achlorophylles (26), (27).

On distingue 2 structures : végétative et reproductive. La végétative est représentée par un
corps entierement souterrain et la reproductive est une fleur partiellement épigée (28).

1.2.1 Rhizome

Le corps souterrain par sa structure morphologique est un rhizome qui peut atteindre 12 cm
de diametre(29). Une forme cylindrique ou parfois aplatie est apparente en coupe transversale
(Fig. 1). Ce rhizome posséde un systeme massif de ramifications propagées parallelement et
latéralement d’une plante-héte ; il est fermement charnu et succulent. Sa couleur interne peut
varier du rouge brique au rose rougeatre ; son exsudat est rouge, collant, extrémement amer
et astringent a I’état frais. (28), (30).
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Figure 1:Rhizome sec de Hydnora abyssinica

Le périderme est brun foncé a beige clair avec un aspect verruqueux (Fig. 2) car il est orné de
nombreux appendices tuberculés. lls sont répartis sur le rhizome de facon irréguliére et
aléatoire, d’une taille de 3-4 mm en forme d’étoile. La majorité des « bosses » est dormante

(28), (29).

Figure 2:Aspect verruqueux du périderme de Hydnora abyssinica

I'occasion, elles peuvent se différencier en bourgeons floraux, branches latérales ou
haustorium en cas de contact avec des racines d’une plante-héte (Fig. 3) (28), (31).

Figure 3:Rhizome de Hydnora abyssinica avec des racines d’une plante héte attachées a sa surface
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1.2.2 Fleur

1.2.2.1 Fleur

Les fleurs sont solitaires ou dispersées a distance, en émergeant partiellement du sol
(partiellement épigée) (Fig. 4) (18) (28).

Chaque fleur est actinomorphe, sessile ou subsessile (pédicelle 4-9 cm) dont la longueur varie
de 18 a 30 cm et dépend de la profondeur de la racine.

Le périgone est composé de 4 (rarement 3 ou 5) tépales charnus a préfloraison valvaire et
d’insertion épigyne (Fig. 5).

Les tépales sont soudés a la base de la fleur en formant une partie tubulaire qui reste dans le
sol. Une partie apicale émergeant du sol se présente sous forme de 4 lobes légerement ouverts
au début de la floraison. Ces lobes sont trilatéraux, charnus, incurvés et valvulaires. Leur
longueur est de 6a 8 cm.

Les facettes externes de ces lobes sont brunes ou brun-rougeatre et d’aspect écailleux.

Les facettes internes sont blanches a rose pale, parfois rouges a orange et revétues de soies
partout sauf au sommet (Fig. 6).

Précisément, au sommet de chaque lobe se trouve un osmophore. Il s'agit-la d’un tissu
glandulaire oU aura lieu la synthése de substances volatiles importantes pour le processus de
la pollinisation. Cet osmophore est glabre. Il peut étre de couleur abricot, creme ou blanc.
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Figure 5:Tépales incurvés de Hydnora abyssinica

©JoanYoung2014
Figure 6:Céte ventrale d'un tépale de Hydnora abyssinica avec son osmophore au sommet

La fleur est protogyne et bisexuée. Ses organes reproducteurs se trouvent dans sa partie
tubulaire (Fig.7). lls se présentent sous forme de 2 «chambres»: la premiere dite
« androeciale » est positionnée au-dessus de la deuxieme dite « gynoeciale », les deux sont
reliées par un orifice central. La surface interne des deux chambres est glabre, a noter la couleur
blanc ou rose clair de la chambre « androeciale » (18), (28), (30), (31), (32).
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os-osmophore

pl-lobe de périgone

an-anneau anthéral

st-stigmate a 4 lobes

pc-placenta

Figure 7:Coupe longitudinale de la fleur de Hydnora abyssinica

1.2.2.2 Androcée
L’androcée synandre est soudé au tube floral aux 2/3 de la hauteur.

Figure 8:Fleur de Hydnora abyssinica, les anthéres de couleur jaune formant un "V" inversé en face de chaque tépale

Les anthéres nombreuses, sessiles se joignent continuellement a leurs bases dans une série de
grands « V » inversés formant un anneau sinueux, et s'opposent face aux tépales (Fig. 8). Elles
sont striées transversalement et divisées en de trés nombreux sacs de pollen. Ces sacs
polliniques sont horizontaux a la déhiscence longitudinale et extrorse (Fig. 9).

Figure 9:Fleur de Hydnora abyssinica, les anthéres formant un anneau sinueux
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Le pollen est monocolpé, binucléé, et tres collant ; il adhere aux anthéres (32), (33), (34), (35).

1.2.2.3 Gynécée

Le gynécée est composé de 4 carpelles (rarement 3 ou 5) (Fig. 10). Le stigmate sessile est en
forme de coussin tétralobé (rarement 3 ou 5) dont chaque lobe finement nervuré est recouvert
d'un liquide brun.

Figure 10:Fleur de Hydnora abyssinica, stigmate tétralobé et sessilé

L’ovaire est infére et uniloculaire avec de nombreux placentas repliés et localisés au sommet
de la cavité ovarienne. Les ovules nombreux sont orthotropes, pendants, unitegminés et
tenuinucellés (28), (31), (33), (34).

1.2.3 Fruit

Le fruit est généralement une baie entiérement hypogée ; néanmoins, il se trouve parfois dans
la nature des cas de fruits épigés (Fig. 11). Elle est charnue globuleuse de 4-15 cm de diamétre.
Le péricarpe externe est brun noirdtre, épais, coriace et écailleux. Le péricarpe interne est
farineux, blanc, sucré et riche en amidon. Le go(t et la texture du placenta fruitier sont
similaires a ceux du péricarpe interne (28), (31), (36).

Figure 11:Fruit épigyne de I’Hydnora abyssinica

Une cicatrice reste visible au-dessus du fruit sec, et marque I’endroit du stigmate tétralobé et
le lieu de fixation du tube floral (Fig. 12). (28)
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Figure 12:Fruits secs de Hydnora abyssinica avec les traces du stigmate tétralobé

1.2.3.1 Graines

Les graines nombreuses, globuleuses ou oblongues, sont de tres petite taille (1-1,7 mm), leur
testa est dur et épais. L'embryon est petit, indifférencié et entouré d'endosperme (Fig. 13),
(31), (33).

Figure 13:Coupe longitudinale d'un fruit de Hydnora abyssinica

1.3. Cycle de vie

Un pied de rhizome peut se propager sur une surface de 1,2 m de diametre et donner de 20 a
40 fleurs en une saison (22).

La période d’émergence des fleurs suit généralement celle du début des pluies (36).

La période de floraison est composée de 4 étapes successives : le bourgeonnement, la
maturation du gynécée, la transition (quand le pollen se libére partiellement) et la maturation
de I'androcée (37).

Comme pour toutes les plantes a fleur, la pollinisation joue un réle crucial pour la reproduction
sexuée de Hydnora abyssinica. La réalisation de ce processus nécessite I'implication d’un
vecteur pollinique externe (38).

Pour Hydnora abyssinica, ce sont des insectes (Fig. 14) tels le coléoptére ténébrionidé moisi
(Eurychora sp.) et de nombreux scarabées (non identifiés). Les insectes attirés par les signaux
visuels et olfactifs rampent alors dans la partie tubulaire de la fleur au stade de la maturation
du gynécée. lls peuvent se déplacer entre les 2 chambres androéciale et gynéciale, mais ils sont
retenus temporairement dans la fleur a cause de la paroi glabre et verticale de la chambre
androéciale. Puis la fleur arrive a I'étape de la maturation de I'androcée et le pollen est libéré,
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les insectes peuvent s’échapper parce que la paroiintérieure de la chambre androéciale change
sa texture (37).

Figure 14:Ouverture compléte des tépales de Hydnora abyssinica aprés la pollinisation

Vu que la maturation de I'androcée arrive apres la maturation du gynécée cela permet d’éviter
I’autogamie et favoriser la pollinisation croisée (38).

Pour attirer les insectes les plantes appliquent des stratégies différentes.

La famille Hydnoracée est caractérisée par un type de stratégie bien particulier, défini comme
« I'imitation du site de ponte » (39) ou « brood-site mimicry » (15). On peut trouver dans la
littérature ainsi « une tromperie du site de couvain » ou « le mimétisme trompeur des sites de
reproduction » (38).

La fleur trompeuse émet des signaux olfactifs, visuels, sensoriels, pour attirer les insectes,
majoritairement femelles gravides, qui sont a la recherche d’un site de ponte des ceufs. Parfois
les males, en cherchant I'opportunité d’accouplement, peuvent étre également attirés par ces
signaux.

Le substrat de pont imité par Hydnora sp. appartient a la classe « charogne et chair pourrie ».
Les signaux olfactifs jouent un réle principal dans I'attraction des insectes. Au moment de
I’anthése, les osmophores liberent les substances volatiles a I'odeur fétide, en mimant I'odeur
de la charogne. Cette période de libération des substances volatiles s’accompagne d’une
thermogenese des osmophores surtout pendant la maturation du gynécée. Cette élévation de
la température permet d’augmenter la volatilisation des substances attirant les insectes (38).

Les signaux visuels tels : la forme, la grande taille de la fleur, des couleurs ternes, sont la pour
mimer un animal mort (38).

La maturation du fruit souterrain dure environ 5 mois apres I'anthése (28).

Les graines d'Hydnora spp. peuvent étre dispersées par les porcs-épics, singes, chacals,
rhinocéros et par I'Homme (33).
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1.4. Plante hote

L’Acacia est un genre de plante mentionnée dans plusieurs articles comme « hdte principal »
de Hydnora abyssinica. Il appartient a la famille des Fabaceae (28).

Il est désigné parmi les especes particulierement riches en tanins. Ces métabolites secondaires
se trouvent principalement dans I'écorce des arbres (40), (15).

Acacia albida Del.

Acacia cyanophilla Lindl

Acacia luederitzii Engl.

Acacia nilotica (L.) Willd.

Acacia seyal Del.

Acacia tortilis (Forssk.) Hayne (as A. "heteracantha")

Acacia uncinate

Acacia xanthophloea Benth

Acacia karroo Hayne

Acacia caffra (Thunb.) Willd

Acacia robusta Burch. subsp.

Acacia burkei Benth.

Acacia nigrescens Oliv

Acacia ataxacantha

Acacia sieberiana DC. var. woodii (Burtt Davy) Keay & Brenan
Acacia kraussiana Meisn. ex Benth.

Acacia grandicornuta

Acacia sieberiana DC. var. vermoesenii (De Wild) Keay & Brenan
Acacia polyacantha subsp.campylacantha (Hochst. Ex A.Rich)
Acacia glaucophylla (Steud. Ex. A.Rich)

Tableau lll:Les especes d’Acacia spp. citées en tant que "plante-héte" de Hydnora abyssinica
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Sachant qu’une plante holoparasite dépend de son héte, la connaissance de la répartition des
especes hbtes permet d’envisager les zones d'habitat de H. abyssinica.

Vu que H. abyssinica posséde un vaste systéme de rhizomes souterrains qui se propage loin de
I'hote et que des systemes racinaires latéraux d’une surface allant jusqu'a 16 m ont été
observés chez Acacia tortilis (Forrsk.) Hayne (41), il est probable que H. abyssinica poussera au-
dela du bord de la cime de |'arbre hote. Par conséquent, les espéces non Fabaceae pourraient
étre associées a tort en tant qu'hotes a moins que les rhizomes ne soient excavés pour
déterminer I'hote réel.

Pour identifier a quelle espéce appartiennent les racines attachées au rhizome de Hydnora sp.,
la technologie du « code-barre ADN » peut étre appliquée (18).

Elle est basée sur la détermination d’une séquence de I’ADN de |'espece identifiée par des
taxonomistes. Cette séquence doit étre assez courte pour étre facilement amplifiée par PCR.
Elle peut étre variable entre les especes, mais elle doit étre conservée au sein d’'une méme
espece. Cette méthode permet de reconstituer une base de données génétiques dans le
monde vivant, et peut étre utilisée lors d’une identification de spécimen.
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Cette technologie peut étre employée comme un outil médico-légal si le diagnostic des
caracteres morphologiques est insuffisant (42).

Le rhizome charnu et succulent d’Hydnora abyssinica peut jouer un rdle important dans un
équilibre hydrique dans les zones semi-arides. Peu de choses sont connues sur l'interaction
entre I'n6te et le parasite, néanmoins il est probable que le parasite fournisse de I'eau a I'h6te
en échange de nutriments. Dans ce cas la relation est plutot commensale que parasitaire.

L'osmose des rhizomes peut également aboutir a I"humidification du sol environnant, stimulant
ainsi la croissance des racines de I'hote vers le rhizome de Hydnora. Dés que le rhizome rentre
en contact avec des racines, les « bosses » se différentient en haustorium (16).

1.5. Implantation géographique
Hydnora spp. est répandue dans les zones arides ou semi-arides de I’Afrique, la péninsule
arabique et Madagascar (Fig. 15) (33).

Hydnora abyssinica a été observée en Namibie, en Afrique du Sud, au Swaziland, au
Mozambique, en Ethiopie, en Somalie (43), au Botswana, au Zimbabwe, au Soudan (30), en
Tanzanie (31), en Uganda (44), au Kenya (45), en République Démocratique du Congo, en
Angola, au Malawi (46) et encore au Gabon, au Nigeria (26) et au sud de I’Arabie Saoudite (18).
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Figure 15:Carte de géolocalisation de Hydnora abyssinica sur le continent africain
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1.6. Analyse phytochimique

1.6.1. Organe souterrain

Un screening réalisé sur un extrait méthanolique (17), (45) et un extrait éthanolique (47) a
confirmé la présence de composés phénoliques, flavonoides et tanins en particulier des
proanthocyanidines. Selon I'étude(45), il a également été mis en évidence des alcaloides, des
hétérosides cardiotoniques, des anthracénosides, des stéroides, des acides gras et des
terpenoides. Des saponosides et des tanins ont été détectés dans |'extrait aqueux (48), alors
qu’il n’a pas été démontré dans d’autres études de présence de saponosides et de coumarines
(17), (45).

Différents composés ont pu étre isolés de cette plante. Sept molécules ont été retrouvées dans
un extrait éthanolique.

1. Dérivés de I'acide benzoique

@]
Q 0
HO HO
OCHj3 OH HO
Vanilline Acide protocatéchique  Protocatéchuate d’éthyle (3,4-
(4-hydroxy-3- (acide 3,4-dihydroxy dihydroxybenzoate d’éthyle)
méthoxybenzaldéhyde) benzoique) (47) (47)
(47)
2. Alcools phénoliques 3. Flavones
OH
/@/\/ 0
HO ~o
oH O
Tyrosol (4-(2-hydroxyéthyl)phénol) (49) Cirsiliol (3',4',5-trihydroxy-6,7-diméthoxy
flavone) (47)
4. Dihydroflavonol 5. Flavanols

OH O
Trans 3,5-dihydroxy-4',7-diméthoxyflavone (47) Catéchine (47), (49)
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Au laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie a Tours, 2 nouvelles molécules
ont été isolées a partir d’'un extrait méthanolique, en 2016 (17).

1. Phénylpropanoides

Katsumadine (17)

2. Hétéroside d’alcool phénolique

OH

HO™"

Rhodioloside ou salidroside
(2-(4-Hydroxyphényl)éthyle- B-D-glucopyranoside) (17)

Quatre produits apolaires ont été mis en évidence aprés chromatographie de la fraction acétate
d’éthyle (AE) sur colonne de silice «Supelco equityl» éluée par I'éther de pétrole (47).

1. Acides gras monoinsaturés

Wﬁw OH

Acide oléique ou acide octadécanoique (50)

2. Acides gras saturés

WV UH
]
Acide myristique ou acide tétradécanoique (51)
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Acide palmitique ou acide hexadécanoique ou acide cétylique (52)
3. Stéroides

Ho
Stigmastérol ou 24-éthylcholesta-5,22-dien-3B3-ol (53)

1.6.2 Fleurs

Le screening des différents extraits floraux montre les résultats suivants ; les extraits réalisés
avec des solvants polaires (AE, éthanol et méthanol) donnent les réactions positives pour des
composés phénoliques, flavonoides et tanins. Les extraits obtenus avec des solvants apolaires
(n-hexane et dichlorométhane) contiennent des acides gras, triglycérides, monoterpenes et des
huiles essentielles (54).

Plusieurs substances ont été isolées de la fraction AE des fleurs (54):

1. Acides carboxyliques et dérivés

CHs

OH
Acide acétique (55) Acétate d’éthyle (56)

2. Acides gras polyinsaturés

Acide alpha-linolénique (57)
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3. Monoterpenes cycliques

CH>
H CHs
Hzc\ﬁ\“.O/
3 CHs
HSG-—H\CHS D-Limonéne (59)
Sabinéne (58)
CH3 CH3
H,C CHj CH3 CHs;
a-Terpinene (60) y-Terpinene (61)

4. Stéroides 5. Flavanol

Catéchine

B-Sitostérol (62)

1.7. Usage traditionnel

La plante est largement utilisée dans la médecine traditionnelle. Dans certaines populations,
les fruits et les fleurs sont utilisés pour un usage alimentaire (30), (54). Compte tenu de sa
richesse en tanins, le rhizome d’Hydnora abyssinica est utilisé pour le tannage (18), (30). En
Oman, on utilise les fruits dans ce but (54). Au Zaire, la décoction du rhizome écrasé est utilisée
pour la restauration de la fertilité du sol (22).

Les nombreuses études faites dans différents pays d’Afrique et de la péninsule arabique citent
que la décoction ou l'infusion du rhizome écrasé ou broyé en poudre est majoritairement
utilisée par la population dans un but médical (24), (45). Au Soudan, le rhizome sec peut étre
utilisé comme le charbon (probablement pour son effet absorbant) (30).

L’effet principal de cette plante est antidiarrhéique (26),(21).

En Afrique de sud, elle est utilisée contre des affections intestinales, acné, crampes d’estomac,
saignements, hémorroide, problemes menstruels (43).
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En Ethiopie, elle est indiquée contre des infections buccales, plaies, hémorragies, cedémes
douloureux (21).

Au Kenya, l'usage traditionnel de Hydnora abyssinica est tres large. Par exemple, elle est
recommandée en cas d’infections telles la dysenterie amibienne, typhoide, anthrax,
pneumonie et pour traiter les cancers du sein et de la prostate. Elle est aussi utilisée dans la
pratiqgue obstétricale pour enlever le placenta retenu pendant l'accouchement, en cas
d’hémorragie du postpartum (25), (45)et en prévention des avortements pendant toute la
période de la grossesse(63). Enfin, la population I'utilise pour traiter les maux de gorge, le
muguet, les maux d’estomac et les plaies (24).

Au Nigeria, selon la médecine traditionnelle, Hydnora abyssinica est préconisée contre la
dysenterie, maux d’estomac, hémorroide, en cas de faible érection, et comme antibiotique
(26).

Au Soudan, cette plante est indiquée en cas de choléra, dysenterie, angine et cedémes (47),
(48), (49).

Au Zaire, la plante est administrée pour soulager les jambes et les pieds gonflés (22).

Au Yémen du Sud, des fleurs séches broyées se mélangent avec du lait ou de I'eau pour traiter
différentes maladies d'estomac, d’ulcere gastrique et le cancer (54).

Quelques études évoquent l'utilisation de cette plante dans le monde animal. Les singes
utilisent les fruits dans leur nourriture, les chévres mangent des bourgeons floraux. Les
éléphants et rhinocéros excavent le rhizome et l'utilisent dans leur nourriture pendant la
sécheresse du fait de son contenu hydrique important (30).

Au Kenya, le rhizome d’Hydnora abyssinica est utilisé contre « la fievre de la c6te orientale » :
infection des bovins causée par un protozoaire-parasite Theileria parva, et transmise par les
tiques (25),(64).

1.8. Activité pharmacologique

1.8.1 Rhizome

Plusieurs études in vivo et in vitro effectuées sur différents extraits d’'Hydnora abyssinica
démontrent une activité anti-diarrhéique, antioxydante, antiglycation, antifongique,
antibactérienne, molluscicide, antiproliférative, immunosuppressive et anti-inflammatoire.

L'activité anti-diarrhéique dose dépendante de |'extrait aqueux d’Hydnora abyssinica a été
démontrée in vivo sur des rates. La diarrhée expérimentale induite par I'huile de ricin a été
traitée par différentes concentrations d’extrait aqueux (concentrations 100, 200 et 400 mg/kg).
L"activité antidiarrhéique de H. abyssinica a été comparée a celle du lopéramide. Des résultats
montrent que cet extrait aqueux agit sur deux parametres : la diminution de la fréquence
d’excrétions ainsi que de la masse fécale. L’autre observation intéressante de cette étude est
que la dose minimale de I'extrait est déja efficace dés les premieres heures aprés la prise (44).

Deux études ont démontré les propriétés antioxydante et antiglycation des deux extraits
aqueux et éthanolique (65),(66).
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Pour estimer la capacité antioxydante des extraits éthanolique et aqueux, deux tests ont été
effectués : test ABTS et test DPPH.

Cette capacité antioxydante se base sur le principe de piégeage des radicaux libres par des
antioxydants issus des substances biologiques. Elle est mesurée par I'analyse spectrométrique.
Selon les résultats de ces deux tests, I'extrait éthanolique possede une propriété antioxydante
plus élevée que I'extrait aqueux.

La propriété de I'antiglycation est démontrée par un test de I'albumine sérique bovine glyquée
(BSA-glucose).

L'hyperglycémie peut aboutir a la formation de protéines glyquées qui sont ensuite
transformées en produits finaux de glycation avancée (AGE). L’accumulation de ces AGE cause
un stress oxydatif et joue un rdéle important dans la pathogenése des complications du diabete
(67).

Les deux extraits agueux et éthanolique inhibent la formation des AGE (65),(66). Cette
inhibition des AGE est plus forte avec I'extrait éthanolique (66).

'activité antifongique d’Hydnora abyssinica est testée dans I'étude (68). Les trois extraits
aqueux, methanolique et chloroformique inhibent la croissance des souches suivantes:
Epidermophyton floccosum, Microsporum audouinii, Trichophyton rubrum, Trichophyton
concentricum, Trichophyton tonsuran, Candida albicans. Deux parameétres influencent cette
activité. Le premier, c’est la concentration, ou |'activité baisse avec la diminution de la
concentration. Le deuxieme, c’est le type d’extrait avec une bioactivité de I'extrait aqueux
nettement supérieure a celles de I'extrait méthanolique et de I'extrait chloroformique.
'extrait éthanolique a la concentration de 100 mg/mL a démontré par ailleurs une activité
inhibitrice sur Aspergillus niger (69).

Enfin, selon I'étude (16) les deux extraits aqueux et éthanolique sont actifs contre Microsporum
canis.

L'activité antibactérienne est confirmée par plusieurs études.

L’extrait aqueux est actif contre Enterococcus faecalis (CMI 16 ug/mL), Staphylococcus aureus
(CMI 64 pg/mL), Bacillus subtilis (CMI 64 ug/mL), Bacillus cereus (CMI 64 pg/mL) (47). Ces
activités ont été confirmées dans I'étude (65). De plus, I'activité contre les souches de
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa a été rapportée a la concentration de 100 mg/mL
(68), (69). Cependant I'activité de I'extrait aqueux contre des agents pathogenes responsables
de la diarrhée tels que Salmonella spp, Shigella spp et Yersinia spp n’a pas été démontrée (47).
L'extrait alcoolique est également efficace contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (68), (69),(48) et Enterococcus faecalis (47).

Activité molluscicide de I'extrait aqueux d’Hydnora abyssinica, contre Bulinus truncatus (un
hoéte intermédiaire de Schistosoma haematobium) et Biophalaria pfeifferi (un hote
intermédiaire de Schistosoma mansoni), est citée dans les études (49) et (70).

L'activité anticancéreuse d'Hydnora abyssinica a été démontrée dans I'étude (71) sur deux
lignées cellulaires de cancer du sein humain (HCC 1395) et une lignée cellulaire de souris (4T1).
Deux extraits aqueux et méthanolique d’une concentration de 10 mg/ml ont été analysés. Le
5-fluorouracile et le cyclophosphamide ont été choisis comme molécules de référence.

L’extrait méthanolique montre une activité puissante contre la lignée cellulaire HCC 1395 avec
une Clso de 27,20 £ 1,1 ug / ml, en comparaison du 5-fluorouracile (Clsp de 38.8+7.56 pg/ml) et
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du cyclophosphamide (Clsp de 32.8+1.1 ug/mL). Il est aussi actif contre la lignée cellulaire
murine 4T1 avec une Clsg de 22,9 + 0,1 pg/mL tandis que le 5-fluorouracile et le
cyclophosphamide ont été inactifs dans ce cas.

L’extrait agueux également possede une activité contre la lignée cellulaire 4T1.

L'effet immunosuppresseur est évalué dans I'étude (49). Les deux essais réalisés sont un test
de prolifération des lymphocytes T et un test de l'activité phagocytaire des leucocytes
polynucléaires et mononucléaires (test de chimioluminescence). Cing concentrations
différentes de I'extrait éthanolique ont été testées (6.25 ug/mL, 12.5 ug/mL, 25 pg/mL, 50
pg/mL et 100 pug/mL). Les résultats du premier test ont montré une inhibition dose-dépendante
de la prolifération des lymphocytes entre 67% et 97%. Le deuxieme test a démontré |'effet
inhibiteur de la phagocytose sur les polynucléaires neutrophiles humains (de 45% a 90%) et sur
les cellules mononucléées (de 30% a 65%).

L'activité anti-inflammatoire de 'extrait éthanolique est confirmée par le test de piégeage du
radical anion superoxyde (49). La formation de ce radical superoxyde influence
considérablement la réaction inflammatoire aigue dirigée par les neutrophiles (72). L'extrait
éthanolique de Hydnora abyssinica inhibe la production de superoxyde de 42% a 72% en
fonction de la concentration en extrait.

1.8.2 Fleurs
Les activités antibactérienne, antifongique et antioxydante ont été analysées dans I'étude (54).

Le test DPPH réalisé avec 5 extraits différents (dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol,
méthanol, eau) a des concentrations de 10, 50, 100, 500, 1000 pg/mL a démontré que tous ces
extraits possédaient une activité antioxydante, I'extrait méthanolique étant le plus actif et
I"extrait aqueux le plus faible.

Les extraits acétate d’éthyle, méthanolique et aqueux sont actifs contre Candida albicans et
Candida krusei (54).

Les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle, méthanol et éthanol inhibent la prolifération
des Bacillus subtilis, Micrococcus flavus et Staphylococcus aureus (54).

Aucun extrait n’a démontré d’activité antibactérienne contre les bactéries Gram-négatif
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) (54).

1.9. Toxicité
1.9.1 Rhizome

La toxicité de Hydnora abyssinica a été évaluée in vitro par les tests de cytotoxicité et in vivo.
Les trois types d’extraits (aqueux, éthanolique et méthanolique) ainsi que la poudre du rhizome
pulvérisé ont été analysés.

Les tests de cytotoxicité ont été effectués dans trois études (47), (49), (71).

Les deux extraits aqueux et éthanolique a des concentrations de 1 pug/mL et 10 ug/mL ont été
testés sur des cellules KB (lignée cellulaire d’un carcinome épidermoide buccal humain) et des
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cellules MRC5 (lignée cellulaire non-cancéreuse du poumon embryonnaire humain). L'extrait
agqueux 10 pg/mL et I'extrait éthanolique 10 ug/mL montrent une toxicité modérée sur la lignée
KB, avec un taux d’inhibition cellulaire de 65+3 % et 4145 % respectivement. Les mémes extraits
a la concentration de 1 pg/mL n’étaient pas cytotoxiques. Tous ces extraits testés sur des
cellules MRC5 n’ont pas démontré de cytotoxicité (47).

Dans I'étude (49), le test MTT est réalisé sur une lignée cellulaire de fibroblastes murins (3 T3).
'extrait éthanolique a des concentrations de 6.25, 12.5, 25 et 50 pug/mL n’a pas démontré
d’activité cytotoxique.

Selon les résultats de I'étude (71), I'extrait aqueux est dénué de toxicité sur les cellules VERO
E6 (lignée cellulaire de cellules épithéliales normales du singe vert africain) mais |'extrait
méthanolique est |égerement toxique.

Les deux études in vivo sont effectuées sur les rats.

Selon étude (65), la poudre du rhizome pulvérisé (a 2%, 10% et 20% dans |'alimentation
pendant 8 semaines), ainsi que |'extrait éthanolique (a 10, 100, 200 et 400 mg/kg/jour pendant
2 semaines) sont toxiques pour les tissus hépatiques et rénaux.

L'étude (44) évalue la toxicité d’un extrait agueux administré aux rats en 3 doses différentes
400-800-1600 mg/kg du poids du rat/24 heures sur 7 jours. Plusieurs parameétres ont été
surveillés : la mortalité, des signes toxiques (agilité, tremblement musculaire, convulsions), la
respiration et I'alimentation. Un suivi des parametres biologiques a inclus des données d’un
hémogramme (le nombre des hématies, Hb, VGM, TMCH, CCMH), les enzymes hépatiques
(ASAT et ALAT), les protéines sériques, I'aloumine et les électrolytes (sodium, potassium,
calcium). Au bout de sept jours, les résultats étaient les suivants : aucun cas de mortalité, ni de
signes cliniques toxiques n’ont été enregistrés. Les valeurs de I’ALAT, des protéines sérigues et
de I'albumine ont montré un changement non significatif. L'augmentation du sodium, du
potassium et de I’ASAT dans deux groupes de rats traités par I'extrait aqueux a 800 mg/kg/24h
et 1600 mg/kg/24h a été enregistrée. L'hémogramme a montré une baisse du nombre des
hématies ainsi que de la concentration en Hb, et une diminution du VGM. Tous ces résultats
ont permis de conclure que I'extrait aqueux d’Hydnora abyssinica n’a pas démontré de toxicité
et que son administration par voie orale est bien tolérée.

1.9.2 Fleurs

Selon I'étude (54), les extraits analysés (dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol) ont
démontré un faible effet cytotoxique contre des cellules FK (lignée des cellules amniotiques
épithéliales humaines).
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1.10 Description organoleptique et analyse microscopique de
la poudre du rhizome d’Hydnora abyssinica

D’aprés I'analyse organoleptique, la poudre du rhizome se présente sous la forme de petits
morceaux durs et de couleur brun-rouge (Fig. 16), sans odeur avec un gout amer et astringent.

Analyse macroscopique
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Rhizome écrasé

Rhizome broyé en poudre
Figure 16:Rhizome sec de Hydnora abyssinica écrasé et broyé
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Figure 17:Analyse microscopique des éléments du rhizome de Hydnora abyssinica
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2. Etude phytochimique réalisee au laboratoire

En 2016, dans le laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Tours (EA 7502
SIMBA), une thése de doctorat rédigée par M. Abdelgadir a été soutenue. Dans cette these
consacrée aux études phytochimiques de plantes africaines, M. Abdelgadir a entre-autre étudié
Hydnora abyssinica. A partir de I'extrait méthanolique du rhizome de Hydnora abyssinica, en
appliquant les deux méthodes de séparation sur colonnes LH-20 et CPC, deux molécules ont
été isolées: katsumadine et salidroside.

Dans cette recherche, un screening préliminaire de I'extrait de rhizome de Hydnora abyssinica
a relevé la présence des PAC.

J’ai poursuivi ce travail pour approfondir la recherche des tanins condensés de Hydnora
abyssinica, dont les PAC font partie.

Au cours de mes travaux de recherche, j'ai modifié la nature des solvants d’élution pour réaliser
I"extraction. Une méthode de chromatographie sur colonne LH-20 a été choisie pour séparer
les tanins condensés en fonction de leur masse moléculaire et du degré de polymérisation (DP).
Enfin, trois méthodes d’analyse structurale ont été appliquées pour élucider la composition des
tanins condensés.

2.1 Extraction, fractionnement et caractérisation
2.1.1 Extraction de la plante

Un kilogramme du rhizome sec broyé d’Hydnora abyssinica collecté a I’Abu Hraz (Gezira, Sudan)
est extrait 3 fois avec 3 L de solvant acétone-eau (70:30, v/v) par agitation a température
ambiante pendant 36 heures. L'extrait obtenu est filtré a I'aide de coton posé sur un tamis, puis
le filtrat est évaporé sous pressions réduite. La poudre obtenue est rediluée dans |'eau, puis
extraite d’abord avec I'acétate d’éthyle 3 fois puis avec le butanol.

2.1.2 Chromatographie sur colonne LH-20

L'extrait AE d’Hydnora abyssinica est dilué dans une petite quantité d’éthanol et déposé par
petites portions a I'aide d’une pipette Pasteur en verre a la surface du gel LH-20. L'élution est
débutée avec de I’éthanol, pour terminer par un mélange acétone-eau (70:30, v/v). 20 fractions
de 50 mL ont été obtenues avec I'éthanol et 9 fractions de 50 mL avec le mélange acétone-eau.
Le débit d’élution est d’environ 50mL/15 min, obtenu a I'aide d’'une pompe.

2.1.3 Regroupement des fractions (CCM-1)

Les 29 fractions obtenues apres LH-20 ont été monitorées sur une plaque de chromatographie
couche mince (CCM) avec un systéeme de solvants CH,Cl,-AE-acide formique (6:10:2) puis
révélées par I'anisaldéhyde. (Annexe 1 : CCM-1)

A la fin, ces fractions ont été regroupées en 17 fractions de facon suivante :

Fractions initiales Fractions regroupées Poids (mg)
1 1 0.8686
2 2 0.8744
3 3 0.9757
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4 4 0.9193
5 5 0.9161
6 6 1.0929
7et8 7 1.1186
9 etl0 8 1.0025
11 9 0.9148
12 10 0.9044
13-15 11 0.9744
16-20 12 0.9952
21 13 0.8971
22 14 0.8943
23 et24 15 1.3985
25 16 1.4621
26-29 17 0.9666

Tableau IV:Regroupement des fractions aprés CCM

Les fractions ont été diluées initialement dans un mélange acétone-eau (70/30, v/v) et filtrées
a 'aide d’une seringue sur un filtre en PTFE 0.45nm Fisherbrand™ stérile. La concentration
initiale de dépot est de 5 mg/mL.

Les 9 fractions (de F5 a F13) ont été choisies pour effectuer d’autres examens.

2.1.4 Caractérisation des extraits

2.1.4.1 CCM des extraits aqueux, acétate d’éthyle et butanol

Les 3 extraits (agueux, AE, butanol) ont été déposés a I'aide d’une seringue microlitre en bande
de 0.5 cm avec une distance d’un cm sur une plaque CCM. Cette plaqgue est alors séchée puis
déposée dans la chambre de développement ADC2 qui a été saturée préalablement par I'éluant
pendant 20 min a la température ambiante. Deux phases mobiles ont été testées. (Tableau 5)

Systeme d’élution Groupe phytochimique recherché
Toluene/acétone/acide formique 6/6/1 (v/v/v) Tanins
CH,Cly/AE/acide formique 6/10/2 (v/v/v) PAC

Tableau V:Les 2 systémes d'élution utilisés pour la recherche des tanins et des PAC

La distance parcourue par phase mobile est de 8 cm. Apres avoir séché la plaque, celle-ci a été
analysée a |'aide d’un scanner de plaque-densitometre Reprostar 3 a la lumiere blanche et en
mode absorbant a 254 et 366 nm puis révélée par la suite soit a I'anisaldéhyde, soit au chlorure
ferrique aqueux a 2%.

2.1.4.2 CCM Haute Performance des fractions F5 a F13 (CCMHP-1 et 2)

Les 9 fractions F5 a F13 ainsi que les 4 standards (catéchine, épicatéchine, PAC B2 et PAC A2)
sont déposés a l'aide du déposeur CAMAG Linomat 5 en bandes de 7 mm de largeur, a un
volume de 5 plL, avec une distance entre les bandes de 14 mm, et a 10 mm du bord inferieur et
20 mm du bord gauche.

La plaque est développée dans une chambre de développement automatique Camag ADC2
avec le mélange toluene/acétone/acide formique 6/6/1 (CCMHP-1) ou le mélange
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CH,Cly/acétate d’éthyle/acide formique (6/10/2-v/v/v) (CCMHP-2) comme phase mobile
(distance de migration 85 mm), a température 19,6°C et une humidité de 46.2%, apres 15 min
de préconditionnement des plagues avec la phase mobile et la saturation du réservoir.

La plague est ensuite révélée par pulvérisation d’anisaldéhyde, puis séchée a 110°C sur un
réchauffeur pour plagues Camag TLC 3.

Les standards sont dilués a 0.2 mg/mL pour la catéchine, 0.05 mg/mL pour I'épicatéchine, 0.02
mg/mL pour la PAC B2 et 0.2 mg/mL pour la PAC A2.

L'identification des composés est effectuée par comparaison avec des témoins.

L’analyse des CCM est réalisée au moyen d’un scanner de plaque-densitométre Reprostar 3 a
la longueur d’onde 200 nm, 254 nm, 280 nm, 366 nm et a la lumiére blanche.

2.1.4.3 CLHP des fractions F5 a F13

La séparation est réalisée sur une colonne analytique « Accucore aQ»™
(2.6pm*3mm*150mm) (Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France).

La phase mobile est composée de solvant A (eau, 0.1% TFA) et solvant B (acétonitrile).

Le gradient d’élution est le suivant :

Temps Débit Solvant A% Solvant B % Curve
(min) (mL/min)
1 0.000 Run
2 0.000 1.000 100.0 0.0 5
3 15.250 1.000 40.0 60.0 5
4 15.50 1.000 0.0 100.0 5
5 17.350 1.000 0.0 100.0 5
6 14.450 1.000 100.0 0.00 5
7 20.000 1.000 100.0 0.00 5
8 New row 1.000
9 20.000 Stop Run

Tableau VI:CLHP: gradient d'élution de la phase mobile (solvant A: eau, 0.01%TFA et solvant B:acétonitrile)

Le débit d’élution est de 1mL/min. La température de la colonne est de 40°C. Le volume
d’injection est de 15 pL. La détection en UV-DAD est réalisée a 210 nm.

2.1.4.4 CL-MS des fractions F5 a F13

Le profil des PAC est déterminé par chromatographie liquide couplée a la spectroscopie de
masse (LC-ESI-MS), réalisée sur un appareil Acquity H-Class avec un détecteur SQD (Waters,
Saint Quentin en Yvelines, France). Ce systéeme est équipé d’une colonne chromatographique
Accucore aQ C18 (150 mm x 3 mm ; taille de particules de 2,6 pm) a 40 ° C avec un débit de 0,5
ml/min. Les phases mobiles sont composées d’un solvant A (eau avec 0,1% d'acide formique)
et d'un solvant B (acétonitrile). Le gradient d’élution est le suivant : la teneur initiale en solvant
B est de 0%, augmentée a 60% en 15,5 min et 100% en 0,5 min et maintenue pendant 2 min.

L'ionisation par électronébuliseur (de |'anglais Electrospray lonization ESI) en mode négatif est
réalisée avec une tension de cone réglée a 30 V et une tension capillaire a 3 kV.

L’analyse des composés est réalisée en mode « balayage complet » (full scan) négatif et positif
ainsi qu’en mode SIR (single ion recording) négatif et positif, en plage de masse entre 150 et
2000m/z.
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2.2 Résultats

2.2.1 Screening préliminaire des extraits d’Hydnora abyssinica

Un screening préliminaire des trois extraits du rhizome d’Hydnora abyssinica (aqueux, AE,
butanolique) a été effectué pour rechercher des tanins notamment des proanthocyanidines
(Fig. 18).

Deux systemes d’élution ont été testés :
- Toluéne/acétone/acide formique 6/6/1 (v/v/v) pour la mise en évidence des tanins
- CH,Cly/AE/acide formique 6/10/2 (v/v/v) pour la mise en évidence des PACs.

Compte tenu des résultats positifs de ces deux tests avec I'extrait AE, celui-ci a été choisi pour
continuer une analyse plus approfondie.

Phase mobile
(Toluéne/acétone/acide formique-6/6/1)

CH,Cly/AE/ac.formique-6/10/2)

Figure 18:CCM de 3 extraits : aqueux, acétate d'éthyle et butanolique a 254 nm et apres la révélation par FeCl3 de 2%.

Apreés fractionnement de I'extrait AE sur colonne LH-20, les 9 fractions F5-F13 potentiellement
riches en tanins ont été choisies pour une exploration plus poussée (annexel).

2.2.2 Caractérisation des PAC dans |'extrait d’acétate d’éthyle

d’Hydnora abyssinica
Les proanthocyanidines ou tanins condensés incluent trois types de polymeres/oligomeéres

dont les procyanidines font partie (73). Les procyanidines sont composées des 2 monomeres,
la catéchine et son stéréo-isomere |'épicatéchine (74).

Pour analyser les 9 fractions d’extrait d’Hydnora abyssinica, trois méthodes ont été appliquées ;
ce sont la Chromatographie Couche Mince Haute Performance (CCMHP), la Chromatographie
Liquide Haute Performance (CLHP) et la Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie
de Masse (CLSM).

La CLSM a été effectuée en mode négatif car il a été démontré que I'ionisation négative était
plus sensible et sélective que I'ionisation positive pour I'analyse des proanthocyanidines (75).

36



2.2.2.1 Caractérisation des monomeres de PAC dans |'extrait acétate d’éthyle
d’Hydnora abyssinica
La présence de catéchine dans I'extrait AE d’Hydnora abyssinica a été confirmée par CCMHP,

CLHP et CLSM contrairement a I'épicatéchine dont I'absence a été démontrée par CCMHP et
CLSM.

2.2.2.1.1 Catéchine
Les deux phases mobiles, citées précédemment, ont été testées sur des plaques de CCMHP.

La premiere phase mobile composée de toluéne/acétone/acide formique 6/6/1 (annexe 2 :
CCMHP-1) a mis en évidence la présence de catéchine et/ou d’épicatéchine sans distinction,
car leur facteur de rétention est le méme.

C'est pourquoi nous avons testé le deuxieme systeme de solvants (CCMHP-2):
dichlorométhane/acétate d’éthyle/acide formique (6/10/2). Cette phase mobile permet de
distinguer les deux stéréo-isomeéres entre eux.

Nous avons déposé sur les deux plaques de CCMHP, les deux témoins (catéchine, épicatéchine)
et les 9 fractions étudiées (Fig. 19).

Sur la CCMHP-2, Le rapport frontal (Rf) de la catéchine est de 0.76. Les résultats du scanner et
le spectre UV a 215 nm confirment que la catéchine est contenue dans les fractions F7-F13
(annexes 3,4,5).
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Figure 19:CCMHP-2 (systéme de solvants dichlorométhane/acétate d'éthyle/acide formique 6/10/2) apres la révélation par
anisaldéhyde avec 4 témoins (cat = catéchine, épi = épicatéchine, PAC A2, PAC B2)

La CLHP avec un systéme de solvants A (eau, 0.1% TFA) et B (acétonitrile), sur colonne
« Accucore™ C18 aQ » apporte une meilleure séparation entre les deux monomeres, ce qui
permet d’éviter la confusion. Le spectre UV a 200 nm montre une courbe assez caractéristique
pour les procyanidines (Fig. 20).
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Figure 20:Chromatogramme de CLHP de la fraction 7 avec le spectre UV a 210 nm

Selon les résultats de la CL-SM, le pic 5 (annexe 10) au temps de rétention tr = 5.35 min
correspondant a I'ion moléculaire négatif [M-H] -~ avec m/z 289, qui a été identifié comme la
catéchine dans les fractions F7-F13.

2.2.2.1.2 Epicatéchine

"absence d’épicatéchine dans les échantillons étudiés a été confirmée par CCMHP-2 (Fig. 19) ;
ainsi que par CLSM(annexe 10). Cependant, selon les résultats de CLHP, on peut penser que
I"épicatéchine se trouve dans les fractions F9-F13, car le t. et le spectre UV a 210 nm
correspondent a ceux du témoin épicatéchine. Néanmoins, le spectre UV est trés
caractéristique des monomeres, mais aussi des oligomeres de procyanidines. Donc le risque
d’utiliser uniguement la méthode d’analyse CLHP peut conduire a attribuer a tort la présence
d’épicatéchine dans I'extrait d’Hydnora abyssinica. D’ou I'intérét d’associer la méthode CLHP
avec les autres méthodes d’analyse pour une meilleure fiabilité des résultats.

2.2.2.2 Caractérisation des oligomeres de PAC dans I'extrait acétate d’éthyle
d’Hydnora abyssinica

Les oligomeres de procyanidines sont regroupés en deux groupes : 1) les PACs de type B,
caractérisés par une seule liaison entre deux monomeres, en position soit C4-C6, soit C4-C8 et

2) les PACs de type A caractérisés par une liaison interflavanique double, en positions C4-C8 et
C2-0-C-7.

La présence des procyanidines A2 et B2 a été confirmée par les 3 méthodes citées ci-dessus.

2.2.2.2.1 PAC A : Procyanidine dimére de type A

La CCMHP-1 (annexe 2) réalisée avec le systeme de solvants toluéne/acétone/acide formique
(6/6/1), ainsi que la CCMHP-2 (Fig. 19) effectuée avec le mélange dichlorométhane/acétate
d’éthyle/acide formique (6/10/2) ont mis en évidence la présence de procyanidine A2.

Elle a été détectée dans les fractions F11 a F13. L'analyse par le scanner détecte des pics dans
ces 3 fractions a un Rf de 0.67 (annexe 8) qui correspondent au pic du témoin PAC A2 avec un
spectre UV a 200 nm comparable (annexe 9).

Selon la méthode CLHP on peut constater que la procyanidine A2 est présente dans les 2
fractions F12 et F13 en quantités insignifiantes avec un tr de 6,8 min (Fig. 21).
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Figure 21:Chromatogramme de CLHP la fraction 13 avec le spectre UV a 210 nm

Les résultats de spectrométrie de masse montrent un pic 11 avec une valeur de m/z de 575 qui
correspond au dimere A2 dans les fractions 12 et 13. (tableau 7)

Pics tR(min) m/zen [M-H]" | Fraction Identification

1 4.60 577 10-13 Procyanidine dimere type B

2 4.80 577 10-13 Procyanidine dimere type B
865 13 Procyanidine dimere type B

3 5.08 577 10-13 Procyanidine dimere type B
865 11 Procyanidine trimere

4 5.15 577 9 Procyanidine dimeére type B

5 5.40 865 13 Procyanidine trimere

6 6.00 577 10-13 Procyanidine dimeére type B

7 6.20 577 12,13 Procyanidine dimere type B

8 6.48/6.49 | 577 11-13 PAC B-2

9 6.90 575 11-13 Procyanidine dimeére type A

10 7.30 575 12,13 Procyanidine dimére type A

11 8.00 575 12,13 PAC A-2

Tableau Vli:Liste des PACs détectés par CL-MS en fonction de temps de rétention

On observe également la présence des autres dimeres de type A avec m/z=575 dans les
fractions F11-F13 (annexe 10).

Le systéeme de solvants, dans la méthode CCMHP-2, composé de dichlorométhane/acétate
d’éthyle/acide formique (6/10/2) n’est probablement pas bien adapté pour séparer des
procyanidines de type A entre elles, c’est pourquoi on pense détecter, a tort, la PAC A2 dans la
fraction 11.

2.2.2.2.2 PAC B : Procyanidine dimére de type B
La CCMHP-1 (annexe 2) et la CCMHP-2 (Fig. 19) ont relevé la présence de procyanidine B2 dans

les fractions F 9-F13. Cela a été confirmé par le scanner de plaque et le spectre UV a 200 nm
(Annexes 6,7).

Le méme résultat est confirmé par la méthode CLHP, le pic de PAC B2 est enregistré a un tr
entre 4.8-5.0 min (Fig. 22).

39



1600 7 olga 14 janvier #14 [manually integrated] fractiond UV_VIS_1

Apex pac B2 100% al 4.78 min

80,0

8 - pac B2 - 4,783

Figure 22:Chromatogramme de CLHP de la fraction 9 avec le spectre UV a 210 nm

Néanmoins le résultat de la spectrométrie de masse a montré que seules les fractions F11-F13
contiennent de la procyanidine B2, caractérisée par un pic m/z=577 a un t. de 6.48/6.49
(Tableau 7, annexe 10).

La présence des autres dimeéres de type B ainsi que des procyanidines trimeres a été enregistré
par cette méthode (Tableau 7).

De la méme facon comme pour des dimeres de type A, on peut constater que la séparation des
dimeres de type B est variée en fonction de la méthode appliquée. La méthode CLSM permet
de mieux séparer les procyanidines de type B entre elles.

Nous avons réussi a mettre en évidence uniquement les procyanidines de bas poids
moléculaires tels que dimeres et triméres. Cela est di probablement a I'utilisation d’une
colonne chromatographique Sephadex LH-20 qui absorbe fortement les tanins condensés de
haut poids moléculaire (un degré de polymérisation au-dessus de 3)(75).
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3. Discussion

Dans cette partie de mon travail je souhaite relier I'usage traditionnel qui est fait d’"Hydnora
abyssinica, avec la composition phytochimique de la plante, au travers de ses activités
pharmacologiques.

Les domaines d’utilisation dans la médecine traditionnelle du rhizome d’Hydnora abyssinica
sont :

1. Les affections gastro-intestinales d’origine infectieuse telles que dysenterie, anthrax,
choléra, typhoide. Ces pathologies sont accompagnées par une diarrhée. Les autres
affections gastro-intestinales non-infectieuses telles que des crampes et maux
d’estomac sont aussi traitées par cette plante

Les affections ORL : maux de gorge, muguet, angine

Les affections pulmonaires : pneumonie

Les affections lympho-veineuses : hémorragies, cedemes.

Les affections gynéco-obstétricales : problémes menstruels, cancer du sein, élimination
du placenta en post-partum, hémorragies du post-partum, prévention des fausses-
couches pendant la grossesse.

6. Les affections de la sphere génitale masculine : faible érection, cancer de la prostate.

7. Les affections cutanées : plaies et acné.

iAW

Ces indications sont liées a certaines activités pharmacologiques du rhizome d’Hydnora
abyssinica.

Activité antidiarrhéique

Au cours de la diarrhée, il y a une augmentation de la sécrétion intestinale d’eau et des
électrolytes avec une augmentation de la perméabilité de la muqueuse intestinale. Cet effet
peut étre provoqué par les entérotoxines, la sérotonine ou des médiateurs inflammatoires (76).
L"activité antidiarrhéique de I'extrait d’"Hydnora abyssinica est due a la présence des tanins qui
peuvent par un mécanisme de complexation, former une couche protectrice sur la muqgueuse.
Cela diminue sa perméabilité a I'eau et les électrolytes, et permet de protéger la muqueuse
contre les toxines. (47),(77),(78).

Activité antibactérienne

L’extrait du rhizome d’Hydnora abyssinica est fréquemment utilisé contre des maladies
infectieuses, en particulier provoquées par différentes bactéries.

Parmi les pathogenes, on peut définir les germes qui sont impliqués dans les troubles gastro-
intestinaux tels que Shigella, Salmonella, Escherichia coli, Campilobacter, Yersinia et Vibrio
cholerae. Ces sont des bactéries Gram négatif. Un cas particulier est Bacillus anthracis qui
donne la maladie du charbon, et est une bacille Gram positif.

Les maladies respiratoires en particulier la pneumonie peuvent étre causées par Streptococcus
pneumoniae ( Gram positif) ou Haemophilus influenzae type B (coccobacille Gram négatif) (79).

Le traitement de la sphere ORL par I'extrait du rhizome d’Hydnora abyssinica est cité en cas de
maux de gorge et d’angine dont les pathogenes sont les suivants : Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium
diphtheriae (bacille Gram positif) (80),(81).
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Enfin, le traitement de l'acné fait partie des indications d’Hydnora abyssinica. L'agent
pathogene responsable de cette infection est Propionibacterium acnes (bacille Gram positif).

On peut constater que la plante possede une activité antibactérienne contre les bactéries Gram
positif telles que Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
(68),(47), (65),(48), (82).

Concernant les bactéries Gram négatif, une étude démontre Iabsence d’activité
antibactérienne (47) pourtant d’autres études confirment le contraire avec une efficacité
contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (48), (82).

Cette activité antibactérienne peut étre expliquée en partie par la présence de l'acide
protocatéchuique (83) et probablement du tyrosol (84).

De plus, on peut attribuer aux proanthocyanidines de type A une propriété antiadhésive contre
Escherichia coli. Les PACs A se fixent sur les P-fimbriae de la bactérie et empéche sa fixation sur
les tissus de I’h6te. D’ou l'intérét de traiter les infections urinaires provoquées par Escherichia
coli avec des PAC A2 (85). De plus, ces oligomeres de type A peuvent réduire la formation du
biofilm et 'acidité induites par Streptococcus mutans (86).

Activité antifongique

Le muguet est une lésion de la cavité buccale induite par des levures Candida albicans (87).
L'extrait d’Hydnora abyssinica a démontré son efficacité contre cette levure (82), (88)
probablement grace au tyrosol (89) et les proanthocyanidines type A. Ces derniéres perturbent
la formation du biofilm, ce que diminue I'adhésion de Candida albicans aux cellules épithéliales
de la cavité buccale. En outre, les proanthocyanidines type A diminuent la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 (90).

Il est aussi démontré in vitro l'activité contre les autres souches fongiques telles que
Microsporum canis (65), Epidermophyton floccosum, Microsporum audouinii, Trichophyton
rubrum, Trichophyton concentricum, Trichophyton tonsurans (88).

Activité anti-inflammatoire.

Une réaction inflammatoire aigue est un processus physiologique qui permet a I'organisme
vivant d’agir contre une agression, il s’accompagne d’une altération tissulaire. Elle est
bénéfique pour I'organisme car elle permet d’éliminer un facteur pathogene (virus, bactérie,
parasite ou tissu |ésé) et réparer les tissus. Cependant, sa transformation en forme chronique
devient nocive pour 'organisme (91).

L” inflammation chronique est impliquée dans le processus physiopathologique de différentes
maladies telles que le cancer, I'arthrite, des maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et
auto-immunes (89).

Plusieurs composants d’Hydnora abyssinica possedent cette propriété anti-inflammatoire.

Le stigmastérol a démontré la capacité de s’opposer a I'expression des métalloprotéases
matricielles (MMP) impliquées dans la dégradation du cartilage, il inhibe également les
prostaglandines E2 via I'inhibition de la voie NF-kB (92).
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Les proanthocyanidines inhibent également la synthése des prostaglandines E2 (93). Elles
peuvent diminuer la production de cytokine pro-inflammatoire IL-1B et augmenter la synthése
de cytokines anti-inflammatoires IL-2, IL-4 (94).

Le cirsiliol est un inhibiteur de la 5-lipoxygénase et diminue la synthese des leucotrienes
médiateurs d’inflammation (77).

L’acide protocatéchuique possede aussi cette propriété anti-inflammatoire (95).
Activité cytotoxique/anticancéreuse.

Dans la médecine traditionnelle, I'extrait du rhizome d’Hydnora abyssinica est utilisée pour le
traitement du cancer de sein et cancer de la prostate.

La molécule potentiellement intéressante dans le traitement du cancer du sein est le
salidroside. Il est démontré in vitro, que sur des lignées cellulaire MDA-MB-231 (carcinome
mammaire humain a récepteurs aux cestrogenes négatifs) et MCF-7 (carcinome mammaire
humain a récepteurs aux cestrogenes positifs), cette molécule permet d’inhiber la prolifération
cellulaire et induire la mort cellulaire par apoptose (96).

Un rble important des oligomeéres de procyanidines B1- B4 dans le cancer de la prostate est
démontrée dans I'étude (97). En effet, ces procyanidines, et en particulier la PAC B2, agissent
comme des agonistes des récepteurs membranaires des androgénes (mAR). Ces mAR sont
principalement présents dans la zone tumorale. Donc l'action des procyanidines sur ces
récepteurs in vitro permet de diminuer la croissance et induire 'apoptose des lignées cellulaires
humaines de cancer de la prostate sensibles et résistantes aux androgenes.

Les PAC B2 et B4 ont démontré in vitro un effet inhibiteur de la prolifération cellulaire sur deux
lignées cellulaires MCF-7 (lignée cellulaire de cancer du sein) et HELF (fibroblastes pulmonaires
embryonnaires humains). La PAC B4 a montré un effet inhibiteur plus fort que la PAC B2 (98).

Activité cicatrisante

Grace a la propriété des tanins de complexer les macromolécules (telles les protéines), ils
forment une couche imperméable sur la peau ou les mugueuses. Les tanins également peuvent
avoir un effet vasoconstricteur au niveau des petites vaisseaux superficiels en limitant ainsi une
perte de liquide. En application externe sur la peau, on peut favoriser la cicatrisation des plaies.
En usage interne, on peut utiliser cette effet pour agir sur les maux d’estomac (77).

Activité antiulcéreuse

Les maux d’estomac peuvent étre provoqués par l'ulcére gastrique. La présence du
protocatéchuate d’éthyle dans la composition phytochimique d’Hydnora abyssinica permet de
justifier son utilisation pour traiter cette pathologie.

Le protocatéchuate d’éthyle a prouvé son activité antiulcéreuse dans une étude menée sur les
rats chez lesquels 'ulcére gastrique est induit par 'administration par voie orale d’éthanol,
d’aspirine ou par une ligature du pylore.

Cette propriété antiulcéreuse est probablement due soit a I'action cytoprotectrice, soit au
renforcement de la muqueuse gastrique ou bien a I'amélioration de la défense de la muqueuse
(99).
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Activité antispasmodique

L’activité antispasmodique sur les muscles lisses de I'intestin est probablement due au cirsiliol.
Ce flavone bloque I'entrée du calcium dans le milieu intracellulaire via des canaux calciques
voltage dépendants. L'inhibition de I'influx du calcium du compartiment extracellulaire aboutit
a la relaxation des muscles lisses (100).

Activité veinotonique.

Les troubles de la circulations veineuse tels que hémorragie et cedéme des membres inférieurs,
sont liés a I'hyperperméabilité des capillaires sanguins. L'usage de l'extrait du rhizome
d’Hydnora abyssinica pour traiter ces pathologies/troubles peut étre justifié par la présence
des flavonoides dans sa composition. Ils permettent de diminuer cette perméabilité d’une part
et d’augmenter la résistance capillaire d’autre part (77).

Amélioration de la fonction érectile.

L'usage d’Hydnora abyssinica dans cette indication peut étre expliqué par l'action du
salidroside sur les cellules des muscles lisses du corps caverneux. En effet, le salidroside permet
de lutter contre I’hypoxie et s’oppose a la transformation phénotypique de ces cellules induite
par I'hypoxie. Il permet de maintenir des muscles lisses caverneux dans |'état contractile, cela
est bénéfique au fonctionnement normal de ces muscles (101).

Il faut noter que le salidroside est également utilisé en cas de fatigue, stress, dépression (101).

La composition phytochimique du rhizome d’Hydnora abyssinica permet d’envisager des
applications dans d’autres pathologies que celles citées traditionnellement.

Activité antioxydante.

Le stress oxydatif est a l'origine de certaines pathologies telles que les maladies
neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer), les maladies cardiovasculaires, le cancer, le
diabete, I'obésité, la cataracte ainsi que le vieillissement. L'apport des antioxydants permet de
renforcer le systéeme de défense contre ces pathologies (102).

Plusieurs molécules détectées dans la composition phytochimique de Hydnora abyssinica
possedent cette propriété antioxydante : la vanilline, I'acide procathéchuique, la 3,5-dihydroxy-
4’ 7-diméthoxyflavone, la catéchine et les proanthocyanidines.

La catéchine et les proanthocyanidines exercent leur activité antioxydante par voie directe et
indirecte. Par voie directe, ces molécules peuvent piéger les especes radicalaires de I'oxygéne
(ERO) et chélater des ions métalliques. Par voie indirecte, elles stimulent la synthése des
enzymes antioxydantes (la superoxyde dismutase, la catalase, la gluthation peroxydase) et elles
inhibent les enzymes pro-oxydantes. Elles modulent l'interaction entre les cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et leurs récepteurs, et 'activité des facteurs de transcription impliqués
dans les réactions d’oxydoréduction (NF-kB et AP-1), qui jouent un role important dans la
réponse a la pathogenése associée au stress oxydatif (103).

La vanilline, I'acide procatéchuique et la 3,5-dihydroxy-4’,7-diméthoxyflavone possedent une
capacité a piéger les radicaux libres. De plus, 'acide procatéchuique peut chélater des ions
métalliques (104), (105), (106).

Activité antiglycation
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La catéchine et I'acide procatéchuique inhibent la formation de produits de glycation avancée,
cela peut étre bénéfique dans la prévention et le traitement des complications du diabéte (66).

Activité antityrosinase.

Les proanthocyanidines sont capables d’inhiber efficacement la tyrosinase, une enzyme qui
catalyse deux réactions consécutives de la conversion de tyrosine en mélanine. La
surproduction de ce pigment peut provoquer un certain nombre de maladies dermatologiques
telles que le mélasma, la mélanodermie post-inflammatoire, le lentigo solaire, les taches de
rousseur, le chloasma ainsi que les taches de vieillesse (73).
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Conclusion

Hydnora abyssinica est répandue sur le continent africain ainsi que sur la péninsule arabique.
Sa morphologie extrémement réduite est liée a son mode de vie. Cette plante holoparasite,
complétement dépourvue de chlorophylle, préleve des métabolites sur son hdte Acacia spp.,
donc sa composition phytochimique est proche de celle d’Acacia spp.

Dans la partie expérimentale de ce travail, j'ai étudié la composition en PACs et en monomeres
qui les composent. La catéchine est largement présente dans le rhizome d’Hydnora abyssinica
contrairement a son stéréo-isomere I'épicatéchine, dont I'absence a été confirmée par CCMHP
et CL-MS.

La composition des PACs est représentée principalement par des diméres de type B
(majoritairement) et type A ainsi que par une trace d’un trimere. Les deux diméres PAC A-2 et
PAC-B2 ont été mis en évidence par la méthode de CL-MS. Il est fortement probable que les
autres oligomeres (avec DP>2) sont présents dans l'extrait d’Hydnora abyssinica. Leur
recherche nécessite I'application d’autres méthodes de séparation.

Le rhizome d’Hydnora abyssinica possede un spectre d’usage relativement large dans la
meédecine traditionnelle grace a ses multiples activités pharmacologiques.

Ses principes actifs mis en évidence peuvent agir en synergie, ce qui renforce leur effets
pharmacologiques, de méme que différents principes actifs peuvent traiter plusieurs
symptémes d’une maladie en allopathie.

L'identification complete de sa composition phytochimique permettra de mieux comprendre
son usage dans certaines pathologies.
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Annexes

Annexe 1 : CCM-1 des 29 fractions d’Hydnora abyssinica aprés élution sur colonne LH-20 (systeme de solvants CH,Cl>/AE/ac.
formique 6/10/2 ; révélation avec anisaldéhyde)

Annexe 2 : HPTLC-1 éluée avec le systeme de solvants (toluéne/acétone/ac.formique 6/6/1) apres révélation par FeCls
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Annexe 3 : HPTLC-2 (systéme de solvants CH,Cl,/AE/ac. formique /10/2) apreés révélation avec I'anisaldéhyde avec 3 témoins
(catéchine, épicatéchine et PAC A2).
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Annexe 4 : HPTLC 2- analyse par le scanner de plaque des fractions F7-F13 avec le témoin-catéchine a 215nm.




Spectra comparison

1000 . . . . . . - . . 1000
[AU] [auvl
80.0 80.0
70.0 700
€0.0 0.0
50.0 50.0
40.0 400
200 200
200 200
100 100

0.0 - - " - " - - " - 0.0
2000 2500 200.0 350.0 400.0 4500 500.0 550.0 €00.0 Iam] 700.0

Annexe 5 : HPTLC 2-spectre UV des fractions F7-F13 avec le témoin catéchine a 215 nm.
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Annexe 6: HPTLC 3- analyse par le scanner de plaque des fractions F9-F13 avec le témoin PAC B2 a 200 nm
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Annexe 7 : HPTLC 3-spectre UV des fractions 9-13 avec le témoin PAC B2 a 200 nm.
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Annexe 8 : HPTLC 3- analyse par le scanner de plaque des fractions F11-F13 avec le témoin PAC A2 a 200nm.
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TITRE DE LA THESE

RESUME DE LA THESE
L’Hydnora abyssinica est une plante holoparasite répandue sur le continent africain. Sa

morphologie est réduite jusqu’au rhizome souterrain. Dépourvue de chlorophylle, elle ne
synthétise les métabolites primaires et secondaires. De ce fait cette plante les prélévent sur
les racines de I’Acacia spp.

Cette plante est utilisée dans la médecine traditionnelle dans différents pays africains. Elle
possede les propriétés pharmacologiques suivants : antidiarrhéique, antibactérienne,
antifongique, anti-inflammatoire, cicatrisante, antiulcéreuse, antispasmodique,
veinotonique, antioxydante, anticancéreuse.

Dans la composition phytochimique de son rhizome, on retrouve un certain nombre de
molécules telle que : vanilline, acide protocatéchique, procatéchuate d’ethyle, tyrosol,
cirsiliol, catéchine, Trans 3,5-dihydroxy-4',7-diméthoxyflavone, katsumadine, salidroside,
acide oléique, acide myristique, acide palmitique, stigmasterol.

Grace aux trois méthodes de la chromatographie (CHLP, CCHLP, CLMS) au laboratoire de la

Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Tours (EA 7502 SIMBA), deux nouvelles
molécules ont été mises en évidence : PAC A2 et PAC B2.

MOTS CLES SIGNIFICATIFS DE SON CONTENU, ATTRIBUES PAR LE CANDIDAT EN LIAISON
AVEC LA BIBLIOTHEQUE UNIVERSITAIRE ET LES MEMBRES DU JURY
Hydnora abyssinica, plante holoparasite, tanins condensés, : procyanidine PAC A2,

PAC B2.
JURY
PRESIDENT :
ENGUEHARD-GUEIFFIER Cécile Professeur d'université de Tours
MEMBRES :

BOUDESOCQUE-DELAYE Leslie Professeur d'université de Tours

LANOUE Arnaud Maitre de conférences d'université de Tours
ANQUETIL-BEHRA Carole pharmacienne titulaire, pharmacie de la Petite Arche
FOUCHET Frederic pharmacien titulaire, pharmacie de la Petite Arche
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