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Abstract

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae) is a Senegalese traditional
pharmacopoeia plant, which leaves are used in the treatment of various
diseases. The leaves’ ethanolic extract exhibited antihyperglycemic activity
on models of temporary hyperglycemia. The tests were performed on
normoglycemic rats with a glucose tolerance test. The phytochemical
investigation of the leaves resulted in the isolation of four flavonoids
(quercetin 9, kaempferol 10, quercetin-3- B-glucopyranoside 6, kaempferol-
3-B-galactopyranoside 8), five phenolic compounds (2,4-dihydroxybenzoic
acid 2, 4-hydroxybenzoic acid 5, protocatechic 4-B-glucoside acid 1,
hydroxycynnamic acid 7, 5-caffeoylquinic acid 3) and one tannin (Strictinin
4). The known isolated compounds were characterized by NMR and mass-
spectrometry. The present study constitutes the first phytochemical
examination of the leaves and the anti-hyperglycemic activity of the
ethanolic extract of Spondias Purpurea L.

Keywords: Spondias purpurea L., antidiabetic, flavonoids, phenolic
compounds, tannin
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Résumé

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae) est une plante de la
pharmacopée traditionnelle sénégalaise, dont les feuilles sont utilisées dans
le traitement de diverses maladies. L’extrait éthalonique des feuilles a
présent¢ une activité  anti-hyperglycémiante sur des modeles
d’hyperglycémie temporaire. Les tests ont été réalisés chez des rats normo-
glycémiques, sur un test de tolérance au glucose. L'étude phytochimique des
feuilles a permis d'isoler quatre flavonoides (quercétine 9, kaempférol 10,
quercétine-3- B-glucopyranoside 6, kaempférol-3- B-galactopyranoside 8),
cing composés phénoliques (acide 2,4-dihydroxybenzoique 2, acide 4-
hydroxybenzoique 5, acide protocatéchique 4-B-glucoside 1, acide
hydroxycynnamique 7, acide 5-caffeoylquinique 3) et un tanin (Strictinine 4)
connus. Les composés isolés connus ont €té caractérisés par la RMN et la
spectrométrie de masse. La présente étude constitue le premier examen
phytochimique des feuilles et 1’activité anti-hyperglycémiante de 1’extrait
¢thanolique de Spondias Purpurea L.

Mots clés : Spondias purpurea L., antidiabétique, flavonoides, composés
phénoliques, tanin

Introduction

Spondias purpurea L. appartient a la famille des Anacardiaceae dont
de nombreuses especes sont utilisées comme plantes médicinales (Wiart et
al., 2006).

L’espéce Spondias purpurea L. s’est forgée une réputation
considérable en médecine traditionnelle au Brésil, en République
Dominicaine, en Haiti et dans plusieurs pays africains. Les feuilles, 1’écorce
et les racines de cette plante sont couramment utilisées au Sénégal et dans
d’autres pays africains pour traiter diverses pathologies.

Au-dela de son importance €économique (jus, gelées, glaces et
boissons alcoolisées), 1’étude ethno pharmacologique de cette espece a
montré qu’elle est utilisée en médecine populaire dans le traitement des
maladies telles que la diarrhée, le diabéte, le cholestérol (Nascimento et al.,
2011; Dantas et al., 2012), I'inflammation et la gastrite (Franco et al., 2006).

En outre, des études phytochimiques des pelures de fruits de S.
purpurea L. ont permis d’isoler des acides phénoliques et des flavonoides O-
glucosides, confirmant I'importance des fruits comme source d'antioxydants
naturels (Engels et al., 2012). Nolasco (Nolasco et al., 2016) a réalisé¢ un
screening phytochimique de I’extrait éthanolique des feuilles de Spondias
purpurea L., et a détecté la présence d’alcaloides, de tanins, de composés
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phénoliques, de quinones, de coumarines, de glucosides cardiotoniques et de
triterpénoides.

Nous présentons dans cette étude pour la premiere fois I’isolement et
I’élucidation structurale de quatre flavonoides, de cinq composés
phénoliques et d’un tanin de I’extrait éthanolique des feuilles de Spondias
purpurea L. (Anacardiaceae) et une évaluation pharmacologique de son
activité anti-hyperglycémiante sur des modeéles d’hyperglycémie temporaire.

Matériel et Méthodes
Matériel végétal

Les feuilles de Spondias purpurea L. (Anacardiaceac) ont ¢été
récoltées au mois de Janvier 2016 au quartier de Kandé (région de
Ziguinchor, Sénégal). Elles ont été séchées pendant un mois et demi a 1’abri
des rayons solaires a la température ambiante (27 °C) au Laboratoire de
Chimie et Physique des Matériaux (LCPM) de 1’Université Assane Seck de
Ziguinchor (Sénégal). La plante a ¢été authentifiée par le Professeur
Emmanuel BASSENE, laboratoire de Pharmacognosie et Botanique de la
Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odontologie de I’Université Cheikh
Anta Diop de Dakar (UCAD). Un spécimen a €té déposé a I’herbier du dit
laboratoire sous le numéro 2016/ 024.

Extraction et fractionnement

Les drogues séchées ont ¢€té broyées a l'aide d'un broyeur (type
Bradender OHG Duisburg). La poudre fine (724 g) ainsi obtenue aprés
pulvérisation a été utilisée comme matiere premiere pour les extractions. Un
épuisement successif de la poudre a été réalisé par des solvants de polarités
croissantes (cyclohexane, éther, dichlorométhane, éthanol, eau). En effet,
724 g de poudre fine des feuilles de Spondias purpurea L. (Anacardiaceae)
ont été introduits dans un ballon de 5 L contenant 3500 ml de cyclohexane et
le tout porté a ébullition pendant 4 h. Le résidu obtenu aprés évaporation de
l'extrait est mis dans un verre de montre et placé sous la hotte pour une
¢vaporation compléte du solvant d’extraction. Le marc issu de I’extrait
cyclohexane est repris successivement dans les mémes conditions que
précédemment par 3500 ml d’éther, de dichlorométhane, d’éthanol et d’eau.
Les filtrats obtenus donnent respectivement apres évaporation un résidu
cyclohexanique, éthylique, dichlorométhanique, éthanolique et aqueux
(Tableau ).

Purification de la fraction éthanolique par HPLC semi-prépartive

Une masse de 150 mg du résidu sec de la fraction éthanolique a été
purifiée a I’Université de Reims, Institut de Chimie Moléculaire de Reims
(ICMR UMRS CNRS 6229), Groupe Isolement — Structure a I’aide d’un
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appareil HPLC semi-préparative de type “’Dionex”’,
“’Solanum”’ Interchrom- UPtisphere Strategy® C18-2, 5um, 100 A, 250x10
mm avec un systetme de solvant CH3CN/H.O avec un gradient 5-12%
pendant 9 mn puis 22-28,4 % pendant 12 mn avec un débit de 4 ml/mn. Les
dix (10) produits purs (Tableau I1) ont été collectés a I’aide d’un collecteur
automatique.

Les spectres IR ont été enregistrés sur un spectromeétre Nicolet Avatar
320 FT-IR. Les spectres UV/VIS ont ¢ét¢ obtenus en utilisant un
spectrophotométre UV / VIS Philips PU 8720. Les spectres RMN (1H, 13C,
COSY, HSQC, HMBC) ont été enregistrés sur un spectrometre Bruker
Avance Il sonde TCI DRX-600, fonctionnant & 600 MHz pour 'H et
150MHz pour 3C. Les constantes de couplage ont été exprimées en Hz. Les
spectres de masse a haute résolution (HRESIMS) et ESIMS (mode a ions
positifs) ont été enregistrés en utilisant le micro-instrument Micromass ESI-
Q-TOF (Manchester, Royaume-Uni).

Matériel animal

Des rats de souche wistar de poids moyen compris entre 127 et 170g
ont été utilisés. Ces rats ont été élevés a 1’animalerie du Département de
Chimie de I’Université Assane Seck de Ziguinchor (UASZ).

Essais chez des rats normo-glycémiques

Les rats ont ¢été répartis en 2 lots de 5 puis mis a jeun pendant 14
heures avant I’expérience. Des prélevements de sang ont été effectués sur les
rats avant administration des produits. Les rats ont été ensuite gavés comme
suit : le premier lot avec de 1’eau physiologique (contréle) a 10 mg/kg, le
deuxiéme lot avec I’extrait éthanolique de feuilles de Spondias purpurea L. a
la dose de 300 mg/kg. Des prélévements de sang ont été effectués toutes les
heures pendant 4 heures.

Essais sur un test de tolérance au glucose

Les rats ont été répartis en 2 lots de 5 puis mis a jeun pendant 14
heures avant I’expérience. Le premier prélévement sanguin a été effectué¢ 90
min avant gavage (T-90) pour déterminer la glycémie de base.
Immédiatement apres, les rats ont été gavés avec de I’eau physiologique (10
mg/kg), ou de I’extrait éthanolique de feuilles de Spondias purpurea L. (300
mg/kg). Un deuxieme prélevement sanguin a été effectué a TO, suivi de
I’administration per os d’une solution de glucose (4 g/kg). D’autres
prélevements de sang ont été effectués toutes les 30 min pendant 120 min.
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Dosage du glucose
Le dosage a été réalis¢ a 1’aide d’un glucomeétre de type ‘’systeme
FreeStyle papillon vision’’.

Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous la forme d’une moyenne + erreur
standard a la moyenne. Ils ont été comparés a 1’aide du test « t » de Student.
La différence entre deux moyennes a ¢ét¢ considérée comme significative
lorsque p < 0,05, n= 5 est le nombre d’expériences dans chaque groupe.

Résultats et discussion :

Le but de cette étude était d’évaluer I’activité pharmacologique de
I’extrait éthanol sur des rats normo-glycémiques, sur un modéele
d’hyperglycémie temporaire puis d’¢élaborer une stratégie d’isolement et de
détermination structurale des composés chimiques de cet extrait.

Rendements de I’extraction

Les résultats de I’extraction sont consignés dans le tableau I. Nous
retenons dans ce tableau la richesse en composé polaire de la feuille de
Spondias Purpurea L. En effet, Pereira (Pereira et al., 2015) a décrit une
étude phytochimique d'une fraction enrichie en flavonoides des feuilles de S.
venulosa, et le profil phénolique de cinq espéces représentatives de
Spondias: S. dulcis, S. mombin, S. purpurea , S. venulosa et Spondias sp.
Toutes les espéces analysées ont montré une composition phénolique
similaire avec la présence majeure de flavonol O-glycosides, mais sans
détection des aglycones respectifs, ce qui est cohérent avec l'information

précédente pour les pelures de S. purpurea (Engels et al., 2012).
Tableau | : Bilan massique de I’extraction des feuilles de Spondias purpurea L.
(Anacardiaceae).

Solvants Masses (Q) Rendement (%)
Cyclohexane 19,90 2,74
Ether 2,24 0,30
Dichlorométhane 6,82 0,94
Ethanol 60 8,28
Eau 76 10,49

Essais chez des rats normo-glycémiques

L’administration de I’eau physiologique, a la dose de 10 mg/kg per
os, n’entraine pas une modification de la glycémie de base chez les rats
normo-glycémiques au bout de 240 mn d’observation (0.74+0.02 vs
0.65+0.04 g/1) (n=5 est le nombre d’expériences dans chaque groupe). Des
résultats similaires ont été obtenus avec I’administration de 1’extrait éthanol
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des feuilles a la dose de 300 mg/kg per os ou on note une légere baisse de la
glycémie entre T1 et T2 (0.67 £0.03 vs 0.65 = 0.02 g/1).

Chez des rats normo-glycémiques, 1’extrait éthanolique des feuilles
de Spondias purpurea L. n’a pas d’effet significatif sur la glycémie de base
(Figure 1).
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Figure 1 : Variation de la glycémie chez des rats normo-glycémiques traités avec I’extrait
éthanol des feuilles de Spondias purpurea L. (Anacardiaceae).

Essais sur un test de tolérance au glucose

Le prétraitement par D’extrait éthanol des feuilles de Spondias
purpurea a la dose de 300 mg/kg per os a un effet préventif sur le pic hyper-
glycémique observé lors du test de tolérance au glucose. En effet, dans le
groupe contrdle, la variation du pic d’hyperglycémie est de 1.38+ 0.02 vs
0.82 + 0.03 g/l. Cette variation est moins importante dans le groupe ayant
subi un prétraitement a 1’extrait éthanol des feuilles de Spondias purpurea
(1.06 = 0.04 vs 0.67 = 0.02 g/l) contrairement a celle du groupe témoin. Ce
résultat pourrait s’expliquer par la présence de métabolites secondaires dans
I’extrait éthanolique de Spondias purpurea. Le pic d’hyperglycémie est suivi
par une chute rapide de la glycémie au bout de 30 mn (T30 aT60) puis une
évolution progressive aux valeurs de base au bout d’une heure. Cette
diminution de I’hyperglycémie pourrait s’expliquer par un épuisement du
taux de glucose recu (Figure 2).

En effet, sur le plan phytochimique de notre étude, une molécule
connue de la littérature, kaempférol 10 qui aurait des propriétés de baisser le
taux de glucose sérique et du glucose dans le muscle soléaire du rat aussi
efficacement que l'insuline (Behbahani et al., 2014; Vinayagam et al., 2015)
a été isolée et caractérisée dans I’extrait éthanolique de feuilles de Spondias
purpurea L.
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Figure 2 : Variation de la glycémie chez des rats soumis a un test de tolérance de glucose
apres traitement avec 1’extrait éthanol des feuilles de Spondias purpurea L. (Anacardiaceae).

Les résultats de I’isolement par HPLC semi-préparative en phase
inverse de I’extrait éthanol des feuilles de Spondias purpurea L. sont
consignés dans le tableau II. Les composés connus 1-10 ont été facilement
identifiés par leurs données spectrales et par comparaison avec les composés
correspondants rapportés dans la littérature comme étant quercétine 9,
kaempferol 10, quercétine-3- B-glucopyranoside 6, kaempferol-3- B-
galactopyranoside 8, acide 2,4-dihydroxy benzoique 2, acide 4-hydroxy
benzoique 5, acide protocatéchique 4-B-glucoside 1, acide
hydroxycynnamique 7, acide 5-caffeoylquinique 3 et Strictinine 4 (Figure 3)
(Sambandam et al., 2016; Lim et al., 2007; Foo et al., 2000; Zhu et al., 2013;
Abdullah et al.,tr 2016; Lu et al., 2016; Lee et al., 2016; Cho et al., 1998;

Forino et al., 2015; Kraus, 2013).
Tableau 2 : Résultats de la purification par HPLC de I’extrait éthanolique des feuilles de
Spondias purpurea L.

Composés Temps de rétention (Tr en mn) UV Amax (nm) Masses (mg)

1 6,195 193,1; 206,3 ; 286,1

2 7,252 204,2 ; 215,8 ; 260,4 3,5

3 9,306 196,4 ;204,9 ; 207,1 4

4 10,008 214,1;216,1;219,7 6

5 11,254 192,7 ; 256,1 5

6 12,502 196,1; 255,0; 367,7 6

7 13,001 - 35

8 13,375 193,0; 265,7 ; 348,1 4

9 17,369 200,7 ; 368,2;372,8 4,6
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10 19,591 193,0; 265,9 ; 366,3 3
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Figure 3 : structure des composés isolés : quercétine 9, kaempferol 10, quercétine-3- B-
glucopyranoside 6, kaempferol-3- 3-galactopyranoside 8, acide 2,4-dihydroxy benzoique 2,
acide 4-hydroxy benzoique 5, acide protocatéchique 4-8-glucoside 1, acide
hydroxycynnamique 7, acide 5-caffeoylquinique 3 et Strictinine 4

Ol

L’élucidation de ces molécules dans les feuilles de Spondias
purpurea L. confirme les études ethnobotaniques antérieures et les aspects
thérapeutiques intéressants dans 1’utilisation de cette plante. Les feuilles de
Spondias purpurea L. (Anarcadiacea) sont une source importante de
flavonoides, résultat non observé par Nolasco (Nalasco et al., 2016). La
présence de flavonoides, qui constituent une classe importante de métabolites
secondaires chez les Anacardiaceae, présente un aspect important des
especes de Spondias (Engels et al., 2012). En effet, ces composés jouent
divers roles biologiques dans la protection des plantes et leurs propriétés
antioxydantes et chélatantes sont responsables de plusieurs avantages pour la
santé humaine (Heim et al., 2002).

Des études antérieures ont montré que la quercétine 9 pourrait avoir
des activités antioxydantes, antiinflammatoires, immunomodulatrices,
anticancéreuses et gastro-protectrices (Li et al., 2008; Thuy et al., 2016). Le
kaempférol 10 isolés de la plante médicinale Securigera securidaca aurait
une activité anti-VIH-1 puissante, et des propriétés de baisser le taux de
glucose sérique et du glucose dans le muscle soléaire du rat aussi
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efficacement que I'insuline (Behbahani et al., 2014; Vinayagam et al., 2015).
La quercétine 3-O-B-D-glucopyranoside (isoquercitrine) 6 aurait une activité
antivirale contre l'arbovirus MAYV (Santos et al., 2014). D’autres études
ont montré que I’isoquercitrine possede d’excellentes activités antioxydantes
mais n'exerce pas d’effets protecteurs au systéme biologique (Panat et al.,
2015). Le kaempferol-3-O- B-D-galactoside 8, extrait de la partie aérienne
de Calluna wvulgaris L. aurait des activités anti-inflammatoires,
antinociceptives, antioxydantes et antiprolifératives significatives contre le
cancer (Orhan et al., 2007; Said et al., 2010). Des études menées sur I’acide
2,4-dihydroxy benzoique (2) ont montré une forte inhibition de l'a-
glucosidase avec des Clso intéressantes (Abdullah et al., 2016). L’acide 5-
caffeoylquinique (3), composé contenu dans le café vert a des potentialités
hypoglycémiantes et hypolipidémies plus élevées que 1’acide chlorogénique
(CGA) (Forino et al., 2015; Farah et al., 2008; Liu et al., 2013).

Au plan phytochimique, 1’isolement et la caractérisation de dix
composés a montré que I’extrait éthanolique des feuilles de Spondias
purpurea L. (Anacardiaceae) est riche en composés phénoliques et en
flavonoides.

Plusieurs études ont décrit I’effet sur le glucose sanguin d’extraits de
plantes riches en flavonoides. En effet, la fraction acétate d’éthyle d’E.
alatus riche en flavonoides aurait des propriétés stimulantes sur la libération
d’insuline (Fang et al., 2008). Il en n’est de méme de I’effet anti-
hyperglycémiant d’un flavonol dérivé de fleurs d’Hibiscus vitifolius Linn,
sur un test de tolérance au glucose (Ragunathan et al., 1994).

L’effet anti-hyperglycémiant de [’extrait éthanol des feuilles de
Spondias purpurea L. observé dans cette étude sur un test de tolérance au
glucose, pourrait étre lié a la présence de flavonoides.

Conclusion

Cet article rapporte pour la premicre fois une étude bioactive de
I’activité anti- hyperglycémiante et phytochimique de 1’extrait éthanolique
des feuilles de Spondias purpurea L. L’extrait éthanolique des feuilles de
Spondias purpurea L. a conduit a l'isolement d'un tanin, de quatre
flavonoides et de cinq composés phénoliques. Un effet anti-hyperglycémiant
de I’extrait éthanolique des feuilles de Spondias purpurea L. sur un test de
tolérance au glucose a été démontré. Un essai sur le diabete de type 2
permettra de confirmer cette activité. Par conséquent, cette étude fournit une
base moléculaire pour comprendre l'utilisation de cette plante dans la
médecine traditionnelle sénégalaise.
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