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Liste des abréviations 

 
[α]D : Pouvoir rotatoire 

AAPH : Hydrochlorure de 2,2′-azobis (2-

amidinopropane) 

ACN : Acétonitrile 

AcOEt : Acétate d’éthyle 

13C : Carbone 13 

CC : Chromatographie sur colonne 

CC50 : Concentration en µg/mL pour laquelle est 

obtenue 50 % de mortalité cellulaire 

CI : Concentration inhibitrice 

CCE : Chromatographie sur couche épaisse 

CDCl3 : Chloroforme deutéré 

CE50 : Concentration en µg/mL pour laquelle est 

obtenue 50 % d'inhibition de l'effet 

cytopathique induit par le virus du CHIKV 

DCM : Dichlorométhane 

DO : Densité optique 

CHIKV : Virus du chikungunya 

CLHP : Chromatographie liquide à haute performance 

CL-SM : Chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse 

COSY : Correlation spectroscopy 

COX :  Cylco-oxygénase 

CRVOI : Centre de recherche et de veille sur les 

maladies émergentes dans l’Océan Indien 

DEDL : Détecteur évaporatif à diffusion de lumière 

DEPT-135 : Distortionless enhanced polarization transfer 

135° 

DPPH : Radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle 

DMSO : Diméthylsulfoxide 

δC : Déplacement chimique du carbone 

δH : Déplacement chimique du proton 

EDTA : (Ethylenediaminetetraacetic acid) Acide 

éthylène diamine tétracétique 

ESI : Ionisation electrospray 

FRAP : (Ferric ion reducing antioxydant power) 

Pouvoir antioxydant de réduction des ions 

ferriques 

GR : Globules rouges 

1H : Proton 

Hb : Hémoglobine 

HMBC : Heteronuclear multiple bond correlation 

HR : Haute résolution 

HSQC : Heteronuclear single quantum coherence 

HT50 : Temps nécessaire à la lyse de 50 % des cellules 

sanguines 

Hz : Hertz 

IE : Impact électronique 

IL : Interleukines 

IR : Infrarouge 

J : Constante de couplage 

KB : Lignée cellulaire provenant d’un carcinome 

oral humain 

LPS : Lipopolysaccharide 

M : Masse moléculaire (g.mol
-1
) 

MCR-5 : Lignée cellulaire saine de fibroblastes diploïdes 

de poumons de fœtus humain 

MeOH : Méthanol 

MTT : Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-

diphényl tétrazolium 

ND : Non déterminé 

NF-κB : (Nuclear Factor-κB) Facteur nucléaire kappa B 

NOESY : Nuclear overhauser effect spectroscopy 

ORAC : (Oxygen radical absorbance capacity) Capacité 

d'absorption des radicaux oxygénés 

PDA : (Photodiode array) Détecteur à barrettes de 

diodes 

PNN : Polynucléaires neutrophiles 

RAW-BlueTM : Lignée de macrophages de souris transfectée 

pour exprimer une phosphatase alcaline 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 

RP-18 : (Reversed phase-18) Phase inverse composée 

de silice greffée par des groupements 

octadécyles 

SEAP : (Secreted alkaline phosphatase) Phosphatase 

alcaline sécrétée 

SEM : (Standart error of the mean) Erreur standard 

sur la moyenne 

SM : Spectrométrie de masse 

TAH : Transfert d’atome d’hydrogène 

TE : Transfert d’électrons 

TEAC : (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) 

Capacité antioxydante exprimé en équivalent 

trolox 

THP-1 : Lignée cellulaire de monocytes humains dérivés 

de leucémie monocytique aiguë 

TNF-α : (Tumor Necrosis Factor α) Facteur de nécrose 

tumorale alpha 

UV : Ultra-Violet Visible 

Vero : (Verda reno) Cellules rénales de singe vert 

africain (Cercopithecus aethiops) 
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Agarista buxifolia (Comm. ex Lam.) G. Don 
Ericaceae 
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Introduction générale 

 

De la plante aux médicaments… 

Plusieurs centaines de milliers d’espèces différentes composent la flore mondiale. 

Environ 250 000 d’entre elles ont été décrites et répertoriées. Ces plantes, véritables 

usines chimiques, synthétisent des molécules appelées métabolites primaires qui leur 

sont vitales (sucres, acides aminés, protéines, acides nucléiques ...). Elles synthétisent 

également des molécules qui leur permettent de contrôler leur environnement, de 

survivre ou encore de se reproduire en éloignant les prédateurs ou en attirant des 

insectes pollinisateurs par exemple (composés phénoliques, terpènes, stéroïdes …). Ces 

métabolites secondaires sont extrêmement nombreux. Du fait de leurs structures 

chimiques très diversifiées et parfois très complexes, certaines de ces molécules 

naturelles sont efficaces contre les maladies humaines.  

L’isolement des principes actifs des plantes commença au début du XIXème siècle. En 

1785, une étude fut publiée sur l’utilisation de la digitaline pour son action diurétique*1  

et son influence sur certaines faiblesses cardiaques. En 1809, des essais cliniques ont 

commencé avec des extraits de feuilles. Quelques années plus tard, le principe actif (la 

digitaline) fut isolé. Cette plante est aujourd’hui à la base de nombreuses spécialités 

pharmaceutiques destinées à soigner certaines insuffisances cardiaques [1].  

Depuis, plusieurs principes actifs ont été isolés de plantes et leurs dérivés 

largement utilisés. Ainsi l’acide salicylique isolé de l’écorce de saule (Salix alba), efficace 

contre la fièvre, les douleurs et les rhumatismes articulaires, a été exploité sous la forme 

de son dérivé, l’acide acétylsalicylique ou Aspirin® (12 000 tonnes de ventes annuelles 

mondiales). Et d’autres principes actifs peuvent encore être cités : la morphine de 

l’opium du pavot (Papaver somniferum), la quinine de l’écorce du quinquina (Cinchona 

officinalis), la colchicine du colchique (Colchicum autumnale), l’atropine de la belladone 

                                                 
1 Les mots suivis d’un astérique sont définis dans le lexique page 222. 
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(Atropa belladonna), la vinblastine et la vincristine de la pervenche de Madagascar 

(Catharanthus roseus), le taxol de l’if du Pacifique (Taxus brevifolia) ou encore la 

théobromine du cacao (Theobroma cacao)…  

Aujourd’hui, près de la moitié des médicaments que nous utilisons a une 

composition d’origine végétale et le quart renferme des extraits de plantes ou des 

molécules actives provenant directement des plantes [2]. Si l'on s'intéresse aux sources 

végétales de molécules, il est à noter qu'à peine 2000 à 3000 plantes ont fait l’objet 

d’études scientifiques, chimiques ou pharmacologiques.  

De plus, la plus grande diversité floristique se concentre dans les forêts tropicales 

et équatoriales représentant 7 % de la surface du globe [3]. Par conséquent, les plantes 

endémiques ou indigènes de La Réunion, île tropicale de l’Océan Indien, peuvent 

représenter de nouvelles sources de métabolites secondaires bioactifs pour répondre 

aux demandes en matière d’alternatives thérapeutiques. 

Par ailleurs, à La Réunion, le contexte de santé rend indispensable la recherche de 

nouveaux candidats médicaments pouvant apporter des réponses partielles aux deux 

principaux types de problèmes de santé publique que sont les maladies chroniques non 

transmissibles (diabète, obésité…) et les maladies vectorielles* virales réémergentes* 

(chikungunya, dengue…).  

Des thématiques de recherche de plusieurs laboratoires locaux, universitaires, 

privés et hospitaliers se sont développées autour de ces deux problématiques. Ainsi à 

l’Université de La Réunion, la Fédération Environnement, Biodiversité, Santé (FedEBS) 

promeut les initiatives collaboratives de recherche en matière de biodiversité et de 

santé. Elle regroupe entre autres le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et 

des Sciences des Aliments (LCSNSA) et le Groupe d’Etude sur l’Inflammation Chronique 

et l’Obésité (GEICO).  

Depuis de nombreuses années, le LCSNSA a développé des compétences en 

matière d’études phytochimiques de la flore locale en travaillant en partenariat avec les 

botanistes et les associations locales de naturalistes amateurs. Parmi les programmes de 

recherche du laboratoire, on peut citer le programme Phytochik recherchant des 

molécules antivirales ciblant le virus du chikungunya. Le GEICO s’intéresse à la 
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modulation de l’inflammation du tissu adipeux dans l’obésité et les pathologies associées 

en ciblant la recherche d’antioxydants, d’anti-inflammatoires et leurs mécanismes 

d’action.  

La recherche de molécules bioactives issues de la biodiversité et ciblant les 

pathologies citées peut donc s’appuyer sur les compétences académiques locales et les 

travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans cette voie de recherche 

collaborative.  

Dans la première partie du manuscrit, le contexte spécifique de l’étude est 

présenté ainsi que les particularités de la flore réunionnaise et les différents aspects des 

pathologies ciblées.   

La suite du manuscrit concerne le travail réalisé dans cette thèse. Les objectifs 

visés étaient de repérer dans un premier temps les plantes ayant des activités 

cytotoxique, anti-oxydante, anti-inflammatoire et antivirale contre le virus du 

chikungunya, puis, dans un second temps de caractériser, pour les plantes qui se 

démarquaient, leurs molécules bioactives. Pour cela, divers tests ciblant des activités en 

relation avec les dysfonctionnements métaboliques ou les maladies antivirales 

réémergentes ont été mis en œuvre. 

Dans la deuxième partie, les résultats des activités cytotoxique, antioxydante et 

anti-inflammatoire obtenus à partir du criblage d’extraits bruts de dix-huit plantes de 

l’île de La Réunion sont décrits. Le potentiel bioactif d’un certain nombre de plantes 

endémiques ou indigènes de l’île a été révélé par cette évaluation biologique 

préliminaire, réalisée au moyen de tests in cellulo. Ces espèces sont susceptibles d’être, 

par la suite, exploitées pour la recherche de nouvelles molécules bioactives.  

Dans la troisième partie du travail, le fractionnement bioguidé d’extraits de 

plantes potentiellement intéressantes a été entrepris. Trois critères ont été à l’origine du 

choix de la ou des plantes :  

 Les résultats des tests antioxydant et anti-inflammatoire obtenus dans la 

deuxième partie sur les dix-huit extraits de plantes, 

 Les résultats du test antiviral ciblant le virus du chikungunya obtenus sur un 

certain nombre d’extraits de plantes dans le cadre du Programme Phytochik 
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mené au sein du LCSNSA sur 180 espèces de La Réunion,  

 L’absence d’investigation chimique entreprise sur un bon nombre d’espèces de 

La Réunion. 

Une espèce indigène Stillingia lineata a particulièrement retenu notre attention et a 

ainsi fait l’objet d’investigations phytochimiques approfondies afin d’aboutir à 

l’isolement de molécules actives à partir de l’extrait actif d’écorce. En raison du savoir-

faire acquis au cours du Programme Phytochik dans la recherche d’inhibiteurs de la 

réplication du virus du chikungunya, c’est ce test qui a tout naturellement été 

sélectionné pour suivre les différentes étapes de fractionnement. 
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Première partie : 

Généralités 

 

Xylopia richardii Boivin ex. Baill. 
Annonaceae 
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Chapitre I-1 : Contexte de l’étude 

1.1 Caractéristiques, utilisations et étude de la flore réunionnaise 

1.1.1 Biodiversité végétale de l’île de La Réunion 

 L’île de La Réunion est un département français d’outre-mer appartenant à 

l’Archipel des Mascareignes. Elle est  localisée dans l’Océan Indien à 700 km à l’Est de 

Madagascar. Elle s’étend sur 2512 km² et se caractérise par la présence de hauts reliefs 

accidentés d’où culminent le piton des Neiges (3071 mètres d’altitude) et le piton de la 

Fournaise (2632 mètres d’altitude). Elle dispose d’un climat tropical composé de deux 

saisons distinctes : l’hiver austral (de mai à novembre) où le climat est sec et frais, et 

l’été austral aussi appelé « saison des pluies » (de décembre à avril) correspondant à une 

période chaude et pluvieuse soumise au passage de dépressions tropicales.  

 Ce relief et ce climat ont fortement contribué à la mise en place de différents 

écosystèmes propices au développement d’une flore variée. Sur la côte Ouest dite « sous 

le vent », la végétation est peu dense, on y trouve les forêts hétérogènes de basse 

altitude et les savanes. Sur la côte opposée, dite « au vent », exposée aux vents d’alizés et 

plus souvent arrosée, les paysages sont verdoyants, on y trouve les forêts humides 

hétérogènes de basses altitudes. Dans les hauteurs de l’île, à partir de 2000 mètres 

d’altitude, les forêts humides de montagnes laissent place aux formations arbustives et 

prairies altimontaines [4].  

A l’origine, les espèces végétales de l’île de La Réunion sont arrivées par voie 

maritime (courants marins), par voie éolienne (vents et cyclones) ou par voie animale 

(oiseaux) des zones continentales les plus proches, principalement de Madagascar et de 

l’Afrique de l’Est. La voie des mers représente approximativement 5 à 10 % des origines 

de la flore indigène et ne concerne pratiquement que la flore littorale (Ipomoea pes-

caprae ssp. brasiliensis, Patate à Durand ; Zoysia matrella, Gazon bord de mer ; 

Tournefortia argentea, Veloutier ; Pemphis acidula, Bois matelot  …). La voie des airs qui 

représente 30 % des origines de la flore indigène aurait probablement assuré les 

premières végétalisations intérieures de l'île (Eriotrix, Faujasia, Parafaujasia, 

Monarrhenus). Enfin, la voie animale (oiseaux provenant majoritairement des terres 
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continentales les plus proches notamment Madagascar) concerne plus de 50 % des 

origines de la flore indigène de la Réunion [5].  

C’est au cours de processus de spéciation que des espèces endémiques, propres à 

l’île, sont apparues [5]. Ces espèces indigènes et endémiques contribuent aujourd’hui à 

la biodiversité locale. La flore spontanée de La Réunion compte 1743 taxons répartis en 

49 % d’espèces indigènes (855 espèces), 48 % d’espèces exotiques (834 espèces) et 3 % 

d’espèces cryptogènes* (54 espèces). Parmi les espèces indigènes, 28 % sont 

strictement endémiques de La Réunion et 18 % sont endémiques de la région [6]. En 

raison de cette biodiversité, La Réunion fait partie, avec d’autres îles de la zone, de l'un 

des trente-quatre points chauds de la biodiversité mondiale [7].  
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1.1.2 Menaces et acteurs de la conservation 

Depuis l’arrivée de l’Homme sur l’île (XVIIème siècle), certaines espèces végétales 

et leurs écosystèmes ont été entièrement détruits. Il ne resterait que 30 % des habitats 

d’origine à La Réunion [8]. Les espèces qui ont été préservées sont celles situées sur des 

zones difficiles d’accès, inappropriées aux activités agricoles et à l’urbanisation     

(Figure 1).  

 
Figure 1 : Carte de la végétation indigène présente à La Réunion 

(Source : d’après T. Cadet, J. Dupont, R. Robert, SREPEN, DIREN et PNR / Fond cartographique : Estompage 
de la BDAN IGN / Réalisation : Parc national de La Réunion – Août 2009) 

 

L’introduction d’animaux nuisibles (Pycnonotus jacosus, merle de Maurice ; 

rats…) et surtout de pestes végétales (Psidium cattleyanum, Goyavier ; Rubus alceifolius, 

Raisin marron ; Hedychium gardnerianum, Longose de Gardner ; Lantana camara, 
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Galabert ; Boehmeria penduliflora, Bois chapelet ...) ont également largement contribué à 

perturber cette biodiversité [5].  

Selon l’Index de la flore vasculaire de La Réunion, 49 espèces végétales ont 

disparu de l'île et 275 autres sont aujourd'hui menacées. Trois espèces sont considérées 

comme éteintes dans le monde : deux endémiques de La Réunion, Fernelia pedunculata 

et Mucuna pallida, et une endémique des Mascareignes, Claoxylon grandifolium [9]. Le 

Tableau I révèle le nombre d’espèces végétales menacées à La Réunion. 

Tableau I 
Menaces d'extinction de la flore indigène de la Réunion selon les critères UICN (2001, 2003) 

(Source : d’après UICN France, MNHN, FCBN & CBNM (2010). La liste rouge des espèces menacées en 
France - Chapitre Flore vasculaire de la Réunion) [9] 

Taxon 
Nombre 

d'espèces 
Taux de 

menace (%) 

Eteint au niveau mondial 3 0,33 

Eteint à l’état sauvage 2 0,22 

Eteint au niveau régional 44 4,86 

En danger critique d'extinction 91 10,06 

En danger 80 8,84 

Vulnérable 104 11,49 

Quasi menacé 36 3,98 

De préoccupation mineure 420 46,41 

Insuffisamment documenté 125 13,81 

Depuis quelques années, plusieurs acteurs locaux œuvrent pour la préservation 

de la biodiversité végétale réunionnaise : le Conservatoire National Botanique de 

Mascarin (CNBM), le Parc National de La Réunion (PNR), l’Office National des Forêts 

(ONF), la Direction Régionale de l’Environnement (DIREN), la Société Réunionnaise pour 

l’Etude et la Protection de l’Environnement et de la Nature (SREPEN) et l’Association des 

Amis des Plantes et de la Nature (APN). En mai 2010, ces différents acteurs (DIREN, 

PNR, Conseil Régional, ONF…) ont lancé la « Stratégie de lutte contre les espèces 

invasives à la Réunion », lutte désignée par l’UNESCO comme prioritaire pour maintenir 

le Parc National de La Réunion au rang de patrimoine mondial. Différents arrêtés ont 

également été mis en place dans le but d’interdire la récolte d’espèces protégées ou 

encore le défrichement des bois et forêts (arrêté du 24 février 1995 - JO 11 avril 1995, p. 

5693) (Code forestier, art. L. 363-10).  
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1.1.3 Pharmacopée locale 

L’éloignement géographique et le nombre restreint de médecins sur l’île au début 

du peuplement ont contraint la population réunionnaise à puiser dans les 

phytoressources locales pour se soigner. Les connaissances des Malgaches, 

reconnaissant sur l’île des espèces communes à Madagascar, l’utilisation empirique de la 

flore par des esclaves marrons* ou encore l’apport des différentes cultures, notamment 

indienne, ont contribué à l’émergence d’une pharmacopée locale originale [10]. Cette 

pharmacopée a longtemps été transmise oralement avant d’être retranscrite dans des 

ouvrages à la fin des années 1800 [11-14]. Elle a ensuite été réactualisée à la fin des 

années 1900 [15-20] et plus récemment  par R. Lavergne et M. Rivière [21-24].  

Aujourd’hui, bien que l’offre de soin soit performante à La Réunion, le recours 

thérapeutique aux plantes médicinales demeure important. D’après une étude de l’ODR 

(Observatoire du Développement pour la Réunion), neuf Réunionnais sur dix ont déjà 

utilisé des plantes pour se soigner ;  43 % d’entre eux continuent à en utiliser 

régulièrement [25]. D’autres chiffres font état de 85 % de la population réunionnaise qui 

consommerait des préparations à base de plantes [26]. La pharmacopée réunionnaise 

comprend pas moins de cent quarante-sept plantes différentes [25]. Les trois plantes les 

plus utilisées, selon une étude menée en 2006 sur 1000 familles réunionnaises, sont : la 

cannelle (Cinamomum burmanii) à 67 %, la citronnelle (Cimbopogon citratus) à 66,7 % et 

l’ayapana (Eupatorium ayapana) à 66,6 % (ODR, 2006). D’autres plantes indigènes sont 

également utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques : l’ambaville (Hubertia 

ambavilla), le bois de reinette (Dodonaea viscosa), le change écorce (Aphloia 

theiformis)… (Figure 2).  
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Ayapana 
Eupatorium ayapana 
Asteraceae 
Feuilles : Troubles digestifs 

 

Cannelle 
Cinamomum burmanii 
Lauraceae 
Feuilles : Etat grippaux  et 
troubles digestifs 

 

 
Ambaville 
Hubertia ambavilla 
Asteraceae 
Feuilles : Gastrites et ulcères 
d’estomac (usage interne), 
érythèmes fessiers (usage 
externe) 

 

 
Change écorce 
Aphloia theiformis 
Aphloiaceae 
Feuilles : Rafraîchissante* et 
diurétique* 

 

 
Bois de reinette (ou rainette) 
Dodonaea viscosa 
Sapindaceae 
Feuilles : diurétique*, anti-
inflammatoire, antirhumatismal  

 
Citronnelle 
Cimbopogon citratus 
Poaceae 
Feuilles : Grippe, digestion, 
sommeil 

Figure 2 : Plantes de la pharmacopée réunionnaise 
(Source : d’après Aplamedom, 2011 [27]) 

Vingt-et-une de ces plantes traditionnellement utilisées font actuellement l’objet 

d’une révision pour être inscrites à la pharmacopée française [28]. Cette inscription 

ainsi que la création d’une filière PAM (Plantes aromatiques et médicinales) sont suivies 

par l’Association pour les plantes aromatiques et médicinales de La Réunion 

(APLAMEDOM). Cette association créée en 1999, composée de scientifiques, de 

pharmaciens et de tisaneurs*, a pour objectif la reconnaissance par validation 

scientifique des usages traditionnels des PAM. Depuis 2005, elle réalise un programme 

pédagogique ethnobotanique (concours « Zerbaz Péi ») permettant de recenser et 

d’actualiser les connaissances des familles réunionnaises en termes d’utilisation de 

plantes médicinales [27]. 

1.1.4 Travaux antérieurs sur la flore réunionnaise 

Les premières études menées sur les plantes réunionnaises ont été réalisées par 

le laboratoire de chimie de l’Université de La Réunion au début des années 90. Smadja et 

al. ont réalisé un vaste criblage chimique sur plus de trois cents plantes endémiques ou 

indigènes de la Réunion [29-31] complétant une étude ethnobotanique menée par R. 

Lavergne sur les plantes médicinales de l’île utilisées et prescrites par les tisaneurs [32].  

Dans la continuité de ce criblage chimique préliminaire, en 1997, E. Valenciennes 

s'est plus particulièrement intéressée à l'étude de vingt-quatre espèces végétales, 

susceptibles de contenir des alcaloïdes [33].  Dans le cadre de ces travaux, diverses 
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activités biologiques ont été évaluées (anti-VIH, anticancéreux, antipaludéen...). La 

même année, Adsersen et al. ont réalisé un criblage d’activité biologique sur quatre-

vingt plantes réunionnaises à la recherche d’activités antihypertensive et diurétique 

[34]. Les résultats obtenus ont permis d’établir un lien entre les données 

ethnopharmacologiques et les propriétés réelles des plantes ; l’activité biologique de 

plantes non utilisées dans la pharmacopée traditionnelle a également été mise en 

évidence.  

A partir des années 2000, des investigations purement phytochimiques ont été 

entreprises sur Embelia angustifolia, Badula barthesia, Euodia borbonica, Psiadia dentata 

et des espèces du genre Melicope conduisant à l’isolement de métabolites secondaires 

[35-42].  

En 2002, Fortin et al. ont évalué l’activité antivirale de trente-six plantes 

réunionnaises contre le virus de l’herpès et le poliovirus [43]. En 2004, divers tests 

d’activités biologiques (activité anti-radicalaire et antioxydante, antifongique, inhibition 

de l’acétylcholinestérase, inhibition de la fusion virale entre le VIH et les cellules 

lymphocytaires) ont été réalisés sur une sélection de soixante-quinze espèces végétales 

par C. Poullain [44, 45]. Enfin, parmi les récents travaux réalisés sur la flore 

réunionnaise, M.C Jonville et al. ont évalué en 2008 les activités antipaludéenne et 

cytotoxique de neuf plantes de l’île [46] ainsi qu’en 2011, le potentiel antipaludéen, anti-

inflammatoire et cytotoxique de dix-neuf plantes [47]. Une thèse consacrée à l’étude 

d’Eupatorium ayapana (Ayapana) a complété ces informations sur la flore réunionnaise 

en 2011 [48]. 

1.2 Contexte de santé à La Réunion 

1.2.1 Les maladies chroniques non transmissibles 

Depuis sa départementalisation en 1946, l'île de La Réunion connaît de profonds 

changements économiques et sociaux. Ces changements ont contribué à l’amélioration 

des conditions de vie (diminution de la mortalité infantile, amélioration des conditions 

sanitaires et éducatives) mais aussi à l’augmentation de la prévalence de certaines 

maladies comme l’obésité, le diabète, les maladies cardiovasculaires, les cancers ou 

encore les maladies neuro-dégénératives.  
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En 2007, le taux de prévalence du diabète traité à La Réunion a été évalué à 7,8 %, 

soit le taux le plus élevé de l’ensemble du territoire français, deux fois supérieur au taux 

métropolitain (3,9 %)[49-51]. Par ailleurs, la mortalité associée à cette maladie est trois 

fois plus importante à La Réunion qu’en Métropole [49]. Le diabète est le deuxième 

motif d’affection longue durée (ALD) à La Réunion avec 28 % d’ALD en 2006, nombre 

qui a augmenté de 30 % en six ans [49]. Les maladies cardiovasculaires sont les 

premiers motifs d’ALD (38 % d’ALD, augmentation de 50 % en 6 ans) [49]. Ces maladies 

sont d’ailleurs les premières causes de décès sur l’île représentant un décès sur trois 

[52]. Concernant l’obésité, la population réunionnaise adulte est de plus en plus 

concernée avec des prévalences de l’ordre de 35 % pour le surpoids et de 15 % pour 

l’obésité, contre respectivement 30 % et 11 % au niveau national (Obépi 2003). Chez les 

enfants, des enquêtes réalisées en 2002-2003 en milieu scolaire montrent que 26,5 % 

des écoliers scolarisés en classe de CM2 étaient obèses ou en surpoids contre 19,6 % 

pour la Métropole [53].  

Le passage de l’île d’une société traditionnelle où l’approvisionnement alimentaire 

était difficile et où l'activité physique était quotidienne, à une société urbanisée, 

sédentaire bénéficiant d’une alimentation plus riche et moins équilibrée a induit 

l’augmentation de la prévalence de ces pathologies [50, 54, 55]. Ces maladies appelées 

maladies chroniques non transmissibles (MCNT) font aujourd’hui partie intégrante des 

enjeux et des problématiques de santé à La Réunion. Les institutions locales ont mis en 

place différents programmes dans le but d’informer la population de l’importance d’une 

alimentation saine et d’un mode de vie équilibré. Le Plan Régional de Santé Publique 

(PRSP), le Plan Départemental de Lutte contre l'Obésité (PDLO) et le Schéma Régional 

d'Organisation Sanitaire (SROS) en sont quelques exemples. 

1.2.2 Les maladies vectorielles et virus émergents ou réémergents 

Parallèlement aux pathologies chroniques non transmissibles, La Réunion, située 

en zone afro-tropicale, est soumise à une exposition permanente aux maladies 

vectorielles et virus émergents* ou réémergents. Plusieurs exemples permettent de 

mieux comprendre ces menaces.  

L’île a longtemps été une zone de transmission du paludisme, initialement décrit 

pour la première fois en 1869, et en a été un foyer majeur jusqu'en 1949. L’Organisation 
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Mondiale de la Santé (OMS) en a confirmé l’éradication en 1979. Cependant, de 1979 à 

2004, 3350 cas ont été notifiés aux autorités sanitaires, la majorité d’entre eux étant 

importés principalement de Madagascar et des Comores. Chaque année, les cas importés 

(150 à 180) et la présence permanente du moustique vecteur (Anopheles arabiensis) sur 

le territoire confirment que La Réunion reste sous la menace d’une réintroduction 

potentielle du parasite et de transmission de la maladie. 

Par ailleurs, une première épidémie de dengue a été décrite en 1977-1978, 

touchant un tiers de la population (170000 personnes). Une seconde épidémie a eu lieu 

de mars à juillet 2004 (228 cas) [56]. Enfin, très récemment, début 2012, vingt cas ont 

été identifiés (treize confirmés et sept considérés comme probables) [57]. Ces cas ont 

conduit à la mise en place de l’alerte 2B («Identification de plusieurs regroupements de 

cas autochtones distincts géographiquement») du dispositif Orsec2 du plan de lutte 

contre la dengue et le chikungunya de l’ARS (Agence Régionale de Santé) [58, 59]. Au 

total pour cette année 2012, ce sont trente-et-un cas autochtones qui ont été identifiés 

(valeur estimée en septembre 2012) [60].  

L’exemple le plus représentatif de virus réémergent reste celui du virus du 

chikungunya. En 2005, La Réunion a connu une crise sanitaire sans précédent 

surprenant les autorités sanitaires locales et nationales [61, 62]. Plus de 244000 

personnes ont été contaminées, soit près de 38 % de la population avec un pic 

épidémique atteint en février 2006 estimé à 46000 cas en une semaine [63, 64]. 

L’épidémiologie de ce virus ainsi que ses caractéristiques seront détaillées au chapitre I-

3. L’île reste actuellement menacée ; 112 cas ont été rapportés en 2010[65]. 

La réémergence du CHIKV dans la zone Océan Indien a mis en exergue la nécessité 

d’élaborer une stratégie régionale d’information, de surveillance, de prévention et de 

contrôle des infections liées aux arbovirus. Ces maladies vectorielles font partie des 

objectifs du 2ème Plan Régional Santé Environnement (PRSE-2), et du Plan Stratégique de 

Santé de La Réunion et de Mayotte, dont l’évaluation finale est prévue en 2015.  

 

                                                 
2 Echelle comportant 10 niveaux de risque 
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Chapitre I-2 Stress oxydatif et inflammation : implications 

dans les maladies chroniques non transmissibles  

2.1 Stress oxydatif  

2.1.1 Définition 

L’énergie nécessaire au fonctionnement d’une cellule est fournie lors de la 

respiration cellulaire où l’ATP (adénosine triphosphate), molécule à fort potentiel 

énergétique, est produite. Au cours de cette respiration cellulaire et plus précisément 

dans la chaîne respiratoire de la mitochondrie, des réactions d’oxydo-réduction ont lieu ; 

des électrons sont transportés jusqu’à un accepteur final, l’oxygène, qui est réduit en 

molécule d’eau. Une partie de cet oxygène (1 à 3 %) n’est cependant pas réduite en 

molécule d’eau mais convertie en Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO) ou radicaux 

libres (R•) [66]. Dans des conditions normales, ces radicaux libres sont 

physiologiquement en équilibre avec des composés antioxydants [67]. Dans certaines 

conditions, au cours d’une inflammation ou en réponse à certains facteurs 

environnementaux comme les irradiations (UV ou rayons X), les carences nutritionnelles 

(en vitamines et oligo-éléments), le tabac, la pollution ou les intoxications aux métaux 

lourds (mercure, plomb, cadmium), la production de ces radicaux libres augmente 

générant un déséquilibre en faveur des entités oxydantes appelé « stress oxydatif » [68]. 

2.1.2 Les radicaux libres  

Les radicaux libres sont des espèces chimiques instables, neutres ou chargées, qui 

possèdent un électron non apparié sur leur dernière couche électronique [69]. Pour 

retrouver un état plus stable, ils réagissent avec d’autres molécules, dont les substrats 

biologiques, dans le but de récupérer un électron. Ils peuvent être classés en deux 

catégories : les radicaux libres primaires et les radicaux libres secondaires. Les radicaux 

libres primaires sont formés directement à partir de l’oxygène ou de l’azote et sont 

appelés Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO) ou Espèces Réactives de l’azote (ERN). Ils 

comprennent l’anion superoxyde O2•-, le radical hydroxyle •OH, le monoxyde d’azote NO• 

mais aussi le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le peroxynitrile ONOO-, qui ne sont pas des 

radicaux libres à proprement parler, mais de puissants oxydants. Les radicaux libres 

secondaires sont générés par action d’un radical primaire sur des composés cellulaires 
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tels que les acides nucléiques, les lipides membranaires ou les protéines. Ce sont par 

exemple les radicaux peroxyles ROO•.  

La formation des différents radicaux libres à partir de l’oxygène (O2) est résumée 

en Figure 3. Le radical hydroxyle •OH, le plus toxique des radicaux libres, est 

principalement responsable de la réactivité des ERO sur les molécules biologiques. Il est 

formé par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss [70, 71]. 

Réaction de Fenton : H2O2 + Fe2+  ⟶ Fe3+ + -OH + •OH  

Réaction d’Haber-Weiss: O2•- + H2O2 ⟶ -OH + •OH + O2 

 

Figure 3 : Formation de radicaux libres à partir de l’oxygène 
(Source : d’après Gardès-Albert et al., 2003 [71]) 

 

2.1.3 Rôles bénéfiques et délétères des radicaux libres  

Les radicaux libres sont des acteurs centraux dans la régulation physiologique de 

la fonction cellulaire. Ils permettent de maintenir une certaine homéostasie de l’état 

rédox de l’organisme et sont considérés comme d’importants messagers secondaires. Ils 

interviennent également dans la réponse inflammatoire lors du « burst oxydatif » 

schématisé en Figure 4.  
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Figure 4 : Phénomène de « burst oxydatif » 

(Source : d’après Respiratory Burst [72]) 

Au cours d’une inflammation, les cellules phagocytaires produisent une grande 

quantité d’anion superoxyde (O2•-), qui se dismute quasi instantanément en peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). La réaction de ce dernier avec le chlore contenu dans le phagosome, 

forme l’acide hypochlorique (HOCl) qui contribue à l’élimination des bactéries.  

Par ailleurs, des cellules non phagocytaires (fibroblastes, cellules endothéliales…) 

sont connues pour produire des ERO dans le but de moduler les cascades de 

signalisation intracellulaire. Les radicaux libres permettent entre autre, l’activation de 

l’expression de facteurs de transcription nucléaire (NF-κB, AP-1) qui ont un rôle dans la 

réparation de l’ADN, l’apoptose et la prolifération cellulaire. Les ERO interviennent 

également dans la régulation du fonctionnement des cellules cardiaques et vasculaires 

mais aussi dans l’adhésion cellulaire, étape importante de la réponse inflammatoire [67, 

68, 70].  

Dans des conditions normales, les radicaux libres sont donc des composés très utiles 

pour l’organisme mais à fortes doses, paradoxalement, ils causent des dommages 

cellulaires importants. Leurs cibles principales sont les acides gras polyinsaturés, les 

acides nucléiques et les protéines.  

 Les acides gras polyinsaturés 

Les acides gras polyinsaturés présents au sein des membranes cellulaires sont 

particulièrement sensibles au phénomène de dégradation oxydative. En raison de leurs 
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nombreuses doubles liaisons, ils peuvent être dégradés par un mécanisme en chaîne 

appelé peroxydation lipidique, qui comprend trois phases. La première est une phase 

d’initiation avec formation d’un radical lipidique par l’intermédiaire d’un radical 

hydroxyle. Puis au cours de la propagation, le radical lipidique réagit avec de l’oxygène 

pour former un radical peroxyle, qui, à son tour, réagit avec un autre acide gras en 

formant un hydroperoxyde et un autre radical lipidique. Enfin, la terminaison achève le 

processus en formant une entité non radicalaire (Figure 4).  

 
 

Figure 5 : Peroxydation lipidique 
(Source : d’après Lipid oxidation pathways [73]) 

Au sein des membranes, la peroxydation lipidique provoque une désorganisation de 

la structure, une diminution de la fluidité et une altération de leur fonctionnement. Elle 

peut aussi participer au dépôt de lipides oxydés dans les vaisseaux et les tissus âgés, et 

contribuer à la genèse de dérivés carcinogènes. 

 L’ADN 

Les radicaux libres peuvent intervenir de différentes façons sur l’ADN (Figure 6). Ils 

peuvent modifier les bases, provoquer des coupures de chaîne (simple ou double brin), 

favoriser la formation d’adduits avec des dérivés d’oxydation lipidique ou des protéines 

(pontage ADN-protéine). Ces altérations du matériel génétique, si elles ne sont réparées, 

peuvent engendrer la mutagenèse, la carcinogenèse ainsi que le vieillissement [68]. 
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Figure 6 : Actions des radicaux libres sur l'ADN 

(Source : d’après Favier, 2003 [68]) 

 Les protéines 

Les radicaux libres peuvent provoquer différents types de dégradation sur une 

protéine pouvant conduire à la perte de son activité : fragmentation au niveau des 

liaisons peptidiques, oxydation des chaînes latérales, formation de liaisons intra ou 

interprotéines. Les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques 

(tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles. L’attaque des radicaux libres sur les 

fonctions thiols (SH) des cystéines conduit à la formation de ponts disulfures (S-S), ce 

qui modifie la protéine qui peut être éliminée par le protéasome. Par ailleurs, le radical 

•OH, mais aussi l'anion superoxyde O2•-, s'attaquent aux protéines des tissus de soutien 

comme le tissu conjonctif constitué de collagène [70]. 

2.1.4 Les antioxydants 

Pour lutter contre les radicaux libres, l’organisme dispose de systèmes efficaces 

de protection : les antioxydants, définis comme des substances capables, à des 

concentrations relativement faibles, de retarder ou d’inhiber l'oxydation de substrats 

[69]. Les antioxydants peuvent être enzymatiques ou non enzymatiques.  
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 Les antioxydants enzymatiques 

 Superoxyde dismutase (SOD) 

La superoxyde dismutase est une métalloprotéine qui existe sous trois formes : SOD1 

(à cuivre et zinc), SOD2 (à manganèse et fer) et SOD3 (au nickel). Elle catalyse la 

dismutation de l’anion superoxyde O2•- en espèces oxygénées moins réactives que sont 

le peroxyde d’hydrogène H2O2 et l’oxygène O2 [71]. 

 

 Catalase (CAT) 

La catalase élimine en partie le peroxyde d’hydrogène H2O2 en libérant de l’oxygène 

O2 et de l’eau H2O [74]. 

 

 Glutathion peroxydase (GPx) et glutathion reductase (GR) 

La glutathion peroxydase (GPx) réduit le peroxyde d'hydrogène en molécule d’eau, 

les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (ROH) et les espèces radicalaires (R•) 

en espèces non radicalaires (RH). Ces réactions nécessitent deux molécules de 

glutathion (GSH) qui sont transformées en glutathion-disulfure (GSSG) [75]. La 

glutathion réductase (GR) permet de régénérer le GSH à partir du GSSG en utilisant un 

cofacteur, le NADPH. Ce cofacteur est oxydé en NADP+ puis réduit à son tour par une 

autre enzyme, le G6PD (glucose-6-phosphate-déshydrogénase) (Figure 7). 

 
Figure 7 : Réaction de la glutathion peroxydase sur différents radicaux libres 

(Source : d’après Baker et Aitken, 2005) 
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 Les antioxydants non enzymatiques 

Les antioxydants non enzymatiques sont apportés par l’alimentation. Ils agissent en 

piégeant les radicaux libres ou en captant leurs électrons célibataires pour les 

transformer en molécules ou ions stables.  

 Les oligo-éléments  

Les oligo-éléments sont des cofacteurs d’enzymes. Le sélénium (Se) est le cofacteur 

de la glutathion peroxydase (GPx), le cuivre (Cu) et le zinc (Zn) sont ceux de la 

superoxyde dismutase (SOD). Par ailleurs, le zinc protège les groupements thiols des 

protéines et inhibe partiellement la formation des radicaux libres induite par le fer et le 

cuivre. 

 Les vitamines  

Les vitamines ne sont pas synthétisées par l’organisme, leur présence dans le corps 

est essentiellement due à l’apport des aliments végétaux. La vitamine E ou α-tocophérol 

est capable d’inhiber la peroxydation lipidique en stoppant la propagation radicalaire.  

 

La vitamine C ou acide ascorbique transforme le peroxyde d’hydrogène en eau. 
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Elle peut également piéger les radicaux libres comme O2•- et •OH et régénérer la 

vitamine E grâce à son radical ascorbyle stable. 

 

 

 Les caroténoïdes  

La capacité des caroténoïdes à capter l’oxygène singulet (1O
2
), formé par les 

radiations solaires et à terminer les réactions en chaîne de peroxydation lipidique est 

bien établie [76, 77]. Un radical peroxyle lipidique (ROO•) peut s’additionner sur la 

chaîne polyénique du caroténoïde (CAR) pour donner un autre radical (RO-CAR•) stable 

par mésomérie [78].  

 Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques. Ils 

sont également capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices de l’anion 

superoxyde et d’autres ERO : xanthine oxydase (XO), protéine kinase C, cyclooxygénases 

(COX), lipooxygénases, monooxygénase microsomale et glutathion S-transférase [79, 

80]. 

La structure chimique aromatique des flavonoïdes permet une délocalisation 

électronique importante, stabilisant les formes radicalaires. Les flavonoïdes sont 

capables de réduire l’anion superoxyde (O2•-), le radical peroxyle (ROO•), le radical 
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alkoxyle (RO•) et le radical hydroxyle (•OH) par transfert d’hydrogène [81]. Le radical 

aroxyle formé peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure quinone 

stable.  

 
 

 Les tanins 

Les tanins sont capables de stopper la peroxydation lipidique en donnant des 

protons aux radicaux libres lipidiques et en formant des radicaux taniques stables. In 

vitro ce sont des piégeurs de radicaux et des inhibiteurs de la formation de l’ion 

superoxyde [82]. 

 Les coumarines 

Les coumarines sont capables de capter les radicaux hydroxyles, l’anion superoxyde 

et les radicaux peroxyles et de prévenir la peroxydation des lipides membranaires [83]. 

2.2 L’inflammation 

2.2.1 Définition 

L'inflammation est une réponse physiologique de défense face aux corps 

étrangers à l'organisme, qui comprend trois étapes.  

Lors de la phase vasculaire, suite à la lésion des tissus et l’entrée de bactéries, des 

molécules, médiateurs de l'inflammation (cytokines, prostaglandines, leucotriènes, 

histamine…), stimulent des polynucléaires neutrophiles (PNN). Ces leucocytes sanguins 

activés se fixent à l’endothélium vasculaire et pénètrent dans le tissu conjonctif jusqu’au 

lieu de l’inflammation. Cette pénétration de PNN à l’intérieur des tissus est facilitée par 

la vasodilatation et l’élargissement des jonctions entre les cellules endothéliales. 
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Puis, lors de la phase cellulaire, les PNN et les macrophages phagocytent les 

bactéries et les débris cellulaires, sur le lieu de l’inflammation. 

Enfin, lors de la phase de réparation, les cellules fibroblastiques et endothéliales 

forment un tissu conjonctivo-vasculaire aboutissant à la cicatrisation. 

L’inflammation est donc habituellement un processus bénéfique. Néanmoins, 

sous certaines conditions, elle peut s’avérer néfaste. L’agressivité de l'agent pathogène, 

sa persistance, le siège de l'inflammation ou encore les régulations anormales du 

processus inflammatoire peuvent engendrer une évolution vers une inflammation 

chronique. 

2.2.2 Les médiateurs de l’inflammation  

Les médiateurs de l’inflammation sont des acteurs importants dans le processus 

inflammatoire. Ils augmentent la perméabilité vasculaire, attirent les leucocytes sur le 

lieu de l’infammation, favorisent leur adhésion à l'endothélium, augmentent l’agrégation 

des plaquettes... Seuls les médiateurs lipidiques, les cytokines et les radicaux libres 

seront présentés ici [84].  

 Les eicosanoïdes  

Ces médiateurs lipidiques, dérivés des acides gras membranaires, sont les 

produits terminaux du métabolisme de l’acide arachidonique. Selon la voie enzymatique, 

différents eicosanoïdes sont formés. La voie des cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) 

produit des prostanoïdes (prostaglandines, thromboxanes). La voie des lipoxygénases 

produit des leucotriènes. Le PAF (Facteur d'Activation Plaquettaire) fait également 

partie des eicosanoïdes.  

 Les cytokines  

Les principales cytokines intervenant dans le processus inflammatoire sont le 

TNF-α (Facteur de Nécrose Tumorale) et les interleukines (IL) en particulier IL-1β, IL-6 

et IL-8. Il existe également des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-13). 
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 Les radicaux libres 

Les radicaux libres sont également des médiateurs de l’inflammation. Ils 

augmentent la perméabilité vasculaire et l’adhérence des PNN sur les cellules 

endothéliales [85].  

Par ailleurs, lors du burst oxydatif (§ 2.1.3 p.26), une partie des radicaux libres 

formés peut s’échapper du phagosome et induire des séquelles cellulaires, contribuant à 

l’entretien de l’inflammation.  

2.2.3 Les anti-inflammatoires 

 Les anti-inflammatoires stéroïdiens (glucocorticoïdes) 

Les glucocorticoïdes sont, à l’origine, des molécules endogènes synthétisées par 

les glandes surrénales à partir du cholestérol. Les deux principaux glucocorticoïdes 

naturels sont la cortisone et le cortisol. Ces molécules peuvent traverser librement les 

membranes cellulaires, se fixer sur des récepteurs spécifiques du cytoplasme des 

cellules et migrer vers le noyau, pour agir directement sur l’ADN et réguler la 

transcription des gènes cibles.  

Elles peuvent ainsi agir sur le métabolisme de l’acide arachidonique et inhiber la 

formation de prostaglandines et de leucotriènes, ou également inhiber l’action de 

certaines protéines nucléaires (NF-κB et AP-1) et donc réduire la production de 

cytokines inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNF-α). Malgré leur efficacité, les traitements aux 

glucocorticoïdes ont de nombreux effets néfastes.  

 Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) 

Les AINS, dont fait partie l’acide acétylsalicylique (Aspirine), agissent tous en 

inhibant la cyclo-oxygénase (COX). L’inhibition de cette enzyme induit une diminution 

de la production de prostaglandines et de thromboxane mais peut également conduire à 

des effets indésirables potentiels (ulcères gastro-duodénaux et augmentation du risque 

hémorragique). Des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 sont aujourd’hui privilégiés dans le 

but de réduire ces effets indésirables.  
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2.3 Implication du stress oxydatif et de l’inflammation dans les maladies 

chroniques non transmissibles  

Différents travaux ont démontré que le stress oxydatif est impliqué dans la 

pathogénèse de nombreuses maladies chroniques non transmissibles tels que le diabète 

[86], le cancer [70, 87], les maladies neuro-dégénératives [88] et les maladies 

cardiovasculaires [89].  

Dans le diabète, les radicaux libres peuvent perturber et inhiber l’insulino-

sécrétion. Ils sont également impliqués dans l’insulino-résistance, empêchant la 

transduction du signal de l’insuline sur les cellules où elle se fixe et inhibant ainsi 

l’entrée du glucose [90, 91].  

Les radicaux libres sont des carcinogènes potentiels car ils facilitent la 

mutagénèse, la promotion tumorale et la propagation [67]. De ce fait, plusieurs essais 

cliniques ont été réalisés sur l’utilisation d’antioxydants comme agents de prévention du 

cancer [92].  

Les radicaux libres interviennent également dans les maladies neuro-

dégénératives. Le cerveau, en raison de son utilisation importante en oxygène, de sa 

forte teneur en acides gras polyinsaturés oxydables et de la présence de métaux (Cu, Fe), 

est particulièrement vulnérable aux dommages oxydatifs. De nombreux marqueurs du 

stress oxydatif ont été retrouvés dans les cerveaux de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer [93].  

Une forte concentration en radicaux libres peut provoquer la dégénérescence des 

neurones et induire les symptômes de la maladie [94]. Les maladies cardiovasculaires 

sont également concernées par le stress oxydatif ; différents travaux ont permis de 

montrer ce lien [95-97].  

D’autres travaux ont clairement établi le lien entre stress oxydatif, inflammation 

et maladies chroniques non transmissibles. Selon Bonnefont-Rousselot et al., 

l’athérosclérose est une maladie multifactorielle dont les principales hypothèses 

mécanistiques reposent sur deux théories : une théorie oxydative et une théorie 

inflammatoire [98].  
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Par ailleurs, l’obésité est considérée comme un état inflammatoire caractérisé par 

une production anormale de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-6) et par une 

augmentation du stress oxydant systémique. Pour cette pathologie, en 2004, Furukawa 

et al. ont mis en évidence une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) et une diminution de la production d’adiponectine (hormone anti-inflammatoire 

régulant le métabolisme des lipides et du glucose) dans le tissu adipeux blanc de souris 

obèses [99].  

Ces exemples ne sont qu’un aperçu des travaux menés relatifs au stress oxydatif 

et à l’inflammation. La diversité des pathologies chroniques non transmissibles, 

l’étendue des mécanismes d’action des radicaux libres et des réponses inflammatoires 

rendent difficile une synthèse globale de l’ensemble des travaux réalisés.  

 

 

En raison de l’implication du stress oxydatif et de l’inflammation dans les maladies 

chroniques non transmissibles, la recherche de nouvelles sources d’antioxydants et d’anti-

inflammatoires semble largement justifiée. La deuxième partie de ce manuscrit est 

consacrée aux travaux menés en ce sens, réalisés au cours de cette thèse. Les résultats d’un 

criblage d’activités biologiques (activités cytotoxique, antioxydante et anti-inflammatoire) 

obtenus pour une sélection de dix-huit plantes endémiques ou indigènes de La Réunion y 

sont reportés. 
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Chapitre I-3 Le virus du chikungunya, un virus réémergent 

3.1 Présentation générale 

3.1.1 Epidémiologie  

Le virus du chikungunya est un virus réémergent. La première description de la 

maladie aurait été faite par David Bylon en 1779 lors d’une épidémie à Jakarta [100]. Les 

premiers cas de chikungunya ont ensuite été véritablement décrits en 1952, lors d’une 

épidémie qui s’est produite sur le plateau du Makonde (actuelle Tanzanie). L’apparition 

soudaine de cette maladie et la gravité des douleurs articulaires qu’elle provoque et qui 

la distingue de la dengue, lui a valu un nom local « chikungunya » qui signifie « homme 

qui se courbe » [101].  

Plusieurs épidémies mineures ont suivi, en Afrique du Sud, au Congo, en 

Rhodésie, à Bangkok, en Thaïlande, au Cambodge et en Inde où le virus a été isolé pour 

la première fois en 1963 à Calcutta [102]. Au cours de la deuxième moitié de l’année 

1964, plusieurs villes du sud de l'Inde ont été frappées. Des douleurs articulaires 

invalidantes et persistantes pendant plusieurs mois après la maladie ainsi qu’un décès 

ont été rapportés [102].  

Les épidémies qui ont suivi furent mineures jusqu’en 2004 où la plus importante 

épidémie de chikungunya a été enregistrée (Figure 8). Elle a débuté au Kenya puis elle 

s’est répartie sur les îles de l'Océan Indien (Comores, Réunion, Seychelles, Maurice, 

Mayotte et Madagascar). Sur la Grande Comore, 215000 personnes ont été infectées lors 

de l’épidémie de 2005 [103]. A La Réunion, le virus a été identifié dès le mois de mai 

2005 et, en avril 2006, 38 % de la population était contaminée et 203 décès ont été 

associés à cette maladie [63]. Les voyages à l'étranger ont importé des cas de 

chikungunya dans près de 40 pays dont les USA, le Japon et plusieurs pays européens 

[100]. En 2007, l’épidémie a touché près de 1,3 million de personnes en Inde [104]. Elle 

a atteint le Myanmar en 2010 [105]. La première infection autochtone (transmission 

endogène) en Europe s’est produite en Italie en 2007 (plus de 200 cas) [106] puis en 

France en 2010  [107]. En 2009, cinq nouveaux cas ont été identifiés à La Réunion et en 

2010, 112 cas ont été diagnostiqués [65]. D’autres cas de chikungunya ont été signalés 

en 2011 au Yémen [108]. 
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Figure 8 : Répartition des épidémies de CHIKV dans le monde 

(Source : d’après Suhrbier et al., 2012 [100]) 

 

3.1.2 Caractéristiques du CHIKV 

Le virus du chikungunya est un arbovirus (arthopod-borne-virus). Il appartient 

au groupe IV des virus à ARN, à la famille des Togaviridae et au genre Alphavirus. Ce 

virus sphérique de diamètre 60-70 nm, possède une enveloppe glycoprotéique et une 

capside icosaédrique qui renferme une molécule unique d’ARN linéaire, à simple brin de 

polarité positive (Figure 9).  

 

 
 

Figure 9 : Enveloppe lipoprotéique du CHIKV 
(Source : d’après © ViralZone 2010, Swizz Institute of Bioinformatics) 

 

Capside  
icosaédrique 

ARN linéaire Enveloppe glycoprotéique 
(= trimère d’hétérodimères E1/E2) 
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Cet ARN viral possède toutes les caractéristiques d'un ARN messager soit une 

coiffe en 5' et une queue poly A à l'extrémité 3'. Il se compose de 11805 nucléotides. 

Deux tiers des gènes codent pour les protéines non structurales du virus et un tiers code 

pour les protéines structurales. 

 Expression et réplication du virus 

L'expression de ces protéines et la réplication du génome viral se déroulent très 

rapidement (environ 4 h), dans le cytoplasme de la cellule hôte (Figure 10). Après 

fixation, le virion pénètre par endocytose et le génome viral est libéré dans la cellule par 

une étape de décapsidation. Dès lors, les protéines non structurales et structurales sont 

synthétisées. Dans un premier temps, l’ARN complémentaire (-) est répliqué, puis un 

ARN génomique (+) est synthétisé, ce qui conduit à la synthèse d’une polyprotéine qui 

sera clivée en protéines non structurales (nsP1 à nsP4). Dans un second temps, l’ARN 

complémentaire (-) permet également la synthèse d’un ARN subgénomique (+), qui est 

transcrit en polyprotéine, par la suite clivée en protéines structurales, qui formeront la 

capside et l’enveloppe des nouveaux virions. Le cycle se termine par l’assemblage des 

nucléocapsides et le bourgeonnement des virions. 

 
Figure 10 : Cycle de réplication du CHIKV  (Source : [109]) 
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 Autres caractéristiques 

Le CHIKV est un agent pathogène classé au niveau 3 de biosécurité dans la 

plupart des pays. Il est listé par l'Institut National des Allergies et Maladies Infectieuses 

(NIAID - National Institute of Allergy and Infectious Diseases) comme un agent 

pathogène de priorité C. L’armée américaine reconnaît le CHIKV comme une arme 

biologique potentielle. Il est considéré comme agent possible de bioterrorisme en raison 

de son potentiel à infecter par aérosol. 

Le CHIKV est stable à pH compris entre 7 et 8, mais est rapidement inactivé à pH 

acide. À 37 °C, sa demi-vie est d’environ 7 jours. Le virus est sensible à la dessiccation et 

inactivé par la chaleur sèche ou humide supérieure à 58 °C. Il est également inactivé par 

l’éthanol à 70 °C et sensible aux détergents. 

3.1.3 Transmission du virus 

 Vecteurs et cycles de transmission 

Le CHIKV est véhiculé par des moustiques du genre Aedes. Selon des études 

phylogénétiques, ce virus serait originaire d’Afrique et aurait par la suite été introduit en 

Asie [110]. En Afrique, ce sont des Aedes « de forêt » (A. africanus, A. frucifer-taylori et A. 

dalzieli) qui assurent le cycle de transmission « sylvatique », où seuls les primates non-

humains sont contaminés. En Asie, la contamination a lieu d’homme à homme dans un 

cycle « urbain », qui a longtemps été assuré par A. aegypti. Mais au cours de l’épidémie 

de 2006, suite à des mutations du virus, A. albopictus a été identifié comme nouveau 

vecteur [111]. L’expansion mondiale spectaculaire de ce moustique ces 30 dernières 

années permet d’expliquer l’étendue sans précédent de l’épidémie de 2006 [111, 112]. 

 Infection par le CHIKV 

Les femelles Aedes sont seules à être hématophages. Après piqûre d'une personne 

infectée, le virus passe du tube digestif aux glandes salivaires du moustique (cycle 

extrinsèque, 3 à 10 jours). L'homme est infecté par inoculation intradermique du virus, 

puisqu'un peu de salive anticoagulante du moustique est injectée dans le sang lors de la 

piqûre. Pendant la période d’incubation (3 à 7 jours), sans symptômes, le virus se 

réplique sur le site d'inoculation [113]. Au cours de la période de virémie (4 à 8 jours), 
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où l’homme devient infectant, apparaissent les symptômes : forte fièvre, éruptions 

maculo-papuleuses et douleurs articulaires. D'autres symptômes peuvent également 

survenir incluant des myalgies*, des céphalées*, un œdème des extrémités et des 

douleurs gastro-intestinales [62, 104]. 

Les chercheurs ont démontré que, in vitro, le CHIKV ne se multipliait pas dans les 

cellules sanguines circulantes (lymphocytes, monocytes), mais qu’il se répliquait dans 

les macrophages et qu'il infectait également la plupart des cellules dites « adhérentes » 

(cellules endothéliales, cellules épithéliales, fibroblastes) [114]. Une autre équipe a 

montré que certaines cellules présentes dans le tissu musculaire étaient des cibles du 

virus du chikungunya [115]. Une étude ultérieure, in vivo sur des singes, a prouvé que 

les cellules concernées étaient les macrophages et les cellules dendritiques, impliquées 

dans les premières étapes des mécanismes de défense de l’organisme. Ces cellules 

peuvent héberger le virus plusieurs mois et infiltrer les articulations, muscles, organes 

lymphoïdes et le foie, ce qui peut expliquer les symptômes typiques de cette maladie, 

comme les douleurs musculaires et articulaires très invalidantes observées à long terme 

chez les patients [116] (Figure 11).  

 
Figure 11 : Cellules cibles du CHIKV 

(Source : Labadie, 2010 [116]) 
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3.2 Stratégies de lutte contre le CHIKV  

3.2.1 Lutte anti-vectorielle 

La stratégie de lutte anti-vectorielle consiste à lutter en amont contre les 

moustiques vecteurs de la maladie. Deux luttes anti-vectorielles peuvent être 

envisagées : la lutte mécanique et la lutte chimique et/ou biologique.  

 Lutte mécanique 

La lutte mécanique consiste à combattre dans un premier temps la reproduction 

et la prolifération des moustiques par élimination des gîtes larvaires d'eau stagnante. 

Dans un second temps, il est demandé de se protéger des piqûres en utilisant par 

exemple des lotions répulsives de durée d’efficacité limitée (4 à 8 heures selon les 

produits), qui doivent comporter du DEET (N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide), de la 

picaridine, de l’IR3535 (3-[acétyl(butyl)amino]propanoate d’éthyle) ou du citriodol®, à 

des concentrations précises. 

Enfin, en raison de la très forte virémie (jusqu'à 1012 copies de virus par millilitre 

de sang chez le malade pendant la première semaine de la maladie), il est également 

demandé d’isoler les malades, afin de limiter la prolifération de la maladie. Par ailleurs, 

le chikungunya fait partie de la liste des maladies à déclaration obligatoire en France 

métropolitaine, aux Antilles, dans le Pacifique français, et à La Réunion depuis le 19 

décembre 2008 (Décret n° 2008-1355 du 19 décembre 2008).  

 Lutte chimique et/ou biologique 

La lutte chimique et/ou biologique est réalisée au niveau communautaire dans le 

cadre d’un traitement prophylactique, par épandage aérien d’insecticides. Des 

pyréthrinoïdes de synthèse comme la perméthrine ou la deltaméthrine peuvent être 

utilisés comme adulticides et le Bacillus thuringiensis israelensis (BTI) comme larvicide 

[117]. 
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3.2.2 Molécules antivirales ciblant le CHIKV 

A ce jour, aucun agent antiviral n'existe pour lutter efficacement contre le CHIKV. 

Le traitement reste donc purement symptômatique : contrôle de la fièvre et des 

douleurs au moyen de paracétamol, d'anti-inflammatoires non stéroïdiens, de 

glucocorticoïdes et, dans les cas les plus graves de rhumatismes chroniques post-

chikungunya, en utilisant du méthotrexate [118, 119]. 

 
Depuis 2004, plusieurs études ont été menées pour identifier des molécules 

antivirales ciblant le CHIKV. 

Briolant et al. (2004) ont testé quatre molécules et quatre polysaccharides 

sulfatés. La ribavirine, active sur d’autres Alphavirus, a été utilisée comme témoin 

positif. La cytotoxicité des composés a été testée sur des cellules de singes (Vero cells) 

infectées par le CHIKV. Les inhibiteurs les plus sélectifs ont été les interférons α (2a et 

2b) et le polysaccharide iota-carraghénane. La ribavirine et la 6-azauridine ont présenté 

des indices de sélectivité plus faibles en raison de leur effet cytostatique. L’association 

interféron α et ribavirine a montré un effet synergique d’inhibition in vitro de la 

réplication du CHIKV, activité toutefois non démontrée in vivo. [120].  

 Khan et al. ont évalué les effets in vitro prophylactiques et thérapeutiques de la 

chloroquine sur la réplication du CHIKV dans des cellules Vero. La chloroquine diminue 

l’infection au CHIKV d'une manière dose-dépendante (concentrations efficaces de 5 à 20 

µM), avec un effet inhibiteur maximum dans les 1-3 heures après l'infection. Une 

addition simultanée de la chloroquine avec le virus, ou un traitement des cellules avant 

l'infection réduit considérablement le nombre de copies du génome viral. Par ailleurs, la 

chloroquine est inefficace une fois que le virus passe les premières étapes de l'infection 

[121]. 

En 2011, le médicament antiviral Arbidol (ARB) utilisé en Russie pour la 

prophylaxie et le traitement des infections respiratoires aigües, a été testé contre le 

CHIKV. ARB inhibe la prolifération cellulaire du virus dans les cellules Vero et MCR-5 

(CI50 ≤ 10 µg/mL pour une CC50 ≥ 200 µg/mL) en bloquant les premières étapes du cycle 

de réplication (attachement du virus et/ou son entrée dans la cellule) en ciblant la 

membrane cellulaire [122]. 
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Bassetto et al. ont réalisé des modélisations moléculaires dans le but de trouver 

des inhibiteurs possibles de la protéine structurale nsP2. 350000 composés ont été 

simulés, et un composé a été identifié comme capable d’empêcher la mort cellulaire 

induite par le CHIKV [123]. 

Enfin, Ahola et al. ont créé une lignée cellulaire réplicon du CHIKV, sur laquelle 

ont été testés différents composés qui présentaient déjà une activité contre le Semliki 

Forest Virus (SFV). Ce criblage a permis de mettre en évidence quatre flavonoïdes 

inhibiteurs de l’expression de ce réplicon : la chrysine, la naringénine, l’apigénine et la 

silybine. Cette lignée réplicon CHIKV a été validée pour le criblage de banques chimiques 

importantes dans un système entièrement automatisé de 384 puits [124]. 

3.2.3 Le programme Phytochik 

A La Réunion, la stratégie de lutte contre le CHIKV s’est traduite, en juin 2006, à la 

création par les autorités françaises du Centre de Recherche et de Veille sur les maladies 

émergentes dans l’Océan Indien (CRVOI).  

Le premier objectif de ce centre de recherche est d'améliorer, en ce qui concerne 

les maladies infectieuses à risque épidémique, la connaissance, la détection, la prévision, 

la prévention, le contrôle et l'information. Un autre objectif est d’insérer les régions 

d’outre-mer exposées à ces risques, dans une dynamique scientifique de haut niveau, 

notamment en mettant en place des programmes de recherche interdisciplinaires sur les 

maladies infectieuses émergentes et en mobilisant, au travers d’appels à projets, des 

réseaux de chercheurs implantés dans la région, en collaboration avec des partenaires 

métropolitains et internationaux. Le programme de recherche PHYTOCHIK est un des 

exemples de collaboration interdisciplinaire, mis en place en 2009 suite à un appel à 

projet du CRVOI. L'ambition de ce programme, intitulé « Biodiversité et virus émergents 

dans l’Océan Indien : sélection de candidats médicaments ciblant le virus chikungunya », 

était de découvrir des médicaments potentiels issus de la biodiversité de la zone Océan 

Indien dans le traitement des maladies virales émergentes comme le CHIKV. 
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 3.2.3.1 Présentation 

Dans ce programme, la flore qui a été étudiée est celle de la zone Océan Indien et 

plus précisément des îles Réunion, Maurice et Madagascar. Il s’agissait tout d’abord pour 

chacune des trois îles, d’établir une liste de plantes à étudier en fonction des utilisations 

ethnopharmacologiques. Ces plantes ont été choisies en fonction de leurs utilisations 

pharmacologiques (lutte contre les rhumatismes, les douleurs articulaires, la fièvre), en 

fonction de la littérature (espèces connues pour contenir des molécules antivirales) 

mais aussi en fonction de la disponibilité de la matière première. Après constitution de 

cette liste de plantes, des botanistes locaux ont réalisé la collecte des plantes 

sélectionnées. Chacune des plantes récoltées a été extraite à l’acétate d’éthyle. Les 

extraits ont été filtrés sur cartouche de polyamide, répertoriés dans une base de 

données, mis en plaque de 96 puits et testés sur des cellules saines de singe (Vero cells) 

et des cellules infectées par le CHIKV. Les résultats obtenus lors de ce programme ont 

permis d’établir une première liste de plantes présentant des extraits capables d’inhiber 

sélectivement la réplication virale du CHIKV. La suite de ce programme comprenait le 

fractionnement bioguidé des espèces actives dans le but de mettre en évidence les 

molécules responsables de l’activité antivirale, puis la réalisation d’un test enzymatique 

sur les molécules actives pures pour comprendre leur mécanisme d’action.  

3.2.3.2 Consortium 

Ce projet a nécessité une collaboration entre laboratoires de domaines 

scientifiques distincts : la phytochimie et la virologie. Un consortium a été mis en place 

constitué de trois laboratoires régionaux, deux laboratoires métropolitains et un 

laboratoire belge. Ces institutions ont eu chacune un rôle bien défini lié à leur domaine 

de compétences.  

L’équipe Pôle Substances Naturelles Plantes (PSN-P) de l’Institut de Chimie des 

Substances Naturelles (ICSN), dirigée par Françoise Guéritte (DR CNRS) a coordonné 

l’ensemble des travaux effectués. Elle a été chargée de réceptionner, de référencer et de 

mettre en plaque de 96 puits tous les extraits de plantes provenant des trois îles 

concernées et elle a également contribué au fractionnement bioguidé de certains extraits 

végétaux ainsi qu’à la caractérisation des molécules actives. 
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 Les trois institutions régionales ont été les spécialistes locaux de la flore de 

l’Océan Indien. Elles ont sélectionné les plantes à cribler, réalisé les extraits végétaux et 

participé à l’étude phytochimique de certaines d’entre elles. La Réunion a été 

représentée par le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et des Sciences des 

Aliments (LCSNSA) sous la coordination du Pr. Jacqueline Smadja, l’île Maurice par la 

Faculté des Sciences de l’Université de Maurice (Pr. Ameenah Gurib-Fakim), et 

Madagascar par l’Institut Malgache de Recherches Appliquées (IMRA) sous la 

coordination du Pr. Philippe Rasoanaivo. 

Le test d'évaluation de l'activité antivirale d’inhibiteurs du CHIKV sur des cellules 

infectées de singes (Vero cells) a été réalisé par  l'équipe du Dr. Pieter Leyssen, au sein 

du groupe de recherche LVC-RIMR (Laboratoire de Virologie et de Chimiothérapie du 

Rega Institute for Medical Research, Louvain, Belgique) dirigé par le Pr. Johan Neyts. 

Enfin, l'évaluation de l’effet inhibiteur des molécules antivirales isolées sur des 

cibles spécifiques a été réalisée par la plateforme de criblage Marseille – Luminy 

(PCML), dirigée par le Pr Jean Claude Guillemot (Architecture et Fonction des 

Macromolécules Biologiques (AFMB), Marseille). En particulier, la tâche du laboratoire 

AFMB, dirigé par Bruno Canard (DR CNRS), était d’apporter des outils pour la 

caractérisation des mécanismes de l’activité antivirale, sur le plan fonctionnel et 

structurel, en raison de son expertise dans la caractérisation structurale et fonctionnelle 

des protéines virales.  

 3.2.3.3 Le test antiviral (Rega Institute for Medical Research, Louvain, Belgique) 

Lors de ce criblage, la capacité des extraits à inhiber sélectivement la réplication 

cellulaire du CHIKV a été évaluée pour plusieurs concentrations (de 50 à 0,8 µg/mL). 

Pratiquement, deux tests ont été réalisés : un test anti-métabolique où la cytotoxité de 

l’extrait a été évaluée sur des cellules saines et un test antiviral où le pouvoir antiviral de 

l’extrait a été évalué sur des cellules contaminées par le CHIKV. La viabilité cellulaire a 

été mesurée, pour ces deux tests, en utilisant le MTS (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium), révélateur coloré 

permettant d’établir une relation de proportionnalité entre l’absorbance mesurée et le 

nombre de cellules vivantes. Les absorbances ont été mesurées à 498 nm, puis calculées 

en pourcentage d’inhibition en fonction du contrôle (cellules saines non traitées 
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correspondant à 100 % de viabilité cellulaire). Le test anti-métabolique a permis le 

calcul de la CC50 (concentration cytotoxique pour laquelle 50 % d’inhibition du 

métabolisme des cellules saines est observé) et le test antiviral a permis le calcul de la 

CE50 (concentration efficace pour laquelle 50 % d’inhibition de l’effet cytopathique 

induit par le virus sur les cellules infectées est observé) (Figure 12).  

 
Figure 12 : Représentation schématique des CC50, CE50 et CE90 pour le test antiviral (CHIKV) 

Légende : 
Courbe verte : Courbe de cytotoxicité de l’extrait de plante sur cellules Vero non infectées 
Courbe rouge : Courbe d’inhibition de l’effet cytopathique induit par le virus sur les cellules infectées 
CC50 : Concentration Cytotoxique, pour laquelle 50 % d’inhibition du métabolisme des cellules saines est observé 
CE50/90 : Concentration Efficace, pour laquelle 50 % et 90% d’inhibition de l’effet cytopathique induit par le virus 
sur les cellules infectées est observé 

 

Les extraits identifiés comme sélectifs vis-à-vis du CHIKV ont présenté : 

- une CC50 élevée : extraits non toxiques pour les cellules Vero, ne causant pas d’effet 

cytostatique, n’altérant pas leur métabolisme. 

- une CE50 faible : extraits inhibant l’effet cytopathique du virus sur les cellules Vero.  

Pour ces extraits, une vérification au microscope a été réalisée pour exclure les 

faux positifs. La morphologie de la monocouche cellulaire (confluente, dispersée), la 

morphologie de la cellule (similaire aux cellules saines, effet toxique), et l’effet 

cytopathique induit par le virus (début, total) ont été évalués et notés de 0 (cellules 

saines) à 5 (cellules infectées). Un extrait a été jugé actif contre le CHIKV s’il présentait 

une CE50 intéressante et si, pour au moins une des concentrations testées, les deux notes 

obtenues pour les tests anti-métabolique et antiviral ont été proches de 0. Chaque test a 

été fait en duplicat pour vérifier la reproductibilité des résultats.  
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3.2.3.4 Les résultats obtenus 

Au total, grâce à l’expertise des institutions et partenaires locaux, 972 plantes ont 

été sélectionnées. Ces plantes ont été choisies en fonction de leurs utilisations 

ethnopharmacologiques (lutte contre les rhumatismes et les douleurs articulaires), en 

fonction de la littérature (espèces connues pour contenir des molécules antivirales) 

mais aussi en fonction de la disponibilité de la matière première. Le test antiviral ciblant 

le CHIKV réalisé sur l’ensemble de ces 1554 extraits a permis d’établir une liste de 

plantes proposant des extraits actifs contre le virus du chikungunya. Respectivement 

quatorze, huit et six extraits de plantes de Madagascar, La Réunion et Maurice ont 

montré une activité antivirale ciblant le virus du chikungunya. Le bilan des résultats est 

présenté dans le Tableau II. 

Tableau II 
Résultats du criblage antiviral ciblant le CHIKV des plantes sélectionnées 

Lieu de collecte 
Nombre de plantes 

sélectionnées 
Nombre d’extraits 
végétaux réalisés 

Nombre de « Hits » 
confirmés 

Madagascar 682 1090 14 

La Réunion 171 320 8 

Maurice 119 144 6 

 

Pour La Réunion, les huit plantes « candidats potentiels » sont : 

- Agarista buxifolia G. Don, Ecorce, Ericaceae 

- Aphloia theiformis (Vahl.) Benn., Feuilles, Aphloiaceae 

- Croton mauritianus Lam., Feuilles, Euphorbiaceae 

- Doratoxylon apetalum (Poir.) Radlk., Feuilles, Sapindaceae 

- Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill, Ecorce, Fabaceae 

- Phyllanthus phillyreifolius Poir., Feuilles, Phyllanthaceae 

- Securinega durissima J.F. Gmell., Ecorce, Euphorbiaceae 

- Stillingia lineata Lam. Müll. Arg, Ecorce, Euphorbiaceae 
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Deuxième partie :  

Criblages d’activités biologiques 

 

 

  

Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill 
Fabaceae 
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 Introduction  

 

Les criblages d‘activités biologiques réalisés dans ces travaux ont pour but de 

mettre en évidence des extraits de plantes réunionnaises biologiquement intéressants 

vis-à-vis du stress oxydatif et de l’inflammation.  

Dans cet objectif, dix-huit plantes ont été sélectionnées et trois activités 

biologiques ont été évaluées. Dans un premier temps, la cytotoxicité des extraits 

végétaux a été évaluée sur des monocytes humains indifférenciés (cellules THP-1). Dans 

un second temps, l’activité antioxydante des extraits a été évaluée in cellulo sur des 

globules rouges humains (test d’hémolyse). Quatre autres tests chimiques (TEAC, FRAP, 

ORAC, DPPH) ainsi qu’une évaluation de la teneur en composés phénoliques (FOLIN) ont 

également été réalisés. Enfin, un test d’activité anti-inflammatoire a été mené sur des 

macrophages murins (cellules RAW-BlueTM).  

Avant ces travaux, aucun criblage d’activité anti-inflammatoire n’a été réalisé sur 

les espèces végétales de La Réunion. Par ailleurs, aucun test in cellulo n’a été effectué 

pour évaluer la capacité antioxydante des extraits de ces plantes.  

En 2004, Poullain et al. ont évalué l’activité antioxydante de 274 extraits MeOH et 

DCM provenant de 75 plantes endémiques ou indigènes de l’île. Ce large criblage a été 

effectué par des tests qualitatifs réalisés par chromatographie sur couche mince. Les 

propriétés de piégeage des radicaux libres (DPPH, radical 1,1-diphényl-2-

picrylhydrazyle) et antioxydantes (β-carotène) ont été évaluées. Un potentiel de 

piégeage des radicaux libres a été mis en évidence pour 73 % des plantes testées et 32 % 

ont présenté une activité antioxydante [45]. 

D’autres études ont été menées par des équipes mauriciennes sur des espèces 

communes aux deux îles. Elles ont été réalisées par des tests chimiques 

(TEAC/FRAP/piégeage de HOCl/ Cuivre-phénanthroline/ Peroxydation lipidique) et ont 

permis de mettre en évidence le potentiel antioxydant de plantes appartenant 

principalement aux familles des Rubiaceae et Myrtaceae [125, 126].  
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Les criblages d’activités antioxydante et anti-inflammatoire réalisés dans ces 

travaux sont donc les premiers à rendre compte du potentiel antioxydant in cellulo 

d’extraits végétaux réunionnais ainsi que de leur potentiel anti-inflammatoire. 
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Chapitre II-1 Plantes étudiées et tests d’activités réalisés 

1.1 Sélection des plantes 

Dix-huit plantes réunionnaises, peu ou pas étudiées, ont été sélectionnées en 

fonction de leurs utilisations traditionnelles pour des pathologies liées à l’inflammation 

(cystite*, dysenterie*, néphrite*, bronchite, cicatrisation des plaies), aux maladies 

cardiovasculaires (propriété antihypertensive) ou encore au diabète et à l’obésité 

(allégations d'effets hypoglycémiant et amaigrissant). Ces plantes ont également été 

sélectionnées en fonction des données de la littérature.  

Le Tableau III (cf. p. 57-59) présente les dix-huit espèces qui ont été 

sélectionnées. Les statuts d’indigénat ou d’endémicité, les parties testées, les utilisations 

traditionnelles et les espèces du genre présentant les activités biologiques recherchées 

ont été mentionnés. Ce tableau présente également les autres activités biologiques les 

plus souvent décrites pour le genre ainsi que les familles de molécules les plus souvent 

rencontrées, en précisant les espèces concernées.  
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Tableau III  
Recherche bibliographique sur les dix-huit plantes réunionnaises sélectionnées pour les criblages d’activités cytotoxique, antioxydante et anti-inflammatoire 

Familles Espèces Parties a Statuts b Utilisations traditionnelles Récents travaux sur des plantes appartenant au même genre 
Antioxydante/Antiradicalaire Anti-inflammatoire Autres activités biologiques Molécules isolées 

Annonaceae Xylopia richardii 
Boivin ex Baill. 
 

 

E Run/Mau Non connues - X. championii [127] 
- X. aethiopica [128-130] 

- X. frutescens  [131] 
 

- Antiappétant* : X. aethiopica [132, 133] 
- Antimicrobien : X. parviflora/X. aethiopica [134-136], X. aromatica/ 
X. emarginata [137, 138] 
- Cytotoxique : X. aromatica [139, 140] 
- Génotoxique/mutagène : X. sericeae [141] 
- Antimalarial : X. sp. [142, 143], X. aromatica [144]  
- Cardiovasculaire : X. langsdorffianna [145], X. aethiopica [146] 
- Diurétique : X. aethiopica [146] 
- Radioprotecteur contre rayons gamma : X. aethiopica [129] 

- Sesquiterpènes dimériques : X. aromatica [147], X. vielana [148, 149] 
- Labdanes dimériques : X.aromatica [150] 
- Stéroïdes : X.aromatica [150], X. brasiliensis [151] 
- Flavonoïdes : X. ferruginea [152], X. emarginata [153] 
- Sesquiterpènes : X.brasiliensis [151], X. emarginata [153] 
- Stérols : X. emarginata [153] 
- Diterpènes : X. cayennensis [154], X. emarginata [155], X.brasiliensis [151], 
Xylopia sp. [156] 
- Alcaloïdes : X.brasiliensis [151], X. championii [157],  X.parviflora [158, 159], X. 
emarginata [153],  X. ferruginea [152] 

Apocynaceae Carissa spinarum L. 
 

 

E In Plaies, néphrite*, gastralgie*, 
tonique, stomachique*, chancres*, 
ulcères, furoncles, dartres, gale, 
blennorragie*, calculs rénaux, 
goutte, anthelmintique*, anti-
diabétique, fébrifuge* et 
expectorant* [23, 32] 

- C. spinarum  [45, 160, 161] 
- C. opaca  [162, 163] 
- C. carandas [164] 

- C. spinarum [165] - Anticonvulsif : C. edulis [166], C. spinarum [167] 
- Diurétique : C. edulis [168] 
- Antimicrobien : C. lanceolata [169], C. spinarum [165] 
- Antidiabétique : C. carandas [170, 171], C. edulis [172]  
- Cytotoxique : C. carandas [173] 
- Antiviral : C. carandas [174], C. edulis [175] 
- Hépatoprotecteur : C. spinarum [176], C. carandas [177], C. opaca 
[163] 
- Fébrifuge : C. spinarum [178] 
- Anti-arthritique : C. spinarum [179] 

- Sesquiterpènes et lignanes : C. edulis [180, 181], C. lanceolata [169], C. 
carandas [164, 182], C. spinarum [161] 
- Cardénolides : C. carandas [183]  
- Saponines et composés phénoliques : C. edulis [184] 
- Triterpènes : C. spinarum [160], C. carandas [173] 

 Polyscias repanda 
(DC.) Baker 
 

 
 

F Run Non connues - P. filicifolia [185] 
- P. pinnata [186] 

- P. murrayi [187] 
- P. filicifolia [185] 
- P. fruticosa [188] 

- Molluscide : P. dichroostachya [189] - Saponines :  P. fructicosa [190], P. fulva [191], P. dichroostachya  
- Flavonoïdes : P. pinnata [186] 

 
Vernonia fimbrillifera 
(Cass.) Less. 
 

 

F Run Non connues 
 

- V. amygdalina  [192-194] 
 

- V. scorpioides [195, 196] 
- V. cinerea [197-200] 
- V. amygdalina [201] 
- V. triflosculosa [202]  
- V. cumingiana : [203, 204] 
 
 

- Hépatoprotecteur : V. amygdalina [194] 
- Vasodilatateur : V.polyanthes [205] 
- Antiulcéreux : V. kotschyana [206], V. polyanthes [207] 
- Antimicrobien : V. amygdalina [208, 209], V. guineensis [210, 211], 
V. colorata [212],  V. anthelmintica [213], V. cinerea [214], V. 
arborea [215, 216], V. staehilinoides [217] 
- Hypoglycémiant : V. amygdalina [218, 219], V. anthelmintica [220], 
V. colorata [221] 
- Cytotoxique : V. bockiana [222], V. scorpioides [223], V. 
staehilinoides [217], V. anthelmintica [224] 
- Anticancéreux : V. amygdalina [225], V. guineensis [226] 
- Antidiabétique : V. amygdalina [227] 
- Purgatif : V. amygdalina [228, 229] 
- Antimalarial : V. lasiopus [230], V. amygdalina [231] 

- Lactones sesquiterpéniques : V. amygdalina [208], V.scorpioides[223], V. colorata 
[212, 216], V. cumingiana [232], V. cinerea [197] 
- Flavonoïdes : V. scorpioides [223], V. fruticulosa [233], V. anthelmintica [234], V. 
galamensis [235], V. amygdalina [236] 
- Stéroïdes  :  V. anthelmintica [213, 237], V. guineensis [210, 238, 239], V. 
cumingiana [203, 204], V. kostchyana [240] 
- Hirsutinolides : V. staehilinoides [217],  V. triflosculosa [202] 
- Diterpènes : V. triflosculosa [202] 
- Cardinanolides : V. fruticulosa [233] 
- Dimères d’élémanolides : V. anthelmintica  [224] 

Celastraceae Cassine orientalis 
(Cav.) Harms 
(syn. Elaeodendron 
orientale) 

 
 

F Mas Vomitif, diarrhée infantile, 
blennorragie, émollientes, 
circulation sanguine, hypertension 
[31, 241] 
 

- C. transvaalensis [242, 243] 
- C. orientalis [241] 
 

- E. transvaalensis  [244] - Antimicrobien : C. transvaalensis [245],  E. schlechteranum [246], 
E. buchannanii [247], C. papillosa [248] 
- Cytotoxique : E. transvaalensis  [243, 249], E. alluaudianum [250], 
E. croceum [251]  
- Anti-VIH : E. schechheranum [252], C. xylocarpa [253], E. croceum 
[254], E. transvaalensis [244] 
- Hypoglycémiant : E. transvaalensis  [249] 
- Antiappétant : E. buchananii [255] 
 
 

- Triterpènes : C. transvaalensis [256], C. papillosa [257], C. xylocarpa [253, 258], 
C. balae [259-262], E. balae [263] 
- Triterpènes/Composés phénoliques : E. schechheranum [252] 
- Flavonoïdes : C. papillosa [257], E. balae [263] 
- Glycosides cardiotoniques: E. glaucum [264] 
- Sesquiterpènes : E. buchananii [265] 
- Cardénolides glucosidiques : E. alluaudianum [250] 

Dryopteridaceae Dryopteris 
wallichiana (Spreng.) 
Hyl. ssp. 
madagascariensis (C. 
Chr.) J.P. Roux. 
 

 
 

P/R Run/Mau Non connues - D. crassirhizoma [266] 
- D. erythrosora [267] [268] 
- D. fragrans [269, 270] 
- D. cochleata [271] 
- D. sp. [272] 

- D. chrysocoma [273] 
- D. crassirhizoma [274] 

- Piscicide : D. fragrans [275, 276] 
- Anti-VIH : D. crassirhizoma [277, 278] 
- Antimicrobien : D. crassirhizoma [279, 280], D. sp. [281], D. 
wallichiana [282]  
- Anti-diabétique : D. fragrans [283] 
- Cytotoxique / inhibition acétylcholinestérase : D. erythrosora [268] 
- Anticancéreux : D. crassirhizoma [284], D. fragrans [275, 285], D. 
sp. [286] 

- Phloroglucinols : D. wallichiana [282], D. bissetiana [287], D. dickinsii [288], D. 
sp. [289, 290], D. abbreviata [291], D. subimpressa [292], D. atrata [293], D. 
fragrans [275, 276], D.vilarii et D. arguta [289], D. crassirhizoma [278, 294, 295], 
D. parallelogramma et D. patula [296], D. fusco-atra, D. hawaiiensis [297] 
- Flavonoïdes : D. sp. [298], D. crassirhizoma [277, 278, 295], D. erythrosora [267], 
D. sublaeta [299] 
- Triterpènes : D. crassirhizoma [278, 300, 301] 
- Kauranes : D. crassirhizoma [278] 
- Sesquiterpènes : D. fragrans [302] 
- Margspidine : D. bissetiana, D. pacifica, D. saxifrag, D. sacrosancha [287] 
- Stilbènes : D. sublaeta [303] 
- Composés phénoliques : D. crassirhizoma [304] 
- Acide carbamique : D. wallichiana [305] 
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Tableau III (suite) 

Familles Espèces Parties a Statuts b Utilisations traditionnelles Récents travaux sur des plantes appartenant au même genre 
Antioxydante/Antiradicalaire Anti-inflammatoire Autres activités biologiques Molécules isolées 

Ericaceae Agarista buxifolia 
(Comm. ex Lam.) G. 
Don 

 
 

E/F In Rhumatismes, hémorroïdes, gale, 
maladies vénériennes*, 
dermatologie  
[11-13, 32, 306]  
 

_ _ 

- Insecticide : A. salicifolia [307] 
- Antifongique : A. salicifolia [247] 
- Curarisant* : A. salicifolia  [308-310] 
- Toxique : A. salicifolia [311, 312] 
- Antidiabétique : A. mexicana [313] 
- Hypoglycémiant : A. mexicana [314] 

- Grayanotoxines : A. polyphylla [315] 
- Flavonoïdes : A. salicifolia [316] 
- Triterpènes : A. salicifolia [317],  A. mexicana [318] 

Euphorbiaceae Acalypha integrifolia 
Willd.  

 

E In Dépuratif*, astringent [31] - A. integrifolia [45] 
- A. indica [319] 
- A. fructicosa [320-322] 
- A. wilkesiana [323] 
- A. hispida [324, 325] 
- A. brachystachya [326] 
- A. platyphilla [327] 

- A. wilkesiana [328] 
- A. indica [329, 330] 
- A. alopecuroidea [331, 332] 

- Hypoglycémiant : A. capitata  [333], A. wilkesiana [323] 
- Cytotoxique : A. wilkesiana [334] 
- Cicatrisant : A. indica [335, 336], A. langiana [337] 
- Immunomodulant : A. wilkesiana [338] 
- Analgésique : A. wilkesiana [339] 
- Antimicrobien : A. wilkesiana [340, 341], A. siamensis [342], A. 
ornate [343] 
- Antimalarial : A. wilkesiana [339] 
- Anti-venin : A. indica [319] 

- Terpènes : A. macrostachya [344], A. hispida [324] 
- Amides : A. diversifolia [344] 
- Anthocyanes : A. hispida [345] 
- Flavonoïdes : A. indica [346] 
- Dérivés cyanopyridones : A. indica [347] 
- Composés phénoliques : A. australis [348] 

 Stillingia lineata 
(Lam.) Müll.Arg. ssp. 
lineata 

 
 

E/F Mas Non connues 

_ _ 

- Siccatif : S. sylvatica [349] 
- Irritant : S. sylvatica [350] 
- Cytotoxique : S. lineata [351],  S. oppositifolia [352] 
- Protéolytique : S. patagonica [353] 
- Antimicrobien : S. oppositifolia [352] 

- Triterpènes : S. oppositifolia  [352] 
- Alcaloïde : S. sylvatica [354] 
- Tanins catéchiques : S. lineata [31] 
- Diterpènes/Triterpènes : S. sanguinolenta [355], S. sylvatica [350] 

Fabaceae Indigofera 
ammoxylum (DC.) 
Polhill 
 

 

E/F Run Hypoglycémiant, amaigrissant [23] - I. ammoxylum [45] 
- I. tinctoria [356-358] 
- I. aspalathoides [359, 360] 
- I. oblongifolia [361] 
- I. sp. [362] 
- I. trita [363] 
- I. cassioides [364] 
- I. linnaei [365] 
- I. caeruela [366] 

- I. aspalathoides [359, 367] 
- I. hetrantha [368, 369] 
- I. pulchra [370] 
- I. suffruticosa [371] 

- Antimicrobien : I. dendroides [372], I. oblongifolia [373, 374], I. 
suffruticosa [375], I. daleoïdes [376], I. aspalathoides  [377], I. 
tinctoria [378], I. pulchra [379], I. longeracemosa [380], I. 
emarginella [381] 
- Hépatoprotecteur : I. tinctoria [382-386], I. oblongifolia [361], I. 
aspalathoides [387], I. trita [363] 
- Néphroprotecteur* : I. barberi [388] 
- Neuroprotecteur : I. tinctoria [389] 
- Antitumoral : I. aspalathoides [390-392], I. suffruticosa  [393], I. 
trita [394], I. tinctoria [395], I. cassioides [364], I. linnaei [365] 
- Chimioprévention : I. aspalathoides [396, 397] 
- Cytotoxique : I. aspalathoides [398], I. cassioides [364], I. linnaei 
[365] 
- Toxique : I. endecaphylla [399-403], I. hochstetteri [404], I. tinctoria 
[405] 
- Hépatotoxique : I. spicata [406] 
- Embryotoxique : I. suffructicosa [407]  
- Tératogène : I. spicata [406] 
- Mutagène : I. suffruticosa/I. truxillensis [408] 
- Antituberculose : I. longeracemosa [380] 
- Antiulcéreux : I. suffruticosa [409], I. longeracemosa [410] 
- Anti-dyslipidémique* : I. tinctoria [411] 
- Antidiabétique/ antihyperglycémiant/ hypoglycémiant : I. arrecta 
[412-414], I. mysorensis [415], I. aspalathoides [377], I. pulcha [416, 
417] 

- Flavanoïdes : I. hebepetala [418, 419], I. linnaei [420], I. hetrantha [368, 421], I . 
tinctoria [411], I. aspalathoides [398], I. zollingeriana [422], I. suffruticosa/I. truxillensis 
[408, 423] 
- Roténoïdes: I. tinctoria [378, 424] 
- Arylbenzofuranes : I. microcarpa [425] 
- Coumarines : I. oblongifolia [426] 
- Abiétanes : I. longeracemosa [427] 
- Acylphloroglucinols et lignanes : I. hetrantha [369] 
- Triterpènes : I. oblongifolia [428] 
- Monoterpènes glucosidiques : I. hetrantha [429] 
- Hydrocarbures sesquiterpéniques : HE de I. microcarpa [430] 
- Indigocarpan et mucronulatol : I. aspalathoides [359] 
- Acide trans-tétracos-15-énoïque : I. tinctoria [384] 
- Aminoacide  I. spicata [431] 
- Galactomannane : I. spicata [432], I. tinctoria [433] 
- Acide hiptagénique/ acide β-nitropropionique : I. endecaphylla [399, 400, 434] 
- Nitropropanylglucopyranoside : I. suffruticosa [435], I. linnaei [436], I. carlesii [437],  I. 
kirilowii [438] 
- 3-nitropropanoyl ester de glucose : I. suffruticosa [439], I. kirilowii [440, 441] 
- Glucopyranosides acylés: I. oblongifolia [442] 
- Xanthène : I. longeracemosa [443] 
- Décahydropyridoquinoline : I. longeracemosa [427] 
 

Lamiaceae Clerodendrum 
heterophyllum (Poir.) 
R.Br. 
 

 

F Mas Fièvre, dysenterie, jaunisse, 
hépatite, maladies vénériennes, 
fièvre paludéenne  
[12, 13, 32, 444] 

- C. siphonathus [445] 
- C. infortunatum [446] 
- C. glandulosum [447] 
- C. sp. [448] 
- C. colebrookianum [449] 
- C. heterophyllum [45] 
- C. inerme  [450] 
- C. trichotomum [451-453] 
- C. indicum [454] 
 

- C. petasites [455] 
- C. phlomidis [456] 
- C. glandulosum [447] 
- C. floribundum [457] 
- C. cyrtophyllum [458] 
- C. sp. [459] 

- Antidiarrhéïque : C. phlomidis [460] 
- Bronchodilatateur : C. petasites [461] 
- Antimutagène : C. myricoides [462, 463] 
- Antimalarial : C. myricoides [230] 
- Cytotoxique : C. myricoides [464], C. inerme [465] 
- Hépatoprotecteur : C. inerme [466] 
- Antihypertensif : C. colebrookianum [467] 
- Hypoglycémiant et hypolipidémiant : C. capitatum [468] 

- Stérols, cétones aliphatiques : C. inerme [469] 
- Glycosides cyanogéniques : C. grayi [470] 
- Diterpènes : C. inerme [471], C. mandarinorum [472] 
- Mégastigmane et iridoïdes glucosidiques : C. inerme [473] 
- Stéroïdes : C. colebrookianum [474] 
- Clérostérols : C. quadriloculare [475] 
- Coumaramides glycosidés : C. cyrtophyllum [458] 
- Quertecine : C. infortunatum [476] 
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Tableau III (suite) 

Familles Espèces Parties a Statuts b Utilisations traditionnelles Récents travaux sur des plantes appartenant au même genre 
Antioxydante/Antiradicalaire Anti-inflammatoire Autres activités biologiques Molécules isolées 

Meliaceae Turraea casimiriana Harms 

 
 

E/F Mas Hypertension, rhumatismes, 
goutte, sudorifique, dépuratif, 
dysménorrhée*, gale, chylurie*, 
albuminurie* [23, 32] 

- T. floribunda  [477] - T. floribunda [477] 
 

- Antimicrobien : T. wakefieldii [478], T. floribunda [479], T. robusta [480] 
- Antihypertensif :  T. casimiriana [34] 
- Antimalarial : T. robusta [480] 

- Limonoïdes : T. wakefieldii [478], T. floridunda [481-484], T. 
holstii [485], T.obstusifolia / T. parvifolia [486] 
- Tétranortriterpénoïdes : T. parvifolia [487] 
- Stéroïdes : T. pubescens [488] 
 
 

Myrtaceae Eugenia buxifolia Lam. 
  
 

 

E Run Cystite, angine, dépuratif 
[31] 

- E. jambolana [489-491] 
- E. pollicina [126] 
- E. carophyllata [492] 
- E. sp. [125, 126, 493] 
- E. uniflora [494, 495] 

- E. jambolona [489] - Anticancéreux : E. sandwicensis [496] 
- Antihyperglycémiant : E. jambolana [497-499], E. uniflora [500] 
- Hypotensif : E. uniflora [501, 502] 
- Antimicrobien : E. uniflora [495], E. jambolona [489, 503], E. 
dysenterica [504] 
- Antidiabétique : E. jambolina [505] 
- Gastroprotecteur/ hépatoprotecteur/ anti allergène/ anticancéreux/ 
cardioprotecteur/ antidiarrhéique/ antiviral : E. jambolona [489] 
- Anti-dépresseur : E. sp. [506] 

- Acides alliphatiques/anthocyanes/phytostérols/composés 
phénoliques/ flavonoïdes : E. jambolona [489] 
- Composés phénoliques : E. caryophyllate [507] 
- Caroténoïdes : E. uniflora [508] 

 Syzygium borbonicum 
J.Gueho et AJ.Scott. 

 

F Run Non connue  - S. sp. [125, 126, 493] 
- S. cumini/ S. jambolanum [509-512] [513] 
- S. polyanthum [514] 
- S. aromaticum [515] 

- S. cumini [516] [517, 518] 
- S. samarangense [519] 
- S. aromaticum  [520, 521] 
- S. alternifolium [522] 

- Analgésique : S. jambos [523] 
- Antihyperglycémiant/ hypoglémiant : S. aqueum [524], S. alternifolium 
[525],  S. jambolanum [513], S.cumini [526] 
- Antidiabète : S. cordatum [527], S. aqueum [528], S. alternifolium [529], 
S. samarangense [530], S. cumini [531] 
- Antimicrobien : S. guineense [532], S.jambolanum [533], S. jambos [534] 
- Molluscide : S. aromaticum [535] 
- Insecticide : S. lineare [536] 
- Acaricide : S. cumini [537] 
- Antitumoral : S. cumini [512] 
- Anti-hypertensive : S. aromaticum [538] 

- Chalcones et quertecine glycosilé : S. samarengense [539] 
- Flavonoïdes : S. aqueum [524], S. samrengense [540], S. 
aromaticum [541] 
- Flavonoïdes/tanins hydrolysables/lignanes/phénols simples : 
S. forrestii [542], S. aromaticum [543] 
- Triterpènes : S. guineense [532] 
- Triterpènes/ chalcones / acide ursolique et arjunolique : S. 
samarangense [544] 
- Terpènes/ stéroïdes/ dérivé bifuranes : S. tetragonum [545] 
- Lignanes : S. grijsii [546] 
- Triterpènes + glucosides phénoliques : S. aromatica [547]                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

Phyllanthaceae Phyllanthus casticum Soy.-
Will. 

 

E In Dysenterie, angines, 
cicatrisation de plaies, 
hémorroïdes, ulcère gastrique, 
anti-diarrhéique, leucorrhées*, 
blennorragie, hémorragie 
intestinales, andropause*, 
aménorrhée*  
[23, 32] 

- P. amarus  [548, 549] 
- P. emblica [550, 551] 
- P. simplex [552] 
- P. wightianus [553] 
- P. urinaria [554] 
- P. sp. [555, 556] 
- P. acidus [557] 
 

- P.amarus [558] 
- P. urinaria [554] 
- P. acidus [557] 
- P. reticulatus [559] 
 

- Anti-hyperuricémiant : P.niruri [560] 
- Antimicrobien : P. muellerianus [561], P. sp. [556], P. amarus [562] 
- Hépatoprotecteur : P.amarus [563],  P. acidus [564], P.maderaspatensis 
[565] 
- Lésions gastriques : P.amarus [558] 
- Antiviral : P. urinaria  [566], P. sp. [556] 
- Antinociceptif* : P. urinaria, P. niruri [567] 
- Analgésique : P. acidus  [557] 
- Antinéphrotoxique : P. fraternus [568], P.amarus [569] 
- Antimutagène/anticarcinogène : P.amarus [570] 
- Antidiabétique : P.amarus [571, 572], P. sellowianus [573]  
- Diurétique : P. sellowianus [574] 
- Antidiarrhéïque/antispasmolytique : P. emblica [575] 

- Lignanes : P. urinaria [554, 576], P.niruri [560], P. 
oxyphyllus [577], P. polyphyllus [578] 
- Flavonoïdes : P. amarus [579], P. niruri [580], P. urinari 
[554] 
- Tanins : P. amarus [579], P. urinaria [554, 566], P. 
muellerianus [581], P.niruri [582] 
- Alcaloïdes : P. amarus [583], P.nirunoides [584] 
- Terpènes : P. polyanthus [585], P. amarus [572], P.oxyphyllus 
[577] 
- Stérols : P.emblica [586] 
- Lactones : P.urinaria [587] 

Rubiaceae Coptosperma borbonica De 
Block (syn. Tarenna 
borbonica) 

 
 

F Run Fièvre, astringente, fièvre 
typhoïde [30] 

_ _ _ 

- Elaeocarpidine : T. vanprukii [588] 
- Iridoïdes/ chalcones/ lignanes : T. attenuata [589, 590] 
- Clycloartanes glycosidiques : T. gracilipes [591, 592] 
- Polyphénols et iridoïdes : T. madagascariensis [593] 
- Sesquiterpènes : T. madagascariensis [594] 
 

 Myonima obovata Lam. 

 
 

E Run/Mau Non connues - M. sp. [125] 

_ _ _ 

 Pyrostria orbicularis A.Rich. 
ex DC. 

 

F Run Non connues 

_ _ 

- Antiprotozoaire : P.major [595] - Diaryheptanoïdes glycosilés: P. major [595] 

Légende :  
(a)  E, écorce ; F, feuilles ; P, pennes ; R, rachis + pétioles  (b) Run, endémique Réunion ;  Mau, endémique Maurice ; Mas, endémique Mascareignes ; In, indigène
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Parmi ces plantes, certains genres ont été très (Eugenia, Syzygium) ou très peu 

(Pyrostria, Myonima) étudiés. Par ailleurs, certaines de ces plantes sont utilisées dans la 

pharmacopée traditionnelle (Phyllanthus casticum, Syzygium borbonicum), d’autres ne le 

sont pas (Myonima obovata, Pyrostria orbicularis). L’étude de plantes très peu étudiées 

et non utilisées dans la pharmacopée locale est une des voies envisageables pour mettre 

en évidence de nouvelles sources de composés bioactifs. 

Les extraits de ces plantes proviennent soit du programme Phytochik (quinze 

extraits AcOEt de plantes collectées de mai 2009 à mars 2011, conservés à 4°C) ou ont 

été réalisés après collecte. Les cinq plantes concernées ont été collectées de novembre 

2009 à juillet 2010 (Stillingia lineata, Agarista buxifolia, Indigofera ammoxylum, Vernonia 

fimbrillifera, Dryopteris wallichiana). Ces plantes ont été séchées et broyées, puis une 

partie de la matière sèche pulvérisée a été extraite directement à l’acétate d’éthyle 

(AcOEt), l’autre a été extraite successivement au dichlorométhane (DCM) et au méthanol 

(MeOH). Toutes les extractions ont été réalisées au moyen d’un extracteur accéléré par 

solvant (ASE® 300, Accelerated Solvent Extractor, Dionex). Le criblage d’activités 

biologiques a ainsi été effectué sur trente-huit extraits végétaux.  

 

1.2. Tests d’activités biologiques 

1.2.1 Test de cytotoxicité  

Le test de cytotoxicité utilisé est un test colorimétrique largement reconnu 

comme méthode fiable permettant d’évaluer la viabilité cellulaire [596]. Il consiste à 

observer la réduction d’un sel de tétrazolium (ici le MTT, bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium) initialement jaune, en cristaux violets de 

formazan sous l’action d’une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Le 

nombre de cristaux formés est proportionnel à l’activité enzymatique des cellules ; une 

lecture de l’absorbance à 595 nm permet de quantifier le pourcentage de cellules 

vivantes. 
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Formazan 

 

Le test a été réalisé sur une lignée cellulaire humaine (THP-1, monocytes 

humains indifférenciés) pour cinq concentrations en extrait de 1 à 100 µg/mL. Les 

résultats ont été comparés au contrôle négatif (cellules non traitées) en utilisant le test t 

de Student pour échantillons non appariés. Ils ont été exprimés en pourcentage de 

cellules vivantes ± SEM (erreur standard sur la moyenne) de trois expériences 

indépendantes réalisées en triplicat (* p<0,05 ; ** p<0,01 et *** p<0,005 par rapport au 

contrôle négatif). Le docétaxel (Taxotère) a été utilisé comme contrôle positif. Il a 

présenté une CC50 (concentration pour laquelle on observe 50 % de viabilité cellulaire) 

inférieure à 100 µg/mL (Figure 13). 

 
Docétaxel 

 
Figure 13 : Activité cytotoxique du Taxotère (contrôle positif) sur les cellules THP-1 

 

Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium 

Br - 
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1.2.2 Tests antioxydants 

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et de la nature diverse 

des antioxydants, plusieurs tests ont été nécessaires pour évaluer le potentiel 

antioxydant des extraits. Cinq tests d’activités antioxydantes ont été réalisés : un test 

réalisé in cellulo sur des érythrocytes humains (test d’hémolyse) et quatre tests 

chimiques (ORAC / FRAP/ TEAC / DPPH). Une évaluation de la teneur en composés 

phénoliques a également été réalisée (FOLIN). Les tests chimiques 

(TEAC/FRAP/ORAC/DPPH/FOLIN) ont été réalisés par A. Septembre-Malaterre dans le 

cadre d’un stage de Master 2 sous la direction du Dr B. Payet (Janvier-Juin 2011). 

1.2.2.1 Test d’hémolyse 

Le test d’hémolyse ou KRL (Kit Radicaux Libres), réalisé in cellulo sur des 

érythrocytes humains, permet de refléter de façon globale le potentiel de défense d’un 

individu vis-à-vis d’une agression aux radicaux libres [597]. Il a été utilisé par différents 

laboratoires pour démontrer l'action antioxydante de polyphénols, de fruits, de 

substances synthétiques ou naturelles [598].  

L'hémolyse est un état physiologique qui survient au terme d'une vie d’un globule 

rouge (GR). Cette lyse peut être provoquée in vitro par des radicaux libres générés de 

manière constante par décomposition thermique de l’AAPH (hydrochlorure de 2,2′-

azobis(2-amidinopropane)).  

 

 

Au contact de globules rouges, les radicaux peroxyles formés initient une 

peroxydation lipidique qui conduit à la lyse des érythrocytes, qui peut être suivie par 

lecture de l’absorbance à 450 nm (Figure 14a). 
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a) Lyse de globules rouges b) Exemple de courbes d’hémolyse 

Figure 14 : Suivi de lyse de globules rouges 
(Source : [598]) 

L’activité antioxydante d’un extrait se mesure par la capacité des hématies à 

résister à l’attaque radicalaire. Elle s’exprime par le temps nécessaire à la lyse de 50 % 

des globules rouges (HT50, temps de demi-hémolyse). Un extrait végétal est considéré 

antioxydant si, comparé au contrôle négatif (GR non traités), un retard significatif de la 

lyse membranaire est observé (soit HT50(extrait) > HT50(contrôle)) (Figure 14b). 

Six concentrations ont été testées pour chaque extrait (de 425 µg/mL à 425 

ng/mL). Après ajout d’AAPH, l’absorbance a été mesurée toutes les 10 minutes pendant 

830 minutes. Les courbes d’hémolyse obtenues ont permis de calculer les HT50 et 

d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits. Les résultats ont été exprimés en 

moyenne HT50 ± SEM (erreur standard sur la moyenne) de trois expériences 

indépendantes réalisées en triplicat. Ils ont été comparés au contrôle négatif en utilisant 

le test t de Student pour échantillons non appariés (* p<0,05, ** p<0,01 et *** p< 0,005). 

L’acide gallique a été utilisé comme contrôle positif à la concentration de 42,5 µg/mL 

(Figure 15).  

Acide gallique 

 
Figure 15 : Temps de demi-hémolyse obtenu pour l’acide gallique à 42,5 µg/mL (contrôle positif) 
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A cette concentration, la lyse des GR est significativement retardée de 107 

minutes (*** p< 0,005). Une utilisation de l’acide gallique comme contrôle positif pour le 

test d’hémolyse est mentionnée dans la littérature aux concentrations de 25 µg/mL et 50 

µg/mL [599]. 

1.2.2.2 Test de réduction du radical-cation ABTS•+ : test TEAC 

Dans la méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), l’activité 

antioxydante d’un extrait est déduite de sa capacité à inhiber un radical précis : le 

radical ABTS•+ (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique). Cette capacité est comparée au Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-

tétraméthylchroman-2-carboxylique, analogue structural hydrosoluble de la vitamine E) 

[600, 601]. Initialement, la formation du radical cation ABTS•+ résulte d’un arrachement 

d‘un électron de l’un des atomes d’azote de la molécule ABTS par un oxydant (persulfate 

de potassium). En présence de Trolox ou d’antioxydants donneurs de H•, ce radical 

ABTS•+ de coloration bleu-vert est réduit en ion ABTSH+ incolore [602]. Le suivi de cette 

décoloration à 734 nm permet d’évaluer le potentiel anti-radicalaire de l’extrait. 
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Pour chaque extrait, une concentration a été testée (entre 1 et 10 mg/mL). 

L’absorbance obtenue a été exprimée en pourcentage d’inhibition (% inhibition = 100 – 

100 (DOextrait /DOcontrôle négatif)), puis en équivalent Trolox (µM pour 1 mg/mL d’extrait). 

La capacité antioxydante, exprimée en équivalent Trolox, correspond à la concentration 

(µM) de Trolox ayant la même activité que 1 mg/mL de substance testée et nécessite la 

réalisation en amont d’une courbe d’étalonnage en Trolox. 

 

1.2.2.3 Test de réduction du radical stable DPPH• : test DPPH 

Au cours de ce test, l’évaluation de l’activité antioxydante est fondée sur la 

capacité d’un antioxydant à donner un électron singulet au radical synthétique DPPH 

(radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), de coloration violette, pour le stabiliser en 

DPPH de coloration jaune-vert [603].  

 

Pour chaque extrait, une concentration a été testée (entre 1 et 10 mg/mL). 

L’absorbance à 517 nm a été exprimée en pourcentage d’inhibition, puis en équivalent 

Trolox (µM par mg/mL d’extrait). 

 

1.2.2.4 Test de réduction d’un complexe ferrique : test FRAP  

Le test FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) mesure la capacité d’un 

antioxydant à réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [Fe(III)(TPTZ)]3+ en sel 

ferreux [Fe(II)(TPTZ)]2+.  
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En d’autres termes, il permet de définir la capacité d’un antioxydant à inhiber 

l’initiation des réactions radicalaires par les ions métalliques. Pour chaque extrait, une 

concentration a été testée (entre 1 et 10 mg/mL) et l’absorbance lue à 593 nm. Les 

résultats ont été exprimés en équivalent Trolox (µM par mg/mL d’extrait) [604-606]. 

1.2.2.5 Test de capture des radicaux peroxyles : test ORAC  

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) évalue la capacité d’un 

antioxydant à réduire la vitesse d’oxydation de la fluorescéine par des radicaux 

peroxyles ROO• générés par l’AAPH [607, 608]. La mesure de la fluorescence a été 

réalisée à la longueur d’onde d’excitation de 485 nm et à la longueur d’onde d’émission 

de 530 nm.  

 

 

Trois oxydations ont été suivies simultanément : l’oxydation normale 

(correspondant au contrôle négatif), l’oxydation en présence de Trolox et l’oxydation en 

présence d’extrait. La capacité antioxydante de l’extrait a été donnée par l’aire sous la 

courbe (AUCextrait). Les résultats ont été exprimés en équivalent Trolox (µM par mg/mL 

d’extrait).  
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1.2.2.6 Teneur en composés phénoliques : test FOLIN  

Le test FOLIN (Folin-Ciocalteu) permet de mesurer la teneur en composés 

phénoliques d’un extrait [601, 609]. En milieu basique, le réactif de Folin-Ciocalteu 

(mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique 

(H3PMo12O40)) initialement jaune, oxyde les groupements oxydables des composés 

polyphénoliques présents dans l’extrait végétal et est réduit en un mélange d’oxydes 

métalliques bleus (W8023 et Mo8023). Cette coloration est mesurée par lecture de 

l’absorbance à 765 nm. Elle est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents 

dans l’extrait analysé. La courbe d’étalonnage a été réalisée avec l’acide gallique. Les 

résultats ont été exprimés en équivalent d’acide gallique (mg/mL pour 1 mg/mL 

d’extrait).  

1.2.3 Test anti-inflammatoire 

Le test anti-inflammatoire a été réalisé sur cellules de souris (cellules RAW-

Blue™) dérivées de macrophages RAW 264,7 transfectées de façon stable, pour 

lesquelles le gène codant pour la phosphatase alcaline est placé sous la dépendance de 

NF-κB. Le test consiste à provoquer une inflammation dans ces cellules en les stimulant 

par du lipopolysaccharide (LPS, composant de la paroi bactérienne des bactéries Gram-). 

Le LPS stimule l’activité transcriptionnelle des gènes qui dépendent de NF-κB (Nuclear 

Factor-κB). Cette stimulation a pour conséquence une augmentation de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α (Tumor Necrosis Factor α) induisant 

une réponse inflammatoire et la sécrétion de SEAP (SEcreted Alkaline Phosphatase). Le 

p-nitrophénylphosphate (PNPP), ajouté au surnageant, permet de doser par un test 

colorimétrique la quantité de SEAP produite. En présence de SEAP, ce PNPP se 

transforme en p-nitrophénol (PNP) de couleur jaune ; la coloration du milieu est évaluée 

à 460 nm. 
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Les extraits de plantes ont été mis en contact pendant 24 h avec les cellules RAW-

Blue™ stimulées par du LPS (1 µg/mL). Ils ont été testés à 10 µg/mL, concentration pour 

laquelle aucune cytotoxicité n’a été observée sur la lignée cellulaire RAW-Blue™. Les 

résultats ont été comparés au contrôle négatif (cellules RAW-Blue™ + LPS) et exprimés 

en pourcentage par rapport au contrôle ± SEM (erreur standard sur la moyenne) de trois 

expériences indépendantes réalisées en duplicat (* p<0,05 , ** p<0,01 et *** p<0,005) en 

utilisant le test t de Student pour échantillons non appariés. Le contrôle positif utilisé est 

l’adiponectine, une adipocytokine ayant déjà présenté des capacités anti-inflammatoires 

pour ce test [610]. La  Figure 16 présente les résultats obtenus pour l’adiponectine dans 

le cadre de ces travaux.   

 
Figure 16 : Activité anti-inflammatoire de l’adiponectine (contrôle positif) 

 

 Comparé au contrôle négatif, une réduction significative (* p<0,05) de la 

production de SEAP a été obtenue en présence d’adiponectine (contrôle positif). 
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Chapitre II-2 Résultats et discussion 

2.1 Criblage d’activité cytotoxique sur cellules THP-1 

2.1.1 Résultats du test d’activité cytotoxique 

Trois types de courbes ont été obtenus lors de l’évaluation de l’activité 

cytotoxique des trente-huit extraits sur les cellules THP-1 (Figure 17).  

 
Figure 17 : Courbes de cytotoxicité obtenues pour trois extraits de 

plantes testés sur des cellules THP-1 

Pour l’extrait AcOEt de l'écorce de Phyllanthus casticum, une diminution de la 

viabilité cellulaire des THP-1 a été obtenue de manière dose-dépendante avec une 

réduction significative aux concentrations de 50, 75 et 100 µg/mL  (* p<0,05 et ** 

p<0,01). L’extrait DCM des feuilles de Indigofera ammoxylum n’a présenté aucune 

cytotoxicité, tandis que pour l’extrait méthanolique de l’écorce de Stillingia lineata, une 

viabilité cellulaire supérieure à 100 % a été observée de manière significative à 100 

µg/mL (* p<0,05). Ce dernier résultat peut s’expliquer par les réactions mises en jeu 

dans le test au MTT. En effet, ce test rend compte de l’activité mitochondriale des 

cellules : une absorbance supérieure au contrôle, perçue comme un pourcentage de 

cellules vivantes supérieur à 100 %, peut correspondre à une stimulation de l’activité 

enzymatique des cellules et en particulier, celle de la succinate déshydrogénase 

principalement impliquée dans ce test [596]. 

Le Tableau IV reporte les pourcentages de viabilité cellulaire obtenus pour les 

trente-huit extraits pour les deux concentrations de 10 µg/mL et de 100 µg/mL.  
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Tableau IV  
Résultats de l’activité cytotoxique des extraits végétaux sur cellules THP-1 

Familles Espèces Parties Solvants 
% viabilité THP-1 (± SEM) 

10 µg/mL 100 µg/mL 

Annonaceae Xylopia richardii Boivin ex Baill. Ecorce AcOEt 102 ± 14 98 ± 10  

Apocynaceae Carissa spinarum L. Ecorce AcOEt 53 ± 8 ** 30 ± 3 ***  

  
Feuilles AcOEt 67 ± 11 40 ± 8 **  

Araliaceae Polyscias repanda (DC.) Baker Feuilles AcOEt 102 ± 1 88 ± 2 *  

Asteraceae Vernonia fimbrillifera (Cass.) Less. Feuilles AcOEt 70 ± 5 57 ± 5 *  

   DCM 69 ± 2* 53 ± 3**  

   MeOH 106 ± 2 117 ± 2  

Celastraceae Cassine orientalis (Cav.) Harms Feuilles AcOEt 77 ± 1 *** 60 ± 3 ***  

Dryopteridaceae 
Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. 
ssp. madagascariensis (C. Chr.) J.P. Roux. 

Rachis MeOH 102 ± 4 106 ± 3  

  Pennes MeOH 101 ± 0  105 ± 0  

Ericaceae Agarista buxifolia G. Don Ecorce AcOEt 79 ± 6 78 ± 7  

   DCM 95 ± 5 70 ± 8  

   MeOH 106 ± 5 132 ± 9 *  

  
Feuilles AcOEt 101 ± 5 72 ± 7  

   DCM 92 ± 15 54 ± 6 *  

   MeOH 98 ± 9 136 ± 4 *  

Euphorbiaceae Acalypha integrifolia Willd. Feuilles AcOEt 94 ± 4 85 ± 6  

 Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg. ssp. 
lineata 

Ecorce AcOEt 89 ± 5 58 ± 3 *  

  DCM 101 ± 1 68 ± 0,1 *  

   MeOH 104 ± 5 136 ± 5 *  

  
Feuilles AcOEt 96 ± 1 100 ± 5  

   DCM 99 ± 1 112 ± 2  

   MeOH 103 ± 3 127 ± 3  

Fabaceae Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill Ecorce AcOEt 94 ± 8 96 ± 6  

   DCM 100 ± 3 92 ± 8  

   MeOH 100 ± 3 118 ± 8  

  
Feuilles AcOEt 101 ± 4 108 ± 6  

   DCM 95 ± 2 99 ± 4  

   MeOH 107 ± 6 112 ± 4  

Lamiaceae 
Clerodendrum heterophyllum (Poir.) 
R.Br. 

Feuilles AcOEt 107 ± 2 83 ± 3 *  

Meliaceae Turraea casimiriana Harms Ecorce AcOEt 101 ± 9 98 ± 8  

  
Feuilles AcOEt 107 ± 10 54 ± 5 *  

Myrtaceae Eugenia buxifolia Lam. Ecorce AcOEt 98 ± 8 77 ± 1 ***  

 
Syzygium borbonicum J.Gueho et 
AJ.Scott. 

Feuilles AcOEt 100 ± 0 118 ± 6  

Phyllanthaceae Phyllanthus casticum Soy.-Will. Ecorce AcOEt 83 ± 4 50 ± 2 **  

Rubiaceae Coptosperma borbonica De Block Feuille AcOEt 120 ± 11 113 ± 15  

 
Myonima obovata Lam. Ecorce AcOEt 91 ± 4 40 ± 3 **  

 
Pyrostria orbicularis A.Rich. ex DC. Feuille AcOEt 115 ± 7 104 ± 12  

CONTRÔLE + Taxotère - - 87 ± 2 48 ± 1***  

Légende : * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,005 ; AcOEt, Acétate d’éthyle ; MeOH, Méthanol ; DCM, Dichlorométhane 
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Les valeurs ont été comparées au contrôle négatif (cellules non traitées) et 

exprimées en pourcentage de cellules vivantes ± SEM (* p<0,05 , ** p<0,01 et *** 

p<0,005). 

Tout d'abord, il est à noter que 53 % des extraits (19 extraits, 12 plantes) n’ont 

présenté aucun résultat significatif, soit aucun effet néfaste sur la viabilité cellulaire des 

THP-1 même à la plus forte concentration testée (100 µg/mL). Ces extraits non 

cytotoxiques pour cette lignée cellulaire sont les extraits acétate d’éthyle de Pyrostria 

orbicularis (feuilles), Coptosperma borbonica (feuilles), Syzygium borbonicum (feuilles), 

Acalypha integrifolia (feuilles), Agarista buxifolia (feuilles et écorce), Xylopia richardii 

(écorce), Turraea casimiriana (écorce), tous les extraits (AcOEt, DCM et MeOH) de 

Stillingia lineata (feuilles) et de Indigofera ammoxylum (feuilles et écorce) ainsi que 

l’extrait DCM de Agarista buxifolia (feuilles) et l’extrait méthanolique de Vernonia 

fimbrillifera (feuilles).  

De plus, une viabilité cellulaire supérieure à 100 % a été observée de manière 

significative à 100 µg/mL pour trois extraits végétaux méthanoliques : ceux des espèces 

Agarista buxifolia (feuilles et écorce) et Stillingia lineata (écorce). 

Enfin, une diminution de la viabilité cellulaire des THP-1 a été obtenue de 

manière dose-dépendante pour 39 % des extraits (14 extraits, 11 plantes). Les espèces 

présentant ces extraits cytotoxiques aux fortes concentrations sont, par ordre 

décroissant de cytotoxicité : Carissa spinarum (feuilles et écorce, AcOEt) > Myonima 

obovata (écorce, AcOEt) > Phyllanthus casticum (écorce, AcOEt) > Vernonia fimbrillifera 

(feuilles, DCM) > Turraea casimiriana (feuilles, AcOEt) > Agarista buxifolia (feuilles, 

DCM) > Vernonia fimbrillifera (feuilles, AcOEt) > Stillingia lineata (écorce, AcOEt) > 

Cassine orientalis (feuilles, AcOEt) > Stillingia lineata (écorce, DCM) > Eugenia buxifolia 

(écorce, AcOEt) > Clerodendrum heterophyllum (feuilles, AcOEt) > Polyscias repanda 

(feuilles, AcOEt). 

En considérant les quatorze extraits cytotoxiques, les CC50 obtenues ont été 

principalement de l’ordre de 100 µg/mL, sauf pour l’extrait AcOEt de l’écorce de Carissa 

spinarum pour lequel la CC50 a été obtenue à 10 µg/mL. La Figure 18 compare les 

pourcentages de viabilité cellulaire obtenus à 100 µg/mL pour ces extraits cytotoxiques 

au contrôle négatif et au contrôle positif. 
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Figure 18 : Comparaison de l’activité cytotoxique de quatorze extraits végétaux par rapport au 

contrôle négatif et au contrôle positif (Taxotère) à 100 µg/mL 
Légende : CTL, contrôle ; E, écorce AcOEt ; F, feuilles AcOEt ; E’, écorce DCM ; F’, feuilles DCM 
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005 par rapport au CTL – 
# p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,005 par rapport au CTL + 

 

Le test t de Student, réalisé sur les extraits cytotoxiques et le contrôle positif 

(Taxotère) à la concentration de 100 µg/mL, indique que seul l’extrait acétate d’éthyle 

de l’écorce de Carissa spinarum présente une cytotoxicité significativement plus 

importante que le contrôle positif. Huit extraits ont une activité cytotoxique proche du 

taxotère et cinq extraits ont une cytotoxicité significativement plus faible. 

2.1.2 Discussion 

L’activité cytotoxique de ces plantes peut être associée à la présence de 

métabolites secondaires présents dans la plante.  

● Il est intéressant de noter que, parmi les onze plantes ayant présenté in vitro un 

potentiel cytotoxique contre les cellules humaines étudiées, quatre d’entre elles sont 

connues à La Réunion pour être toxiques. 
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 Stillingia lineata 

Stillingia lineata est appelée « tanguin pays » à La Réunion. Elle fait partie des 

« bois de lait », c’est à dire des plantes à latex toxique [611]. Le test de cytotoxicité 

réalisé sur les cellules THP-1 dans nos travaux révèle un potentiel cytotoxique 

uniquement pour les extraits apolaires de son écorce (AcOEt et DCM) (Figure 19a).  

Peu d’études de la composition chimique ont été menées sur les espèces du genre 

Stillingia. La toxicité de leur latex peut néanmoins être associée à la présence d’esters 

diterpéniques de structure complexe, de type tigliane ou daphnane. Ces esters de 

phorbol irritants (gnidilatidine et autres dérivés diterpéniques) ont été isolés de S. 

sylvatica par fractionnement bioguidé réalisé au moyen d’un test irritant sur souris 

[350]. Par ailleurs, différentes études ont été menées sur le potentiel cytotoxique des 

Stillingia. La cytotoxicité de l’extrait DCM des feuilles de S. lineata (un individu 

mauricien) a été mis en évidence sur des cellules Co115 (cancer du côlon) avec une 

valeur de CC50 de 0,55 µg/mL [351]. Le potentiel cytotoxique de l’écorce de la plante n’a 

pas été évalué dans cette étude. Les extraits des feuilles et des tiges de S. oppositifolia 

ont présenté une activité cytotoxique dose-dépendante sur trois lignées leucémiques : 

UACC-62 (cancer mélanocytaire), MCF-7 (cancer du sein), TK-10 (cancer du rein) (CC50 

de 50 à 100 µg/mL). La partition hexanique de l’extrait d’écorce a présenté la plus forte 

activité cytotoxique, avec pour ses principaux constituants (des triterpènes et l’acide 

palmitique) des CI50 supérieures à 88 µg/mL [352]. Des travaux réalisés sur des 

diterpènes macrocycliques isolés de S. sanguinolenta ont révélé une forte activité et 

sélectivité contre les cellules cancéreuses du sein et du rein. Ces résultats n’ont 

cependant pas été publiés [612].  
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a)  
d)  

b)  
e)  

c)  

f)   
Figure 19 : Courbes de cytotoxicité sur THP-1 obtenues pour onze plantes réunionnaises 
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 Agarista buxifolia 

Les feuilles de cette espèce pionnière de l’île de La Réunion, communément 

appelée « petit bois de rempart », sont connues pour être toxiques pour les animaux 

[611]. Vis-à-vis de la lignée cellulaire des THP-1, une activité cytotoxique significative a 

été obtenue pour l’extrait dichlorométhane des feuilles (CC50 ∼ 100 µg/mL) (Figure 

19b). Aucun résultat significatif n’a été obtenu pour les autres extraits de la plante à 

l’exception des extraits polaires des feuilles et d’écorce où des viabilités cellulaires 

supérieures à 100 % ont été obtenues.   

A ce jour, aucune publication relative à la composition et/ou aux activités de cette 

espèce n'est mentionnée. La toxicité de la plante pourrait cependant être associée à la 

présence de composés diterpéniques appelés grayanotoxines, caractéristiques de la 

famille des Ericaceae et déjà isolés des feuilles de A. pollyphyla [315]. A La Réunion, une 

intoxication a été mentionnée, due à une ingestion accidentelle d'une tisane de feuilles 

de A. salicifolia [311, 613]. Il est à noter que les feuilles de A. buxifolia sont jugées plus 

toxiques que celle de A. salicifolia [611]. 

 Cassine orientalis 

Ce « bois rouge », anciennement dénommé Elaeodendron orientalis, possède des 

feuilles émétiques*, auxquelles ont été associés des intoxications et des accidents 

mortels [611]. Dans nos travaux, l’extrait AcOEt des feuilles de C. orientalis a présenté un 

potentiel cytotoxique significatif dès 1 µg/mL (* p<0,05) et une CC50 approchant 100 

µg/mL (Figure 19c).  

Plusieurs molécules isolées des genres Cassine et Elaeodendron de type 

cardénolides glucosidiques et triterpènes quinoïdes ont montré un fort potentiel 

cytotoxique contre des cellules humaines (CC50 très faibles de l’ordre du nM) [250-252]. 

 Polyscias repanda 

A La Réunion, l’espèce Polyscias repanda fait partie des plantes toxiques en raison 

de la présence de saponines [23]. Dans nos travaux, l'extrait AcOEt des feuilles de 

Polyscias repanda a révélé une cytotoxicité sur les THP-1 significative à 100 µg/mL 

(*p<0,05) (Figure 19c).  
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La présence de saponosides est mentionnée pour plusieurs espèces du genre 

Polyscias : P. fulva [191], P. dichroostachya [189], P. scutellaria [614] et P. fructicosa 

[190]. De nombreux travaux font état de l’activité cytotoxique de saponosides sur des 

lignées cellulaires humaines [615]. En particulier, l’α-hédérine, un saponoside 

triterpénique isolé de P. fulva, a été testé sur 57 lignées cellulaires  (CI50 moyen en log10 

= -4,862 M) [616]. L’activité cytotoxique de P. repanda pourrait cependant être due à 

d’autres composés, comme précisé par Marczewska et al., après avoir testé les activités 

cytotoxiques de pousses de P. filicifolia sur des cellules L929 (test réalisé sur l’extrait 

brut puis sur la fraction enrichie en saponines) [617]. D’autres études révèlent la 

présence de quelques alcaloïdes pour certaines espèces du genre Polyscias [618, 619].  

 

● Il est à noter que dans nos travaux, une activité cytotoxique a également été 

décelée pour d’autres espèces non répertoriées comme plantes toxiques à La Réunion.  

 Carissa spinarum 

Dans nos travaux, l'extrait AcOEt de feuilles de C. spinarum, mais surtout celui 

d'écorce, présentent des activités cytotoxiques marquées sur la lignée cellulaire des 

THP-1 : les CC50 sont atteintes pour des concentrations inférieures à 100 µg/mL. 

L’extrait d’écorce est d’ailleurs significativement plus cytotoxique que le Taxotère 

(Figure 19d).  

Les racines de certaines espèces du genre Carissa sont connues pour être des 

poisons et contenir des cardénolides [169, 183, 620, 621]. Par ailleurs, la littérature 

indique que l’extrait aqueux des tiges de C. spinarum (origine Inde) et une fraction 

butanolique sont cytotoxiques pour les cellules leucémiques HL-60 [622] ; le carandinol, 

isohopane triterpénique isolé des feuilles de C. carandas, est cytotoxique vis-à-vis de 

différentes lignées cancéreuses (PC-3, 3T3 et surtout HeLa) [173] et l'extrait MeOH de C. 

carandas est cytotoxique pour les cellules Vero [174].  

 Clerodendrum heterophyllum 

Pour cette espèce, l’extrait AcOEt des feuilles est cytotoxique sur les THP-1 à 100 

µg/mL (Figure 19f).  
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Dans la littérature, la cytotoxicité d'autres espèces de Clerodendrum a été mise en 

évidence (C. myricoides [464], C. inerme [465]) et différents composés cytotoxiques ont 

été isolés : l’uncinatone et des glycosides de C. bungei [623, 624], des dérivés de 

phéophorbides de C. calamitosum et C. cyrtophyllum [625], ainsi que des diterpènes de C. 

kaichianum [626].  

 Eugenia buxifolia 

L'extrait AcOEt d'écorce de cette espèce a révélé une activité cytotoxique sur les 

THP-1 significative à 100 µg/mL (Figure 19f).  

De nombreuses études ont été réalisées sur le genre Eugenia particulièrement sur 

E. jambolana3 qui possède des propriétés anti-hyperglycémiante et anti-diabétique [497, 

499, 505]. Des activités cytotoxiques ont été mentionnées pour les extraits de E. uniflora 

[627]. Deux tanins hydrolysables, cytotoxiques envers les cellules leucémiques 

humaines HL-60 (CI50 de 10,8 et 12,5 µM), ont été isolés de Eugenia jambos4. Les auteurs 

ont montré que la cytotoxicité de ces composés était probablement due à l'induction de 

l'apoptose dans les cellules HL-60 [628]. 

 Myonimia obovata 

Pour Myonimia obovata, un pourcentage de 40 % de viabilité cellulaire des THP-1 

a été obtenu à la concentration de 100 µg/mL de l'extrait AcOEt d'écorce (Figure 19f).  

Aucune hypothèse ne peut être faite concernant les molécules responsables de 

cette activité cytotoxique car aucune donnée n’est disponible sur la composition 

chimique de cette plante. 

 Phyllanthus casticum 

Des résultats significatifs ont été obtenus pour l'extrait AcOEt d'écorce de 

Phyllanthus casticum dès 50 µg/mL ; la CC50 a été atteinte à 100 µg/mL pour cette lignée 

cellulaire (Figure 19f).  

                                                 
3 Synonyme de Syzygium jambolanum, de Eugenia cumini et de Syzygium cumini (taxon officiel, plus 

communément appelé le jamblon) 
4 Synonyme de Syzygium jambos (taxon officiel, plus communément appelé le jamrosat) 
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Selon les données de la littérature, la cytotoxicité des plantes de ce genre est le 

plus souvent due aux extraits et composés apolaires. Lors de la mise en évidence de la 

cytotoxicité des extraits MeOH et DCM de P. piscatorum, après 72 h, vis-à-vis de 

plusieurs lignées cellulaires (cellules leucémiques Jurkat T, cellules HeLa et cellules 

PBMC), l'extrait DCM a montré la plus forte activité [629]. Des composés cytotoxiques 

ont été isolés des extraits DCM de P. pucher. L’oléate du stigmast-5-én-3-ol, le sitostérol-

3-O-β-D-glucopyranoside, l’acide 3α-acétoxy-25-hydroxyoléan-12-én-28-oïque et le 

glochidonol ont été sélectifs contre les cellules MCF-7 (cancer du sein) ; de même, une 

nouvelle lactone diterpénique appelée phyllanthal A, s’est montrée sélective contre les 

cellules DU-145 (cancer de la prostate) [630]. Des lignanes de type arylnaphthalène ont 

été isolés de P. oligospermus ; la phyllanthusmine A s’est révélée cytotoxique contre les 

lignées cellulaires KB et P-388 avec des CI50 de 2,24 and 0,13 µg/mL respectivement 

[631]. 

 Turraea casimiriana 

Les résultats du test d’activité cytotoxique sur les THP-1 réalisé sur les extraits 

AcOEt des feuilles et de l’écorce de Turraea casimiriana sont différents. L’extrait foliaire 

est significativement cytotoxique à 100 µg/mL tandis qu’aucune différence significative 

n’est décelée pour l’extrait d’écorce (Figure 19d).  

Les travaux phytochimiques réalisés sur les espèces du genre Turraea mettent en 

évidence la présence de limonoïdes [478, 481-486], dont l'activité cytotoxique a été déjà 

mise en évidence : diverses lignées cellulaires humaines cancéreuses ont été utilisées 

telles que P388 (lignée leucémique), KB (carcinome oral humain) et MCF-7 (cancer du 

sein) [632-637]. 

 Vernonia fimbrillifera  

Dans nos travaux, l'activité cytotoxique sur les THP-1 des extraits de feuilles de 

cette espèce est comparable à celle du Taxotère. Des résultats significatifs ont été 

obtenus dès 25 µg/mL pour les extraits apolaires (extraits DCM et AcOEt) contrairement 

à son extrait méthanolique qui n’a présenté aucun effet néfaste (Figure 19e). 

Certaines espèces du genre Vernonia contiennent, entre autres, des lactones 

sesquiterpéniques. Ces dernières ont montré une cytotoxicité vis-à-vis de la lignée 
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cellulaire humaine leucémique HL-60 (lactones isolées de V. bockiana [222] et dimères 

d’élémanolides isolés des graines de V. anthelmintica [224]), des cellules HeLa (lactones 

isolées de V. scorpioides [223]) et des cellules animales (hirsutinolides isolés des feuilles 

de V. staehilinoides [217]). 

 

2.2 Criblage d’activité antioxydante 

2.2.1 Résultats du test d’hémolyse 

Le test d’hémolyse a été réalisé pour une large gamme de concentrations (de 4,25 

ng/mL à 425 µg/mL). La Figure 20a présente les courbes d’hémolyse obtenues pour 

trois concentrations de l’extrait acétate d’éthyle de l’écorce de Carissa spinarum.  

a)  b)  

Figure 20 : Courbes d'hémolyse (a) et HT50 calculés (b) pour l'extrait AcOEt 
de l’écorce de Carissa spinarum 

Légende: *, p < 0,05 ; CTL - contrôle négatif 

 

A la plus forte concentration (42,5 µg/mL), l’extrait a accéléré la lyse des globules 

rouges comparé au contrôle négatif (CTL-). Pour une concentration intermédiaire (4,25 

µg/mL), la courbe d’hémolyse est proche de celle du contrôle. Pour une concentration 

plus faible (425 ng/mL), l’hémolyse des globules rouges a été retardée.  

Les temps de demi-hémolyse obtenus pour cette plante sont indiqués en Figure 

20b. Les résultats ont été comparés au contrôle négatif et ont permis d’établir une 

relation dose-dépendante : l’extrait AcOEt d’écorce de Carissa spinarum ne présente 
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aucune activité antioxydante pour les concentrations inférieures à 4,25 ng/mL (résultat 

non significatif), il est antioxydant aux concentrations de 42,5 et 425 ng/mL (* p<0,05) 

et devient hémolytique de manière significative (* p<0,05) aux plus fortes 

concentrations (42,5 µg/mL). 

 

Les résultats obtenus pour les trente-huit extraits sont indiqués dans le Tableau 

V. Les termes « anti » et « hémo » ont été utilisés lorsque des résultats significatifs ont 

été obtenus, « ns » lorsqu’aucune activité notable n’a été détectée, et « ND » quand 

l’activité n’a pu être déterminée. 
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Tableau V  
Réponses au test d’activité antioxydante (test d’hémolyse) obtenues pour les trente-huit extraits végétaux étudiés 

Familles Espèces Parties Solvants 
HT50 (%) à 

4,25 
 ng/mL 

42,5  
ng/mL 

425  
ng/mL 

4,25  
µg/mL 

42,5  
µg/mL 

425 
µg/mL 

Annonaceae Xylopia richardii Boivin ex Baill. Ecorce AcOEt ns ns ns ns hémo (***) ND 
Apocynaceae Carissa spinarum L. Ecorce AcOEt ns anti (*) anti (*) ns hémo (*) ND 

  Feuilles AcOEt ns ns ns ns hémo (**) ND 
Araliaceae Polyscias repanda (DC.) Baker Feuilles AcOEt ns ns ns hémo (*) ns ns 
Asteraceae Vernonia fimbrillifera (Cass.) Less. Feuilles AcOEt ns ns ns ns ns ns 
   DCM ns ns ns ns ns ns 
   MeOH ns ns ns anti (*) hémo (*) hémo (***) 
Celastraceae Cassine orientalis (Cav.) Harms Feuilles AcOEt ns ns ns anti (*) ns ND 
Dryopteridaceae Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. ssp.  

madagascariensis (C. Chr.) J.P. Roux. 
Rachis MeOH ns anti (*) hémo (**) hémo (*) hémo (*) hémo (**) 

 Pennes MeOH anti (**) ns ns hémo (**) hémo (*) hémo (*) 
Ericaceae Agarista buxifolia (Comm. ex Lam.) G. Don Ecorce AcOEt ns ns ns ns ns ns 
   DCM ns ns ns ns ns ns 
   MeOH ns ns ns ns anti (**) ND 

  Feuilles AcOEt ns ns ns ns ns ns 
   DCM ns ns ns ns ns ns 
   MeOH ns ns ns ns ns anti (**) 

Euphorbiaceae Acalypha integrifolia Willd. Feuilles AcOEt ND ns ns ns ns ND 
Euphorbiaceae Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. ssp.  

lineata 
Ecorce AcOEt ns ns ns hémo (*) ND ND 

  DCM ns ns ns ns hémo (**) ND 
  MeOH ns ns ns ns anti (*) ns 

  Feuilles AcOEt ns ns ns ns hémo (**) hémo (**) 
   DCM ns ns ns ns ns hémo (**) 
   MeOH ns ns ns ns anti (*) ND 
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Tableau V (suite)  

Familles Espèces Parties Solvants 
 HT50 (%) à 

4,25 
 ng/mL 

42,5  
ng/mL 

425  
ng/mL 

4,25  
µg/mL 

42,5  
µg/mL 

425 
µg/mL 

Fabaceae Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill Ecorce AcOEt ns ns ns ns hémo (*) hémo (***) 
   DCM ns ns ns ns ns hémo (*) 
   MeOH ns ns ns ns anti (*) anti (*) 

  Feuilles AcOEt ns ns ns ns hémo (*) hémo (***) 
   DCM ns ns ns ns hémo (*) hémo (***) 
   MeOH ns ns ns ns anti (*) anti (**) 

Lamiaceae Clerodendrum heterophyllum (Poir.) R.Br. Feuilles AcOEt ns ns anti (*) anti (*) hémo (*) ND 
Meliaceae Turraea casimiriana Harms Ecorce AcOEt ns ns ns ns hémo (***) ND 

  Feuilles AcOEt ns ns ns hémo (*) ND ND 
Myrtaceae Eugenia buxifolia Lam. Ecorce AcOEt ns ns ns ns anti (*) anti (*) 
Myrtaceae Syzygium borbonicum J.Gueho et AJ.Scott. Feuilles AcOEt ns ns ns ns ns ND 
Phyllanthaceae Phyllanthus casticum Soy.-Will. Ecorce AcOEt ns ns ns ns ns ND 
Rubiaceae Coptosperma borbonica De Block Feuilles AcOEt ns ns ns ns ns ND 
Rubiaceae Myonima obovata Lam. Ecorce AcOEt ns ns ns hémo (*) ND ND 
Rubiaceae Pyrostria orbicularis A.Rich. ex DC. Feuilles AcOEt ns ns ns anti (*) anti (**) ND 
Contrôle + Acide gallique - - ns ns ns hémo (**) anti (**) ND 

Légende : ns : non significatif ; hémo, hémolytique ; anti, antioxydant ; ND, non déterminée ; *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,005.  
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Sur les dix-huit plantes testées, dix ont présenté au moins une concentration pour 

laquelle une activité antioxydante significative a été détectée. Il s’agit de Cassine 

orientalis (feuilles, AcOEt), Eugenia buxifolia (écorce, AcOEt), Pyrostria orbicularis 

(feuilles, AcOEt), Carissa spinarum (écorce, AcOEt), Clerodendrum heterophyllum 

(feuilles, AcOEt), Stillingia lineata (feuilles et écorce, MeOH), Indigofera ammoxylum 

(feuilles et écorce, MeOH), Agarista buxifolia (feuilles et écorce, MeOH), Vernonia 

fimbrillifera (feuilles, DCM) et Dryopteris wallichiana (pennes et rachis, MeOH).  

La Figure 21 reprend les temps de demi-hémolyse (en %) obtenus pour les 

concentrations actives de ces extraits.  

 
Figure 21 : Valeurs des HT50 obtenus pour les extraits végétaux antioxydants 

Légende :  
f, feuilles ; e, écorce ; p, pennes ; r, rachis  
c1, 4,25 ng/mL ; c2, 42,5 ng/mL ; c3, 425 ng/mL ; c4, 4,25 µg/mL ; c5, 42,5 µg/mL ; c6, 425 µg/mL  

* p<0,05 ; ** p<0,01 par rapport au CTL –  
# p<0,05 ; ## p<0,01 par rapport au CTL + (acide gallique) 

 

Des augmentations des temps de demi-hémolyse de 10 à 20 % (30 à 50 min) ont 

été observées par rapport au contrôle négatif, dépassant 50 % (150 min) pour les 

extraits les plus antioxydants. Le test t de Student réalisé deux à deux entre extrait et 

contrôle positif (acide gallique à 42,5 µg/mL) a montré des résultats significatifs pour 

les extraits méthanoliques des rachis de Dryopteris wallichiana et de feuilles de Agarista 

buxifolia.  
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2.2.2 Résultats des tests TEAC / FRAP/ DPPH/ORAC et du test FOLIN 

Les résultats des cinq tests chimiques obtenus pour les trente-huit extraits sont 

présentés en Figure 22. Les résultats ont été exprimés en équivalent Trolox pour les 

tests TEAC/ FRAP/ DPPH / ORAC et en équivalent acide gallique pour le test FOLIN. Les 

résultats du test ORAC ont été divisés par 100 sur le graphe.  

Les tests TEAC/FRAP/DPPH ont mis en évidence des activités antioxydantes 

marquées pour les mêmes extraits végétaux (principalement les extraits méthanoliques 

puis des extraits AcOEt) ; une corrélation avec le test de FOLIN a pu être envisagée. Le 

test ORAC a permis de distinguer d’autres espèces à extraits antioxydants telles que 

Vernonia fimbrillifera (feuilles, AcOEt) et Clerodendrum heterophyllum (feuilles, AcOEt).  

Des analyses en composantes principales (ACP) ont permis de démontrer que les 

tests TEAC/FRAP/DPPH et FOLIN étaient bien corrélés entre eux de manière 

significative et non corrélés au test ORAC. Une forte teneur en composés phénoliques 

induit donc une réponse plus importante aux tests TEAC/FRAP/DPPH. Ces 

regroupements de tests (TEAC/FRAP/DPPH ≠ ORAC) sont justifiés par les mécanismes 

qui sont mis en jeu. Pour les tests TEAC/FRAP/DPPH, l’activité antiradicalaire serait 

principalement liée à des transferts d’électrons (TE). Pour le test ORAC, il s’agirait de 

transferts d’atome d’hydrogène (TAH). 
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Figure 22 : Résultats des tests TEAC/ DPPH/ FRAP/ FOLIN / ORAC pour les trente-huit extraits végétaux 

Légende : E, écorce ; F, feuilles ; P, pennes ; R, rachis + pétioles

C
h
a
pitre II

-2 
Rés
ult
ats et 

disc
ussi
o
n 

32 525,6 

∼ 
85 ∼
 

 



Chapitre II-2 Résultats et discussion 

∼ 86 ∼ 

Une comparaison des résultats obtenus pour les différents extraits est proposée 

ci-après. Nous ne parlerons pas ici d’extraits actifs ou non actifs car l’analyse des 

résultats se fait, pour les tests chimiques, de manière relative. Certains extraits seront 

donc plus antioxydants que d’autres.  

Parmi les trente-huit extraits testés et en considérant les tests TE (TEAC, DPPH et 

FRAP), les neuf extraits MeOH ont présenté les plus fortes activités antioxydantes. Les 

extraits de feuilles et d’écorce de Agarista buxifolia sont les plus antioxydants, et les plus 

riches en composés phénoliques, après l’extrait MeOH des pennes de Dryopteris 

wallichiana. Certains extraits AcOEt ont présenté de fortes activités antioxydantes 

proches de celles des extraits MeOH. Il s’agit des extraits de Pyrostria orbicularis 

(feuilles), de Indigofera ammoxylum (écorce), de Cassine orientalis (feuilles), de Agarista 

buxifolia (feuilles), de Stillingia lineata (écorce) et de Eugenia buxifolia (écorce). Les 

extraits les moins antioxydants sont inversement les extraits DCM à l’exception de 

l’extrait DCM de l’écorce de Indigofera ammoxylum qui possède une teneur notable en 

composés phénoliques et donne une réponse avoisinant celle des derniers extraits 

méthanoliques.  

Pour le test relatif aux transferts d’atome d’hydrogène (test ORAC), des résultats 

différents de ceux précédemment présentés ont été obtenus. Parmi les trente-huit 

extraits testés, un extrait s’est remarquablement démarqué : l’extrait MeOH des pennes 

de Dryopteris wallichiana  avec une valeur en équivalent acide gallique 7 à 20 fois 

supérieure aux autres extraits les plus antioxydants. Les extraits les plus antioxydants 

pour ce test ORAC sont par ordre décroissant : Dryopteris wallichiana (pennes, MeOH) 

>>> Dryopteris wallichiana (rachis, MeOH) > Agarista buxifolia (feuilles, MeOH) >> 

Vernonia fimbrillifera (feuilles, AcOEt) > Stillingia lineata (feuilles, MeOH) > 

Clerodendrum heterophyllum (feuilles, AcOEt). 

2.2.3 Comparaison des résultats des tests chimiques et du test d’hémolyse 

Pour permettre une comparaison avec les résultats du test d’hémolyse, des seuils 

d’activité ont été fixés de manière arbitraire pour les tests chimiques. L’activité 

antioxydante d’un extrait a été jugée intéressante si, pour les tests mettant en jeu des 

transferts d’électrons (TEAC, DPPH, FRAP), plus de 300 équivalents Trolox ont été 

obtenus, et, pour le test mettant en jeu le transfert d’atome d’hydrogène (ORAC), plus de 
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50000 équivalents Trolox. Pour le test FOLIN, un extrait a été considéré riche en 

polyphénols si plus de 40 équivalents acide gallique ont été obtenus. Le Tableau VI 

reprend les valeurs obtenues (en équivalent Trolox ou en équivalent acide gallique) 

pour tous les extraits et pour tous les tests. Un rappel des résultats du test d’hémolyse a 

été donné. Le terme « anti » a été utilisé lorsque l’extrait a présenté une capacité à 

retarder la lyse des globules rouges, et a donc présenté un potentiel antioxydant 

significatif pour au moins une concentration testée.  
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Tableau VI  
Résultats des tests FRAP/FOLIN/TEAC/DPPH/ORAC pour les trente-huit extraits testés 

Espèces Parties Solvants 

Transfert d’électrons (TE)  
Transfert d’atome 

d’hydrogène (TAH) 
Rappel des 

résultats 
du test 

d’hémolyse 

TEAC DPPH FRAP FOLIN ORAC 
C eq trolox C eq trolox C eq trolox C eq ac gallique C eq trolox 

(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µg/L) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL  
d’extrait 

Ecart  
type 

Xylopia richardii E AcOEt 69,87 0,03 74,72 0,07 44,35 0,83 9,94 0,45 12 434,14 0,19 - 
Carissa spinarum E AcOEt 52,29 0,03 88,68 0,12 27,3 2,49 5,17 1,05 18 493,1 0,05 Anti 

 F AcOEt 67,14 0,03 49,61 0,02 37,77 0,50 8,76 1,09 298,19 8,86 - 
Polyscias repanda F AcOEt 35,58 0,02 48,96 0,02 6,48 1,64 2,59 0,75 94,89 3,06 - 
Vernonia fimbrillifera F AcOEt 135,91 0,02 230,68 0,05 100,99 0,61 21,09 1,10 182 749,46 8,61 - 
  DCM 31,8 0,01 43,9 0,05 14,1 4,86 7,3 0,97 160,7 0,73 - 
  MeOH 377,5 0,15 660,9 0,73 451,9 3,9 53,2 1,64 84 460,87 0,23 Anti 
Cassine orientalis F AcOEt 421,54 0,17 547,14 0,38 321,52 2,42 45,42 2,00 11 429,32 0,13 Anti 
Dryopteris wallichiana R MeOH 1202,78 0,01 1876,22 0,98 1193,01 10,42 120 5,80 452582,80 3,81 Anti 
 P MeOH 1157,45 0,37 2089,72 0,18 1680,64 3,07 189,19 6,56 3252566,7 2,28 Anti 
Agarista buxifolia E AcOEt 157,9 0,10 169,83 0,17 94,46 0,56 23,27 0,64 13 845,11 4,11 - 
  DCM 25,50 0,01 15,91 0,03 14,96 0,94 6,09 0,29 2 501,03 5,60 - 
  MeOH 1 789,18 1,34 2 432,96 0,28 1 745,01 2,05 169,37 7,58 28 922,72 0,19 Anti 

 F AcOEt 205,96 0,14 431,81 0,23 307,49 1,67 40,59 1,49 8 898,99 7,13 - 
  DCM 87,47 0,02 58,57 0,01 41,05 3,26 9,25 0,07 2 543,66 3,74 - 
  MeOH 1 676,95 0,47 2 857,40 0,44 1 753,54 10,18 166,59 3,26 379 641,19 7,69 Anti 
Acalypha integrifolia F AcOEt 91,52 0,02 56,32 0,06 31,83 0,59 13,28 0,80 6 381,45 6,73 - 
              
Stillingia lineata E AcOEt 281,97 0,20 310,29 0,33 177,17 2,64 29,39 4,75 867,18 11,24 - 
  DCM 14,67 0,01 17,70 0,03 7,57 2,33 7,10 1,08 5 918,99 0,13 - 
  MeOH 709,37 0,52 993,24 0,14 983,23 6,37 75,88 3,28 52 852,48 7,01 Anti 

 F AcOEt 47,1 0,01 41,94 0,01 16,52 2,79 5,84 2,68 195,21 6,05 - 
  DCM 49,63 0,02 56,78 0,21 17,70 0,22 3,04 0,41 379,20 4,28 - 
  MeOH 1195,05 0,21 1414,17 1,10 1267,33 0,22 142,86 1,39 156 290,86 5,28 Anti 
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Tableau VII (suite)  

   Transfert d’électrons (TE)  
Transfert d’atome 

d’hydrogène (TAH)   

Espèces Parties Solvants 

TEAC DPPH FRAP FOLIN ORAC 
Rappel des 

résultats 
du test 

d’hémolyse 

C eq trolox C eq trolox C eq trolox C eq ac gallique C eq trolox 
(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µg/L) pour 
1mg/mL 
d’extrait 

Ecart  
type 

(µM) pour 
1mg/mL  
d’extrait 

Ecart  
type 

Indigofera ammoxylum E AcOEt 404,85 0,25 533,36 0,17 351,77 2,29 56,31 5,81 2 841,33 5,77 - 
  DCM 330,26 0,18 261,83 0,13 265,41 4,16 37,52 3,49 2 181,09 6,64 - 
  MeOH 919,64 0,66 1 847,69 0,36 969,73 6,13 77,58 3,23 70 647,06 8,58 Anti 

 F AcOEt 77,31 0,05 69,51 0,07 46,69 2,26 20,07 1,53 22 196,01 0,23 - 
  DCM 56,01 0,03 53,37 0,06 26,80 3,60 9,59 0,84 335,4 3,63 - 
  MeOH 416,15 0,28 602,11 0,27 521,12 6,69 42,70 2,21 5297,66 26,21 Anti 
Clerodendrum heterophyllum F AcOEt 38,89 0,01 31,11 0,02 13,95 0,59 19,12 0,30 155 581,57 2,46 Anti 
Turraea casimiriana E AcOEt 60,47 0,02 71,00 0,04 32,89 9,87 19,44 0,11 356,47 7,3 - 

 F AcOEt 56,14 0,03 46,92 0,02 24,64 4,48 16,5 0,13 444,68 8,91 - 
Eugenia buxifolia E AcOEt 197,7 0,10 374,68 0,07 128,41 5,41 27,19 0,71 1 041,47 2,82 Anti 
Syzygium borbonicum F AcOEt 81,16 0,02 101,49 0,02 54,22 0,30 11,62 0,23 119,5 4,79 - 
Phyllanthus casticum E AcOEt 105,09 0,01 157,75 0,01 89,08 4,81 25,08 0,09 39,78 4,13 - 
Coptosperma borbonica F AcOEt 58,67 0,04 42,85 0,02 35,37 1,56 13,25 0,03 808,43 3,95 - 
Myonima obovata E AcOEt 17,27 0,01 21,35 0,03 66,59 6,98 2,29 0,06 2 128,33 18,88 - 
Pyrostria orbicularis F AcOEt 349,79 0,06 411,07 0,44 382,97 0,51 84,05 5,08 3 873,28 17,73 Anti 
 Légende : E, écorce ; F, feuilles ; T, tiges ; P, pennes ; R, rachis + pétioles ; AcOEt, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol ; DCM, dichlorométhane ; Anti, activité antioxydante 
significative détectée pour au moins une concentration testée pour le test d’hémolyse. 
Remarque : Les résultats en gras sont ceux répondant aux critères fixés révélant une activité intéressante : > 300 équivalent Trolox pour les tests relatifs au transfert 
d’électrons ;  > 40 mg/mL équivalent acide gallique pour le test FOLIN ;  >  50000 équivalent Trolox pour le test relatif au transfert d’atome d’hydrogène  
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Les résultats des tests chimiques sont en corrélation avec les résultats du test 

d’hémolyse. Sur les quatorze extraits ayant présenté une capacité à retarder la lyse des 

globules rouges, douze ont présenté de fortes activités antioxydantes, soit aux tests 

mettant en jeu les transferts d’électrons (TE), soit au test relatif aux transferts d’atome 

d’hydrogène (TAH), soit aux deux.  

Les extraits MeOH de Agarista buxifolia (feuilles), de Stillingia lineata (feuilles et 

écorce), de Indigofera ammoxylum (écorce), de Vernonia fimbrillifera (feuilles) et de 

Dryopteris wallichiana (pennes et rachis) ont montré un important potentiel antioxydant 

à la fois pour les tests TEAC/DPPH/FRAP et pour le test ORAC avec de fortes teneurs en 

composés phénoliques.  

Les extraits AcOEt de Cassine orientalis (feuilles), de Pyrostria orbicularis 

(feuilles), de Indigofera ammoxylum (écorce) et les extraits MeOH de Agarista buxifolia 

(écorce) et de I. ammoxylum (feuilles) ont montré une forte activité antioxydante pour 

les tests relatifs au transfert d’électrons TE (TEAC, DPPH, FRAP) avec une teneur 

relativement importante en composés phénoliques. 

L’extrait AcOEt de Clerodendrum heterophyllum (feuilles) a montré une forte 

activité antioxydante pour le test ORAC uniquement, avec une faible teneur en composés 

phénoliques.  

Enfin, les activités antioxydantes de Carissa spinarum (écorce, AcOEt) et de 

Eugenia buxifolia (écorce, AcOEt), décelées lors du test d’hémolyse, n’ont pas été mises 

en évidence par ces tests chimiques. Seul le résultat du test DPPH est relativement élevé 

(375 µM Trolox pour 1 mg/mL d’extrait) pour Eugenia buxifolia (écorce, AcOEt). 

2.2.4 Discussion  

Les résultats du test d’hémolyse et des tests chimiques ont permis de mettre en 

évidence le potentiel antioxydant de quatorze extraits provenant de dix plantes. Il est à 

souligner que, pour certaines d’entre elles, l’activité antioxydante a été mis en évidence 

pour la première fois dans ces travaux. Une discussion est proposée ci-après sur les 

composés potentiellement responsables de ces activités.  
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 Agarista buxifolia 

L’extrait MeOH des feuilles de Agarista buxifolia a révélé une activité 

antioxydante significativement plus importante que le contrôle positif au test 

d’hémolyse. Son extrait MeOH d’écorce a également présenté des résultats significatifs 

comparés au contrôle négatif. Ces deux extraits ainsi que ceux de Dryopteris wallichiana 

(rachis, MeOH) ont donné les meilleurs résultats aux tests TE avec la plus forte teneur en 

composés phénoliques. 

Agarista buxifolia était anciennement appelé Agauria buxifolia. Dans la littérature, 

aucune étude n’est mentionnée sur le potentiel antioxydant des espèces appartenant à 

ces genres. Des activités hypoglycémiante  [314, 318], curarisante [308-310], 

antifongique [247] et insecticide [307] ont été mentionnées. Les molécules les plus 

rencontrées dans les genres Agarista ou Agauria sont des flavonoïdes, des stéroïdes, des 

diterpènes de type grayanotoxines et des triterpènes [307, 314-318]. 

 Carissa spinarum 

Une activité antioxydante a été décelée grâce au test d’hémolyse pour l’extrait 

AcOEt de C. spinarum (écorce) pour les plus faibles concentrations (42,5 et 4,25 ng/mL). 

Pour les tests chimiques, des activités antioxydantes moins élevées que celles observées 

pour les autres plantes ont été obtenues aussi bien pour les tests TE que TAH. La teneur 

en composés phénoliques est relativement faible.  

Lors des analyses qualitatives faites en 2004 par Poullain et al. au LCSNSA, les 

extraits polaires et apolaires des tiges de Carissa spinarum (origine Réunion) ont révélé 

des capacités antioxydantes [45]. D’autres études ont confirmé par la suite le potentiel 

antioxydant de cette espèce (origine Inde) [177]. Certains auteurs ont associé cette 

activité à la présence de lignanes [161], composés qui ont également été isolés chez C. 

edulis [181] et C. carandas [182]. L’activité antioxydante du genre a été mise en évidence 

pour C. carandas   [164] et C. opaca [638]. 

 Cassine orientalis 

Dans nos travaux, l’extrait AcOEt des feuilles de Cassine orientalis a présenté un 

potentiel antioxydant significatif à 42,5 µg/mL pour le test d’hémolyse. Cette capacité à 
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interagir avec des radicaux libres a été retrouvée dans les tests chimiques avec des 

activités antioxydantes plus élevées pour tous les tests relatifs au transfert d’électrons 

(tests TEAC, DPPH, FRAP). Par ailleurs, dans la gamme de concentrations testées pour le 

test d’hémolyse, aucun effet hémolytique n’a été observé (aucune accélération de la lyse 

des globules rouges). Cette observation indique que l’extrait n’est pas pro-oxydant. 

Enfin, les corrélations établies entre les tests TE et le test FOLIN indiquent que la teneur 

en composés phénoliques de Cassine orientalis est responsable de son action 

antioxydante. 

Dans la littérature, l’activité antioxydante de l’extrait aqueux de C. orientalis 

(individu mauricien) a été évaluée. Les auteurs ont montré que cet extrait possède une 

capacité à piéger les radicaux HO•, activité cependant non corrélée avec la teneur en 

composés phénoliques. Ils ont montré également qu’à 10 g de matière fraîche/L, l’extrait 

aqueux des feuilles de C. orientalis est pro-oxydant [241].  

Concernant les autres espèces du genre Cassine, un fractionnement bioguidé 

utilisant le test DPPH a été réalisé sur l’extrait aqueux des racines de C. transvaalensis. La 

4’-O-méthyl-épigallocatéchine a été isolée et a montré un potentiel de piégeage des 

radicaux DPPH• comparable à celui de l’acide ascorbique [242]. Dans une autre mesure, 

l'activité antioxydante de E. transvaalensis n'a été mise en évidence que par le test FRAP 

[243]. 

 Clerodendrum heterophyllum 

L’extrait AcOEt des feuilles de Clerodendrum heterophyllum est antioxydant. Des 

résultats significatifs ont été obtenus pour le test d’hémolyse et une valeur élevée en 

équivalent Trolox a été obtenue pour le test ORAC. Par ailleurs, la faible teneur en 

composés phénoliques pour cet extrait indique que son activité antioxydante est 

probablement due à d’autres types de composés. 

Concernant cette espèce, le potentiel antioxydant de ses extraits MeOH a été mis 

en évidence par Poullain et al. lors du criblage d’activités anti-radicalaire et 

antioxydante réalisé qualitativement sur CCM au sein du LCSNSA [45].  

Concernant les autres espèces appartenant au genre, des propriétés 

antioxydantes ont été retrouvées pour : C. inerme [450], C. colebrookianum (inhibition de 
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la peroxydation lipidique in vitro et in vivo chez le rat) [449], C. siphonathus (piégeage de 

peroxyde lipidique et des radicaux DPPH•) [445], C. infortunatum (extraits de feuilles 

antioxydants in vitro et in vivo sur souris) [446]. Enfin, trois composés isolés de C. 

trichotomum (isoactéoside, trichotomoside et jionoside D) ont démontré une importante 

activité antioxydante (piégeage des DPPH•, inhibition de la peroxydation lipidique, 

stimulation des enzymes antioxydantes...) [451-453]. 

 Dryopteris wallichiana 

Les extraits MeOH de rachis et de pennes de D. wallichiana ont présenté une 

capacité à retarder la lyse des globules rouges. Ce retard est significativement plus 

important que le contrôle positif pour l’extrait MeOH de rachis. Par ailleurs,  ces extraits 

ont présenté une forte teneur en composés phénoliques et des résultats remarquables 

pour les tests chimiques ont été obtenus, notamment pour le test ORAC.  

L’espèce Dryopteris wallichiana ssp. madagascariensis, étudiée dans nos travaux 

est une fougère rare présente uniquement à La Réunion et à Madagascar. Elle n’a fait 

l’objet d’aucune étude phytochimique, ni de criblages d’activités biologiques. D’autres 

sous-espèces de D. wallichiana, notamment D. wallichiana ssp. wallichiana, ont été 

étudiées. Des composés tels qu’un dérivé de l’acide carbamique mais surtout des dérivés 

phloroglucinols, caractéristiques des Dryopteris, ont été isolés [282, 305]. Ces dérivés 

phloroglucinols ont été en effet isolés de D. bissetiana [287], D. dickinsii [288], D. sp. 

[289, 290], D. abbreviata [291], D. subimpressa [292], D. atrata [293], D. fragrans [275, 

276], D.vilarii et D. arguta [289], D. crassirhizoma [278, 294, 295], D. parallelogramma et 

D. patula [296], D. fusco-atra et D. hawaiiensis [297]. Des activités antioxydantes ont été 

associées à ces composés, notamment pour D. crassirhizoma où ils ont montré une 

activité plus forte au test LPO (peroxidation lipidique des tissus cérébraux de souris) 

qu’aux tests de piégeage des radicaux DPPH et O2•- [266]. L’activité antioxydante des 

Dryopteris peut également être la conséquence de la présence de flavonoïdes [267, 268]. 

De même, l’huile essentielle de D. fragrans [269, 270] et différents extraits des feuilles de 

D. cochleata ont révélé des propriétés antioxydantes [271].  
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 Eugenia buxifolia 

L’extrait AcOEt de l’écorce de Eugenia buxifolia réduit significativement la lyse de 

globules rouges. Parmi les tests chimiques, seul le test DPPH a révélé une activité 

antioxydante modérée.  

Différents travaux ont permis de mettre en évidence le potentiel antioxydant 

d’espèces appartenant au genre Eugenia : E. jambolana [489-491], E. pollicina [126], E. 

carophyllata [492], E. sp. [125, 126, 493], E. uniflora [494, 495]. Les auteurs associent le 

plus souvent cette activité antioxydante à la présence de composés phénoliques. Par 

ailleurs, ce genre est très proche de celui de Syzygium lui-même mentionné comme 

possédant des propriétés antioxydantes.  

 Indigofera ammoxylum 

Les extraits polaires de feuilles et d’écorce de Indigofera ammoxylum ont montré 

une activité antioxydante lors du test d’hémolyse, également mise en évidence par les 

tests chimiques.  

Dans la littérature, une activité antioxydante a été mise en évidence par Poullain 

et al. pour un individu réunionnais [45]. Par ailleurs, la capacité des espèces du genre 

Indigofera à augmenter la quantité d’enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GR) et à 

diminuer la peroxydation lipidique (LPO) a été mise en évidence dans plusieurs études 

(I. tinctoria [357, 358], I. oblongifolia [361], I. trita [363], I. cassioides [364], I. linnaei 

[365]). La teneur en composés phénoliques et la capacité à piéger les radicaux DPPH•, 

ABTS•, NO• et HO• des extraits éthanolique et chloroformique des feuilles de I. 

aspalathoides ont été évaluées [360]. L’extrait chloroformique de cette espèce a présenté 

une teneur en composés phénoliques plus faible que l’extrait éthanolique mais un 

potentiel de piégeage de radicaux libres plus important. La structure des composés 

phénoliques présents dans cet extrait apolaire a été discutée. L’extrait MeOH de I. 

caeruela a présenté une teneur en composés phénoliques et un potentiel antioxydant 

plus important que les extraits éther de pétrole et AcOEt [366]. Cinq espèces du genre 

Indigofera ont été criblées par les tests DPPH, FRAP, ABTS ; quatre d’entre elles ont 

présenté un fort potentiel antioxydant [362]. L’extrait éthanolique de I. trita possède 

une activité antioxydante démontrée par les tests DPPH et ABTS principalement [363].  
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 Pyrostria orbicularis 

L’extrait AcOEt de feuilles de Pyrostria orbicularis a révélé un potentiel 

antioxydant significatif pour le test d’hémolyse avec une augmentation du HT50 de 21 % 

à 42,5 µg/mL. Une activité antioxydante plus élevée a été obtenue pour tous les tests 

associés au transfert d’électrons TE (tests TEAC, DPPH, FRAP). Par ailleurs, cet extrait 

est le plus riche en composés phénoliques des extraits AcOEt et sa teneur en composés 

phénoliques est également supérieure à certains extraits MeOH.  

Ces travaux sont les premiers rapportés pour l’activité antioxydante d’une espèce 

du genre Pyrostria, pour lequel très peu d’informations sont disponibles. De plus, aucun 

criblage d'activité biologique et aucune étude phytochimique n'ont jusque-là été réalisés 

sur Pyrostria orbicularis. En ce qui concerne les composés mentionnés pour ce genre, la 

littérature indique la présence de β-sitostérol et de huit diarylheptanoïdes glycosylés 

pour P. major [595].  

 Stillingia lineata 

L’Euphorbiaceae Stillingia lineata a révélé, pour ses extraits méthanoliques de 

feuilles et d’écorce, une capacité à lutter contre la lyse des globules rouges induite par 

des radicaux libres. Des résultats notables ont également été mis en évidence pour tous 

les tests chimiques. Son activité est corrélée à la présence de composés phénoliques.  

Il est à noter que l’activité antioxydante d’espèces du genre Stillingia n’est pas 

répertoriée dans la littérature. Un criblage phytochimique réalisé au LCSNSA sur 200 

plantes réunionnaises a montré la présence de tanins catéchiques pour S. lineata [29].  

 Vernonia fimbrillifera 

Seul l’extrait MeOH des feuilles de Vernonia fimbrillifera présente une activité 

antioxydante significative lors du test d’hémolyse, activité confirmée lors des tests 

chimiques. Par ailleurs, une activité antioxdyante relativement importante a été obtenue 

pour l’extrait AcOEt lors du test ORAC.  

Différentes études ont montré les propriétés antioxydantes des feuilles de V. 

amygdalina. L’extrait méthanolique s'est révélé particulièrement actif lors des tests 

ABTS et DPPH [193]. Dans une autre étude, plusieurs solvants plus ou moins polaires 
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ont été utilisés pour extraire les polyphénols. La fraction enrichie en chlorophylles de 

l’extrait le plus riche en polyphénols piège le mieux les radicaux DPPH et la fraction 

pauvre en chlorophylles de ce même extrait polyphénolique piège le mieux les radicaux 

OH. Par ailleurs, les deux fractions inhibent l’oxydation de l’acide linoléique [192]. 

Récemment, il a été montré que l’extrait méthanolique des feuilles de cette espèce 

réduisait de 57 % la peroxydation lipidique induite par le tétrachlorure de carbone 

(CCl4) chez des rats, indiquant ainsi un potentiel hépatoprotecteur (stimulation des 

enzymes antioxydantes CAT, SOD, GST) [194]. Les mêmes observations sur la 

stimulation de l’activité de ces enzymes avaient été faites par Ong et al. [218]. 

 

2.3 Criblage d’activité anti-inflammatoire 

2.3.1 Résultats du test anti-inflammatoire 

Les extraits de plantes ont été testés à 10 µg/mL, concentration pour laquelle 

aucune cytotoxicité n’a été observée sur la lignée cellulaire RAW-BlueTM. Ces cellules 

(104 cellules par puits) ont été mises en contact pendant 24 h avec ou sans LPS et 

traitées avec les extraits végétaux. Le test sans LPS a permis de confirmer que les 

extraits n’induisaient pas d’eux même une inflammation. Le test avec LPS a permis 

d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire des extraits.  

Les résultats obtenus pour les dix-huit plantes testées sont présentés en Figure 

23. Un extrait anti-inflammatoire inhibe l’activité du LPS. Cette inhibition se traduit par 

une quantité plus faible de SEAP formée conduisant à une absorbance plus faible 

comparativement au contrôle négatif (RAW-BlueTM + LPS). 
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Figure 23 : Résultats du test anti-inflammatoire pour les trente-huit extraits testés à 10 µg/mL 
Légende : CTL, contrôle ; E, écorce ; F, feuilles ; R, rachis + pétioles ; P, pennes ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005 par rapport au CTL – ;  
# p<0,05 par rapport au CTL + (adiponectine) 
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Sur les dix-huit plantes testées, quatorze ont présenté un potentiel anti-

inflammatoire significatif. Il s’agit dans l’ordre décroissant d’activité : Indigofera 

ammoxylum (écorce) > Stillingia lineata (feuilles puis écorce) > Vernonia fimbrillifera 

(feuilles MeOH) > Xylopia richardii (écorce) > Cassine orientalis (feuilles) > Agarista 

buxifolia (feuilles puis écorce) > Acalypha integrifolia (écorce) > Carissa spinarum 

(écorce) > Dryopteris wallichiana (rachis) > Myonima obovata (écorce) > Turraea 

casimiriana (feuilles) > Pyrostria orbicularis (feuilles) > Dryopteris wallichiana (pennes) 

> Coptosperma borbonica (feuilles) > Syzygium borbonicum (feuilles) > Indigofera 

ammoxylum (feuilles) > Turraea casimiriana (écorce).  

Parmi les plantes significativement anti-inflammatoires, deux espèces ont montré 

une activité particulièrement élevée avec des résultats significatifs comparés au contrôle 

positif (# p<0,05). Il s’agit de Indigofera ammoxylum (écorce, DCM) et de Stillingia lineata 

(feuilles AcOEt et écorce MeOH). 

Enfin, quatre plantes n’ont présenté aucune activité : Eugenia buxifolia (écorce), 

Phyllanthus casticum (feuilles), Clerodendrum heterophyllum (feuilles) et Polyscias 

repanda (feuilles).  

2.3.2 Discussion 

Le test d’activité anti-inflammatoire réalisé sur cellules de souris (RAW-BlueTM) a 

permis de mettre en évidence quatorze plantes aux extraits anti-inflammatoires.   

 Acalypha integrifolia 

Acalypha integrifolia a présenté une activité uniquement au test anti-

inflammatoire. L’extrait éthanolique des feuilles de A. wilkesiana et l’extrait MeOH de A. 

indica ont montré un potentiel in vivo anti-inflammatoire (test au carraghénane 

induisant un œdème) [328, 329]. L’activité anti-inflammatoire de A. alopecuroidea a été 

mise en évidence pour son extrait aqueux qui a présenté un potentiel anti-inflammatoire 

in vivo dans les deux phases aigüe et chronique de l’inflammation [332], mais également 

par l’inhibition de l’expression de l’E-sélectine (CD62E), normalement régulée par TNF-

α et NFκB, tandis qu’aucune inhibition de l’activité enzymatique de COX-2 n’a été mise 

en évidence [331].  
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 Agarista buxifolia 

Tous les extraits de feuilles et d’écorce de Agarista buxifolia sont potentiellement 

anti-inflammatoires. Aucune information n’est rapportée dans la littérature pour ce type 

d’activité pour les espèces des genres Agarista et Agauria. La composition chimique de 

ces espèces, précédemment mentionnée pour le test antioxydant (§ 2.2.4, Agarista 

buxifolia) ne permet pas d’émettre des hypothèses sur la responsabilité d’une famille de 

molécules pour cette activité anti-inflammatoire. 

 Coptosperma borbonica 

Aucune donnée n’est disponible pour le genre Coptosperma. Ce genre était associé 

initialement au genre Tarenna avant révision taxonomique [639, 640]. Ainsi, 

Coptosperma borbonica était dénommé Tarenna borbonica [6]. L’étude bibliographique 

du genre Tarenna révèle la présence de chalcones [589], d’iridoïdes [593], de 

lignanes/néolignanes [589, 590], de cycloartanes glucosidiques [591, 592] et 

d’alcaloïdes [588]. Certains iridoïdes ont prouvé leur potentiel anti-inflammatoire, en 

particulier l’aucubigénine qui inhibe la production de TNF-α par des cellules de cultures 

stimulées par du LPS. L’inhibition sélective de ces composés (TNF-α, thromboxane 

synthase) par les iridoïdes pourrait constituer le mécanisme principal par lequel ils 

exercent leur action anti-inflammatoire [82].  

Par ailleurs, les lignanes sont connus pour posséder plusieurs activités 

biologiques notamment des activités anti-inflammatoires. Les lignanes isolés de Taxus 

baccata [641] peuvent être pris en exemple. Ces composés, isolés des rhizomes de Coptis 

japonica et de Pterocarpus santalinus, inhibent in vitro la production de TNF-α dans les 

cellules RAW-BlueTM [642, 643].  

 Carissa spinarum 

Des propriétés anti-arthritiques ont été démontrées pour Carissa spinarum 

justifiant l'utilisation traditionnelle de la plante contre l’inflammation [179]. Par ailleurs, 

l’écorce de C. spinarum possède une importante capacité de cicatrisation des plaies 

[165]. Cette plante possède des composés tels que l’acide caféique [644], l’acide 

ursolique et la naringine [645], des cardénolides [646], un sesquiterpène germacrane et 

des lignanes [161] ainsi que d’autres composés comme le stigmastérol, le lupéol, le 
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campestérol, le 17-hydroxy-11-oxo-nor-β-amyrone et l’acide urs-12-èn-3β,22β-diol-17-

carboxylique [160]. Les lignanes (cf. C. borbonica, p99), ainsi que le lupéol [647] et 

l'acide ursolique [648] possèdent des propriétés anti-inflammatoires. 

 Cassine orientalis 

L’extrait AcOEt des feuilles de Cassine orientalis a montré un potentiel anti-

inflammatoire significatif à 10 µg/mL.  

Dans la littérature, l’extrait AcOEt de l’écorce de Elaeodendron transvaalensis inhibe 

l’activité de NFκB (76 % d’inhibition) à 15 mg/mL et l’extrait, à cette concentration, n’est 

pas cytotoxique sur les cellules étudiées (MT2) [244]. Inversement, une fraction d’un 

extrait AcOEt de l’écorce de E. crocreum (active contre le VIH) n'inhibe pas l’activité de 

NFκB [649].  

 Dryopteris wallichiana 

Des activités anti-inflammatoires ont été reportées pour l’extrait éthanolique de 

D. crassirhizoma. Cet extrait diminue la production de NO et de prostaglandines lors de 

la stimulation de cellules RAW 264.7 par du LPS. Il diminue également l’expression de 

gènes pro-inflammatoires (iNOS, COX-2, TNF-α) en inhibant l’activation des protéines 

AP-1 et IRF3 [274]. Des études réalisées in vivo sur pattes de souris et de rats (injection 

de formaldéhyde et de carraghénane) ont révélé une activité anti-inflammatoire plus 

importante pour les racines de D. chrysocoma que pour ses feuilles ou ses tiges [273]. 

L’activité de ces Dryopteris peut s’expliquer par la présence de dérivés phloroglucinols, 

composés qui ont déjà démontré des activités anti-inflammatoires [650-657]. 

 Indigofera ammoxylum 

Différentes études sur le potentiel anti-inflammatoire d’espèces du genre 

Indigofera ont été réalisées. Certaines ont été réalisées sur des extraits bruts. L’extrait 

MeOH des parties aériennes d’I. pulchra a révélé des propriétés anti-inflammatoires in 

vivo [370]. Il a été noté également que I. suffruticosa (extraits aqueux et éthanolique) 

diminuait significativement la production d'oxyde nitrique (NO) induite par le LPS, 

diminuait l'expression de médiateurs pro-inflammatoires tels que iNOS, TNF-α et IL-1β, 

inhibait l’activation de la voie NF-κB et induisait l'expression de HO-1 dans les 
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macrophages [371]. D’autres études ont été réalisées sur deux composés (igocarpan et 

mucronulatol) isolés d’I. aspalathoides. L’igocarpan a révélé une inhibition significative 

de la COX-1 (CI50 30,5 µM) et son activité anti-inflammatoire in vivo (test au 

carraghénane induisant un œdème sur pattes de souris) a été comparable à celle de 

l'ibuprofène (51 % d’inhibition). Le potentiel antioxydant a également été évalué ; 

l’igocarpan possède une meilleure capacité à piéger les radicaux DPPH que le 

mucronulatol [359]. Des flavonoïdes ainsi qu’un lignane et deux acylphloroglucinols, 

isolés de I. hetrantha, ont révélé des capacités à inhiber l’activité de la lipoxygénase 

[368, 369].  

 Myonimia obovata 

La mise en évidence du potentiel anti-inflammatoire de Myonima obovata a été 

réalisée pour la première fois au cours de nos travaux. 

 Pyrostria orbicularis 

L’activité anti-inflammatoire décelée lors de nos travaux pour Pyrostria 

orbicularis est d’autant plus intéressante que les données de la littérature révèlent peu 

d’information sur le genre Pyrostria. De plus, l’extrait testé présente un potentiel 

antioxydant, anti-inflammatoire et aucune cytotoxicité sur les cellules humaines 

étudiées.  

 Stillingia lineata 

Les extraits de feuilles et d’écorce de S. lineata ont présenté un potentiel anti-

inflammatoire très intéressant avec des résultats significatifs comparés au contrôle 

positif. Aucun criblage d’activité anti-inflammatoire n’a été mené sur des espèces de ce 

genre. Les composés responsables de cette activité pourraient être des diterpènes de 

type kaurane ou pimarane isolés de S. sanguinolenta [355]. Différents travaux ont mis en 

évidence le potentiel anti-inflammatoire de ces composés [658-667]. Il est à noter que 

des triterpènes pentacycliques ont également été isolés du genre Stillingia (3-épi-β-

amyrine, β-amyrone et l’acide 3-acétate aleuritolique). L’α- et la β-amyrine, l’acétate de 

β-amyrine ainsi que d’autres triterpènes pentacycliques ont démontré un potentiel anti-

inflammatoire [668-670]. 
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 Syzygium borbonicum 

Le genre Syzygium a été très étudié. Plusieurs activités biologiques ont été 

démontrées, principalement anti-diabétique [513, 524-529, 531, 671], molluscicide 

[535], antibactérienne/antifongique [532-534], insecticide [536], anti-hypertensive 

[538], acaricide [537], antitumorale [512] et analgésique [523].  

En ce qui concerne l’activité anti-inflammatoire, des tests réalisés in vitro ou in 

vivo sur souris ont montré le potentiel anti-inflammatoire de l’extrait éthanolique 

d’écorce de S. cumini [516] et des extraits AcOEt, MeOH et aqueux de ses graines [517, 

518]. Les bourgeons floraux de S. aromaticum, espèce contenant de l'eugénol considéré 

comme anti-inflammatoire [521], inhibent la sécrétion d’IL-8 [520]. Des tests in vitro et 

in vivo réalisés sur les extraits chloroformique et MeOH des écorces de S. alternifolium 

ont révélé une activité plus prononcée pour l’extrait apolaire [522]. Enfin, une chalcone 

isolée de S. samarangense, l’aurentiacine, inhibe l’inflammation induite par le LPS dans 

des macrophages de souris. Cette molécule inhibe significativement la formation 

d’oxyde nitrique (NO) induit par le LPS dans les cellules RAW264.7, supprime 

l’expression de l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et réduit les niveaux d'ARNm 

des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-6. Ceci suggère que 

l’aurentiacine possède une activité anti-inflammatoire liée à l'inhibition de la voie NF-κB 

[519]. 

 Turraea casimiriana 

L’extrait AcOEt des feuilles de Turraea casimiriana a présenté un potentiel anti-

inflammatoire, tandis qu’aucune activité n’a été retrouvée pour son extrait d’écorce.  

Dans la littérature, des activités anti-inflammatoires ciblant les enzymes 

cyclooxygénase-1 et -2 (COX-1 et COX-2) ont été décelées pour l’extrait méthanolique 

des feuilles de T. floribunda, l’activité étant plus marquée sur COX-2 que sur COX-1 

[477].  

 Vernonia fimbrillifera 

L’activité anti-inflammatoire des espèces du genre Vernonia a été démontrée 

dans plusieurs travaux.  
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Plusieurs études ont été réalisées sur V. cinerea. L’extrait MeOH de la plante 

entière est anti-inflammatoire in vivo sur des rats [198] ; son extrait foliaire inhibe la 

formation d’œdème [199] ; l’extrait de fleurs est anti-inflammatoire [200]. Les lactones 

sesquiterpéniques isolées de cette espèce inhibent la production de TNF-α [197].  

L'activité anti-inflammatoire se retrouve également pour les extraits d'autres 

espèces du genre Vernonia. L’extrait MeOH de feuilles et fleurs de V. scorpioides réduit la 

formation d’œdème et favorise la migration des neutrophiles [195]. L’extrait 

éthanolique favorise la cicatrisation des plaies [196]. Vernonia amygdalina réduit de 69 

% la réponse inflammatoire après application d’huile de croton sur souris [201].  

Deux hirsutinolides isolés de V. triflosculosa inhibent la voie de NF-κB et la 

production d’IL-8 [202]. Pour V. cumingiana, un glycoside stéroïdien de type 

stigmastane (vernocuminoside B) est potentiellement anti-inflammatoire [204], ainsi 

que des lactones sesquiterpéniques [203]. 

 Xylopia richardii 

Les espèces du genre Xylopia contiennent divers composés : acétogénines [139], 

alcaloïdes [151-153, 158, 159, 672], flavonoïdes [152, 153] et composés terpéniques 

[147-151, 153-156]. 

Plusieurs activités sont répertoriées pour les espèces de ce genre : 

antimicrobienne/antifongique/antibactérienne [134-136], anti-plasmodiale/anti-

protozoaire [137, 138, 142-144], cytotoxique [139-141], cardiovasculaire/diurétique 

[145, 146], génotoxique/mutagène [141], anti-appétante [132, 133]. Une seule étude a 

été réalisée pour l'activité anti-inflammatoire, ciblant l'asthme allergique, conséquence 

des processus inflammatoires. L'activité anti-asthmatique de dix-neuf plantes 

brésiliennes a été évaluée en testant l'inhibition in vitro de la 5-lipoxygénase et parmi les 

trois plantes actives, Xylopia frutescens a montré 85 % d’inhibition [131].  
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Conclusion 

L’objectif de ce criblage préliminaire était de mettre en évidence des extraits de 

dix-huit plantes de l’île de La Réunion biologiquement intéressants vis-à-vis du stress 

oxydatif et de l’inflammation. Pour cela, cinq tests d’activité antioxydante, un test anti-

inflammatoire et un test d’activité cytotoxique sur lignée cellulaire humaine ont été réalisés 

sur une sélection de plantes endémiques ou indigènes de l’île.  

Le potentiel cytotoxique de onze plantes a été décelé sur une lignée cellulaire 

humaine (cellules THP-1). Pour ces plantes, des réponses doses dépendantes ont été 

obtenues avec des résultats significatifs à la concentration de 100 μg/mL. L’extrait AcOEt de 

l’écorce de Carissa spinarum a été identifié comme le seul à être significativement plus 

cytotoxique que le contrôle positif (Taxotère).  

Pour certaines de ces plantes, les résultats obtenus au niveau cellulaire ont été en 

corrélation avec la toxicité globale de la plante. Par exemple, Stillingia lineata, plante à latex 

toxique, a présenté un potentiel cytotoxique uniquement pour ses extraits d’écorce.  

Une comparaison avec les données de la littérature a permis d’émettre des 

hypothèses sur les composés responsables de ces activités cytotoxiques (par exemple, des 

molécules de type grayanotoxines pour Agarista buxifolia). Néanmoins, pour certaines 

plantes, aucune hypothèse n’a pu être proposée en raison du manque d’information sur la 

composition chimique du genre (Myonima obovata).  

De plus, il est intéressant de noter qu’aucune activité cytotoxique n’a été retrouvée 

pour toutes les parties d’Indigofera ammoxylum et pour toutes les concentrations testées. 

Cette plante est utilisée à La Réunion en tisane hypoglycémiante. 

Une activité antioxydante retardant la lyse membranaire d’érythrocytes humains 

générée par radicaux libres a été observée sur dix plantes. Les extraits de ces plantes ont 

retardé considérablement l’hémolyse de globules rouges (test KRL). Pour huit d’entre elles, 

ces capacités à interagir avec des radicaux libres ont été confirmées par le test ORAC, par les 

tests associés au transfert d’électrons (tests TEAC/ DPPH/ FRAP) ou par les deux types de 

tests.  

Le plus souvent, l’activité antioxydante de ces plantes a été corrélée à la forte teneur 

en composés phénoliques (test FOLIN), mais pour certaines (Clerodendrum heterophyllum), 
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il s’agirait d’autres composés. Deux plantes se sont principalement démarquées : Agarista 

buxifolia et Dryopteris wallichiana. Elles ont montré des résultats significatifs comparés 

au contrôle positif du test d’hémolyse et présenté des réponses nettement supérieures à la 

moyenne pour les tests chimiques.  

Des propriétés anti-inflammatoires ont également été mises en évidence pour 

quatorze plantes qui ont été capables de réduire à la concentration de 10 μg/mL la réponse 

inflammatoire dans les macrophages de souris (cellules RAW-BlueTM) après stimulation par 

du lipopolysaccharide. Deux d’entre elles se sont démarquées : Stillingia lineata et 

Indigofera ammoxylum. Les extraits d’écorce d’Indigofera ammoxylum et ceux de feuilles et 

d’écorce de Stillingia lineata ont en effet présenté des résultats significatifs par rapport au 

contrôle positif. 

Pour résumer ces travaux de criblages d’activités biologiques, les résultats des trois 

tests ont été récapitulés dans le Tableau VII.  
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Tableau VII 
 Tableau récapitulatif des activités biologiques obtenues pour les dix-huit plantes criblées 

        ANTIOXYDANT 
CYTOTOXICITE ANTI-INFLAMMATOIRE 

Familles Espèces Parties Solvants Hémolyse TE FOLIN TAH 

Annonaceae Xylopia richardii Boivin ex Baill. Ecorce AcOEt - - - - - + 
Apocynaceae Carissa spinarum L. Ecorce AcOEt + - - - +++ + 
   Feuille AcOEt - - - - + - 
Araliaceae Polyscias repanda (DC.) Baker Feuille AcOEt - - - - + - 
Asteraceae Vernonia fimbrillifera (Cass.) Less. Feuille AcOEt - - - + + + 
     DCM - - - - + - 
     MeOH + + + + - - 
Celastraceae Cassine orientalis (Cav.) Harms Feuille AcOEt + + + - + + 
Dryopteridaceae Dryopteris wallichiana Rachis MeOH +++ + + + - + 
   Pennes MeOH + + + + - + 
Ericaceae Agarista buxifolia (Comm. ex Lam.) G. Don Ecorce AcOEt - - - - - + 
     DCM - - - - - + 
     MeOH +++ + + + - + 
    Feuille AcOEt - + + - - + 
     DCM - - - - + + 
     MeOH + + + + - + 
Euphorbiaceae Acalypha integrifolia Willd. Feuille AcOEt - - - - - + 
          
Euphorbiaceae Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. Ecorce AcOEt - + - - + + 
     DCM - - - - + + 
     MeOH + + + + - +++ 
    Feuille AcOEt - - - - - +++ 
     DCM - - - - - + 
     MeOH + + + + - + 

∼
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Tableau VII (suite)  

        ANTIOXYDANT 
CYTOTOXICITE ANTI-

INFLAMMATOIRE Familles Espèces Parties Solvants Hémolyse TE FOLIN TAH 

Fabaceae Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill Ecorce AcOEt - + + - - + 
     DCM - - - - - +++ 
     MeOH + + + + - + 
  

 Feuille AcOEt - - - - - + 
     DCM - - - - - + 
     MeOH + + + + - - 
Lamiaceae Clerodendrum heterophyllum (Poir.) R.Br. Feuille AcOEt + - - + + - 
Meliaceae Turraea casimiriana Harms Ecorce AcOEt - - - - - - 
   Feuille AcOEt - - - - + + 
Myrtaceae Eugenia buxifolia Lam. Ecorce AcOEt + + - - + - 
Myrtaceae Syzygium borbonicum J.Gueho et AJ.Scott. Feuille AcOEt - - - - - + 
Phyllanthaceae Phyllanthus casticum Soy.-Will. Ecorce AcOEt - - - - + - 
Rubiaceae Coptosperma borbonica (Hend. et A.A. Hend.) De 

Block Feuille AcOEt - - - - - + 
Rubiaceae Myonima obovata Lam. Ecorce AcOEt - - - - + + 
Rubiaceae Pyrostria orbicularis A.Rich. ex DC. Feuille AcOEt + + + - - + 

Légende : TE, transfert d’électrons (tests TEAC/FRAP/DPPH) ; TAH, transfert d’atome d’hydrogène (test ORAC) 

∼
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 Parmi les trente-huit extraits testés, un seul ne présente aucune des trois activités 

recherchées. Il s’agit de l’extrait AcOEt de l’écorce de Turraea casimiriana.  

 Quatre extraits sont uniquement cytotoxiques. Ce sont les extraits AcOEt de Carissa 

spinarum (feuilles), de Polyscias repanda (feuilles) et de Phyllanthus casticum 

(écorce) et l’extrait DCM de Vernonia fimbrillifera (feuilles).  

 Dix-neuf sont uniquement anti-inflammatoires dont treize dépourvus de cytotoxicité. 

Quatre sont uniquement antioxydants dont deux dépourvus de cytotoxicité (extraits 

MeOH des feuilles de V. fimbrillifera et de I. ammoxylum).  

 Enfin, dix extraits sont à la fois antioxydants et anti-inflammatoires, et huit d’entre 

eux sont dépourvus de cytotoxicité. Ces extraits antioxydants/anti-

inflammatoires/non cytotoxiques proviennent de quatre plantes : Agarista buxifolia 

(feuilles et écorce), Stillingia lineata (feuilles et écorce), Indigofera ammoxylum 

(écorce) et Pyrostria orbicularis (feuilles). 

Les résultats obtenus dans cette deuxième partie ont mis en évidence, parfois pour la 

première fois, le potentiel cytotoxique, antioxydant et anti-inflammatoire de plantes 

réunionnaises. De nouvelles sources d’antioxydants et d’anti-inflammatoires capables de 

lutter contre le stress oxydatif et contre l’inflammation sont donc potentiellement 

envisageables.
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Troisième partie :  

Etude phytochimique de Stillingia 

lineata 

Recherche d’inhibiteurs du CHIKV 

 

 

  

Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. ssp. lineata 
Euphorbiaceae 
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Introduction 

 

Dans la troisième partie de ce travail, le fractionnement d’extraits de l’écorce 

d’une espèce indigène Stillingia lineata a été entrepris. Plusieurs critères ont justifié le 

choix de cette espèce :  

 L’absence de données bibliographiques relatives à des investigations chimiques 

sur l'espèce S. lineata et la sous-espèce S. lineata ssp. lineata. 

 Les activités antioxydante et anti-inflammatoire mises en évidence lors des 

travaux décrits en deuxième partie de ce manuscrit : 

 Stillingia lineata fait partie des quatre plantes ayant présenté des extraits à la fois 

antioxydants, anti-inflammatoires et non cytotoxiques.  

 Une activité anti-inflammatoire significative a été obtenue pour tous les extraits 

de cette espèce (concentration 10 µg/mL). 

 L’activité antivirale mise en évidence dans le cadre du Programme Phytochik.  En 

effet, une inhibition de 90 % de l’effet cytopathique induit par le virus sur les 

cellules  Vero a été observée pour une concentration inférieure à 0,8 μg/mL (CE90). 

En raison de cette activité antivirale remarquable et du savoir-faire acquis au cours 

de ce programme, dans la recherche d’inhibiteurs de la réplication du virus du 

chikungunya, c’est le test utilisé pour ce criblage biologique qui a été sélectionné pour 

suivre les différentes étapes de fractionnement. 

Les travaux réalisés dans cette partie, à partir de l’extrait AcOEt de l’écorce de 

Stillingia lineata, ont de ce fait permis d’identifier des métabolites secondaires capables 

d’inhiber sélectivement la réplication virale du CHIKV.  

Pratiquement, l’activité antivirale de l’extrait AcOEt de l’écorce de S. lineata a tout 

d’abord été vérifiée. Puis, les extraits (DCM, MeOH) d’écorce et de feuilles ont été testés. 

Enfin, le fractionnement bioguidé de l’extrait AcOEt de l’écorce a été réalisé dans le but 

d’isoler et de caractériser les molécules responsables de cette activité.  
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Chapitre III-1 : Etude bibliographique de Stillingia lineata  

 

1.1 La famille des Euphorbiaceae 

1.1.1 Description 

La famille des Euphorbiaceae a été créée par A. L. de Jussieu en 1789. Une 

première classification détaillée en sous-familles, tribus et sous-tribus a été proposée 

par J. Mueller en 1866. Cette classification a été revue par Webster en 1975. Les 

Euphorbiaceae ont été classées en cinq sous-familles : les Phyllanthoïdeae, les 

Oldfieldioïdeae, les Acalyphoïdeae, les Crotonoïdeae et les Euphorbioïdeae. Les deux 

premières sous-familles sont caractérisées par la présence de deux ovules par loge (bi-

ovulation) et les trois dernières par la présence d’un seul ovule par loge (uni-ovulation) 

[673]. En 2003 et 2009, l’APG II et III (Angiosperm Phylogeny Group) ont redéfini les 

Euphorbiaceae sensu stricto uniquement par les trois sous-familles : Euphorbioïdeae, 

Acalyphoïdeae et Crotonoïdeae.  

La famille des Euphorbiaceae est l’une des plus grandes familles de plantes à 

fleurs. On dénombre près de 8000 espèces réparties en 300 genres. Les principaux 

genres sont les Euphorbia (2000 espèces), les Croton (750 espèces), les Acalypha (400 

espèces), les Antidesma, les Jatropha et les Manihot (150 espèces chacun).  

Ce sont des Dicotylédones d'aspect très variable (arbres, buissons, lianes, plantes 

herbacées…), qui se caractérisent par l’unixesualité de leurs fleurs monoïques ou 

dioïques. Elles ont une morphologie florale diverse, allant de fleurs classiques (sous-

famille des Crotonoïdeae) à des fleurs simplifiées et réduites (sous-famille des 

Euphorbioïdeae). Les feuilles sont généralement alternes et simples, souvent très 

réduites chez les succulentes. Elles peuvent également être opposées et/ou palmées 

(Ricinus communis, ricin). Les stipules* sont souvent réduites à des soies, glandes ou 

épines. La grande majorité des espèces possède un fruit à trois loges contenant chacune 

une seule graine. Les graines sont pourvues d'une caroncule, petite expansion charnue 

appréciée des insectes et autres animaux et favorisant la dissémination des graines  

[674, 675]. 
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1.1.2 Utilisations des Euphorbiaceae 

 Les Euphorbiaceae sont exploitées dans plusieurs domaines.  

 Exploitation industrielle  

L’hévéa ou arbre à caoutchouc (Hevea brasiliensis) est la source principale de 

caoutchouc naturel. Le noyer des Moluques (Aleurites moluccana) et l’aleurite (Aleurites 

fordii) fournissent l’huile de tung et d’autres huiles utilisées dans l’industrie des 

peintures et des vernis. L’arbre à suif (Triadica sebifera) est utilisé pour fabriquer des 

bougies et des chandelles et constitue également un bon candidat pour la production de 

biodiesel. Les espèces du genre Euphorbia fournissent des hydrocarbures semblables à 

ceux du pétrole. L’huile de ricin (Ricinus communis) est utilisée dans la fabrication du 

nylon et pour la lubrification des moteurs d'avion [674]. 

 Plantes ornementales  

Les espèces ornementales les plus fréquemment rencontrées, exotiques à La 

Réunion, sont par exemple le poinsettia (Euphorbia pulcherrima), le croton (Codiaeum 

variegatum) des haies, la queue de chat (Acalypha hispida) aux fleurs en forme de 

chatons rouges, la plante-crayon (Euphorbia tirucalli), l’épine du christ (Euphorbia milii) 

[676]. 

 Source alimentaire  

Le manioc (Manihot esculenta) est la cinquième plante alimentaire mondiale, 

après le maïs, le riz, le blé et la pomme de terre. Ses racines tubéreuses sont une source 

importante d’amidon dans les régions tropicales. D’autres Euphorbiaceae alimentaires 

sont utilisées comme légumes : les fruits d’Antidesma bunius et les feuilles de Cnidoscolus 

chayamansa [82, 675]. 
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 Plantes médicinales 

Les Euphorbiaceae, du fait de leur large répartition, sont confrontées à toutes sortes 

d'habitats. Leur adaption dans ces différents milieux a induit une grande variété de 

métabolites secondaires, utilisés par la plante pour la survie ou la défense. Ces 

métabolites sont responsables des nombreux usages médicinaux rapportés pour les 

Euphorbiaceae. Les Jatropha sont utilisés en médecine traditionnelle par 80 % de la 

population en Afrique, en Asie et en Amérique latine, pour guérir diverses pathologies 

telles que les maux d'estomac, l'inflammation, le diabète, le sida, les cancers, les ulcères, 

le paludisme, les maladies de peau, l'asthme… Des propriétés cytotoxique, antitumorale, 

antimicrobienne, anti-protozoaire, anticoagulante, immunomodulatrice, anti-

inflammatoire, antioxydante, insecticide, molluscicide ont été démontrées. Les composés 

isolés sont le plus souvent des diterpènes, des peptides cycliques, et d’autres composés 

tels que des flavonoïdes, des lignanes, des triterpènes… [677]. Le genre Euphorbia est 

également très utilisé en médecine traditionnelle. Les diterpènes polycycliques de type 

tigliane, ingénane, jatrophane et lathyrane, fréquemment retrouvés, sont 

biologiquement actifs (activités anti-proliférative, cytotoxique, antivirale, anti-

diarrhéique, molluscicide, anti-appétante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, 

analgésique, anti-cancéreuse, promoteurs tumoraux, …) [678, 679]. 
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1.2 Le genre Stillingia Garden ex L. et l’espèce Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg 

sous-espèce lineata 

1.2.1 Répartition et description botanique   

Le nom Stillingia a été donné par Alexander Garden en l'honneur du botaniste 

anglais Benjamin Stillingfleet (1702-1771). Le genre a été classé dans un premier temps 

dans la famille des Euphorbiaceae et dans la tribu des Euphorbieae par Endlicher. Par la 

suite, il a été reclassé dans la tribu des Hippomaneae par Klotzsch [680].   

Actuellement, le genre Stillingia comprend trente espèces. Vingt-sept espèces 

sont strictement néotropicales dans une zone qui s’étend de l’Argentine au Kansas, trois 

sont présentes dans les îles Fidji, dans certaines îles de Malaisie et de l’Océan Indien. 

L'espèce Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg est présente dans les îles de l’Océan Indien et 

en Malaisie. Elle se subdivise en 2 sous-espèces [681] :  

- Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg. ssp. lineata (SL-lineata), typique des îles Maurice et 

La Réunion (Figure 24a). Cette plante possède des feuilles à nervures peu visibles et 

sans glandes marginales.  

- Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg. ssp. pacifica (SL-pacifica), plante malaisienne (Figure 

24b). Cette plante se distingue par des feuilles minces à dentelure, nervation et glandes 

évidentes. 



Chapitre III-1 : Etude bibliographique de Stillingia lineata 

∼ 115 ∼ 

 

 

 
 
 

a) Stillingia lineata ssp. lineata 
 

b) Stillingia lineata ssp. pacifica 

Figure 24 : Planches botaniques des deux sous-espèces de Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg 
(Source : d’après Dupont et al., 1989 [682], et Esser, 1999 [683]) 
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A La Réunion et à Maurice, SL-lineata est présente dans les secteurs secs, sur les 

escarpements ensoleillés. C’est un arbrisseau pouvant atteindre 12 m de hauteur 

généralement peu branchu. Ses feuilles sont simples, alternes, insérées en hélice et 

groupées au sommet des ramilles (cf. photographies ci-après et Figure 25). Son limbe* 

est de forme très variable. Il peut être elliptique ou obovale, arrondi ou aigu au sommet. 

Il se rétrécit sur une base étroite, arrondie ou cunéiforme. Les stipules se présentent 

sous forme de pointes minuscules ou de groupes de poils glanduleux, caduques. Les 

fleurs mâles sont minuscules, caduques. Les fleurs femelles sont à ovaire trilobé. Les 

fruits sont des capsules trilobées avec des valves se détachant au-dessus du 

carpophore*. Les graines sont grises et oblongues [684]. 

 

                 
Photographies de Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. ssp. lineata 

(Source : S. TECHER/E. GIRARD-VALENCIENNES) 

 

Cette espèce SL-lineata est communément appelée « tanguin pays » à La Réunion 

et « fangame » à l’île Maurice [681].  
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Figure 25 : Planche botanique de l'espèce Stillingia lineata  

(Source : [685])
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1.2.2 Données ethnopharmacologiques 

SL-lineata a été utilisée par les premiers habitants de l’île de La Réunion en tant 

que poison [16]. A Maurice, des bains à base de plante entière sont recommandés pour 

soigner l’eczéma. Les feuilles sont toxiques et stupéfiantes [681]. 

Cette toxicité est également connue pour l’espèce Stillingia texana (Texas Queen’s 

delight), qui est listée parmi les plantes qui ont été le plus fréquemment associées à un 

empoisonnement au cyanure chez les animaux [686].  

Sur l’ensemble des espèces du genre Stillingia, deux sont particulièrement 

utilisées : S. sylvatica et S. sebiferum.  

Connue sous le nom de Queen’s delight, la racine de S. sylvatica est inscrite à la 

Pharmacopée officielle des États-Unis. Cette plante a été très utilisée pendant plus d’un 

siècle par les premiers habitants du Sud. Certaines tribus l’utilisaient contre la perte de 

virilité, mais aussi après les accouchements. Néanmoins, la plante était le plus souvent 

utilisée pour ses propriétés émétique et cathartique [687, 688]. Cette plante a 

également été considérée aux États-Unis comme un antisyphilique [689]. Aujourd’hui, 

elle est utilisée pour ses propriétés diurétique, stimulante, tonique, antisyphilitique, 

expectorante, scrofuleuse et contre les affections hépatites, la leucorrhée et les 

éruptions cutanées [690, 691]. Cette plante fait également partie de la composition de la 

formule Hoxsey5 [692]. 

Stillingia sebifera est une autre espèce à être exploitée commercialement. Elle est 

aujourd’hui un synomyme de Sapium sebifera et de Triadica sebifera (taxon officiel). Son 

fruit contient deux types de matières grasses qui ont été très étudiées. L’une provient 

du tégument et est appelé commercialement « suif végétal chinois », l’autre provient de 

l’amande et est connue sous le nom de « huile de stillingia ». Le suif végétal chinois est 

utilisé dans l’alimentation en remplacement du suif animal. Il est également utilisé pour 

l’éclairage et en savonnerie. L’huile de stillingia est utilisée en peinture et en éclairage, 

mais aussi en carburant et en engrais. Ces deux dernières propriétés lui ont valu un 

                                                 
5 Traitement anticancéreux très contreversé, à base de différentes herbes, utilisé au Mexique. 
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regain d’intérêt dans les années 1980. En médecine traditionnelle, l’écorce est utilisée 

en diurétique ainsi que pour le traitement de la schistosomiase* et les feuilles contre le 

zona [693].  

1.2.3 Activités biologiques et composition chimique pour le genre Stillingia 

Les travaux réalisés sur le genre Stillingia pour la détermination d'éventuelles 

activités biologiques ne sont pas nombreux. Quelques criblages ont été effectués pour 

les activités cytotoxique, irritante, protéolytique, antimycobactérienne et antifongique. 

La première étude, réalisée en 1885, sur une espèce du genre Stillingia, a consisté à 

évaluer la teneur en eau et en cendres de l’écorce et de certains extraits (benzénique, 

alcoolique, aqueux) de S. sylvatica. Un alcaloïde, la stillingine, a été isolé de l’extrait 

alcoolique [354]. 

Il a fallu attendre un siècle plus tard pour que les investigations sur le genre 

Stillingia reprennent, avec l’étude de l’huile de stillingia et du suif végétal chinois de S. 

sebifera, dont la composition a été établie [349, 694-699]. Actuellement S. sebifera 

n'appartient plus au genre Stillingia. 

L’huile des graines de S. sylvatica possède des propriétés siccatives et peut être 

exploitée pour les peintures et les vernis [349]. Par ailleurs, huit composés 

particulièrement irritants, de types daphnane et tigliane ont été isolés (cf. § 1.2.4 p121) 

à partir des racines de S. sylvatica, à la suite d'un fractionnement bioguidé par un test 

d’irritation réalisé in vivo sur oreilles de souris [350]. Dans une autre étude, l’extrait 

MeOH des racines de S. sylvatica n’a révélé aucune activité contre les mycobactéries M. 

aurum et M. smegmatis [700]. 

Lors d'un criblage d’activité cytotoxique in vitro sur des cellules tumorales humaines 

Co-115 (cancer du côlon), réalisé sur 75 plantes provenant d’Afrique, de Panama et de 

Maurice, S. lineata originaire de l'île Maurice a été testé. Les extraits éther de pétrole et 

DCM des feuilles de cette espèce sont fortement cytotoxiques [351]. Le criblage 

phytochimique préliminaire réalisé au LCSNSA sur 200 plantes réunionnaises a montré 

la présence de tanins catéchiques pour S. lineata originaire de La Réunion [31]. 
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Le latex de S. patagonica présente une forte activité protéolytique. La présence de 

cystéine-protéases a été décelée [353]. 

Les extraits DCM:MeOH (1:1) des feuilles et des tiges de S. oppositifolia présentent 

une activité cytotoxique dose-dépendante sur trois lignées leucémiques : UACC-62 

(cancer mélanocytaire), MCF-7 (cancer du sein), TK-10 (cancer du rein) (CC50 de 50 à 

100 µg/mL). En revanche, ils ne sont pas toxiques à 20 µg/mL vis-à-vis des cellules 

sanguines mononucléaires périphériques (PBMC). Par ailleurs, l’évaluation de leurs 

activités antifongique et anti-levures sur différentes souches (Candida albicans, C. 

krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, Cryptococcus neoformans et 

Paracoccioides brasiliensis) a montré que les extraits organiques des feuilles et des tiges 

inhibent la croissance de C. krusei, C. tropicalis (CMI6 = 250 µg/mL) et P. brasiliensis 

(CMI = 63 µg/mL). Différentes partitions ont été réalisées (hexane, DCM, H2O) et la 

partition hexanique de l’extrait d’écorce a présenté les plus fortes activités antifongique 

et cytotoxique. Cette fraction contient trois triterpènes (cf. §1.2.4 p123), du sitostérol et 

de l’acide palmitique, qui ne présentent aucune activité antifongique, aucune toxicité 

sur PBMC et des CI50 supérieures à 88 µg/mL pour les lignées UACC-62, MCF-7 et TK-10 

[352]. 

1.2.4 Molécules isolées  

La première étude phytochimique d’une espèce du genre Stillingia a été réalisée en 

1980 sur S. sylvatica. Un fractionnement bioguidé par un test d’irritation a été entrepris 

sur ses racines. Huit molécules diterpéniques irritantes (DI507 de 0,16 à 0,06 nM) de 

types daphnane (1-6) et tigliane (7-8) ont été isolées. Ce sont des esters de phorbol 

porteurs d’acides gras saturés, polyinsaturés ou hydroxylés, présentés en Figure 26 

[350]. 

 

 

                                                 
6 Concentration minimale inhibitrice 

7 Dose pour laquelle est observée une irritation chez 50 % des souris testées 
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Daphnanes  

  
1 : R = H 

2 : R = CO-(CH2)12-CH3 
3 : R = CO-CH=CH-(CH2)11-CH3 

4 : R = CO-(CH=CH)3-(CH2)3-OCOC13H27 
5 : R = CO-(CH=CH)3-(CH2)3-OCOC14H27 

6 : R = COC6H5 (gnidilatidine) 

Tiglianes 

 

7 : R1=COCH3 ;  R2=H  (prostratine) 
8 : R1=CO-(CH2)14-CH3  ;  R2=OH 
 

Figure 26 : Molécules isolées de Stillingia sylvatica 
(Source : d’après Adolf et al., 1980 [350]) 

Plusieurs diterpènes ont été isolés des racines de S. sanguinolenta [355]. L’acide 

acétylaleuritolique ainsi qu’un sanguinolane pentacyclique (9), un trachylobane (10), 

des pimaranes (11-12), des kauranes (13-19), des atisanes (20-22), le cembrène (23) 

et deux diterpènes de squelette rare appelés tonantzitlolone et 4’-

acétoxytonantzitlolone (24-25) ont été identifiés (Figure 27). 



Chapitre III-1 : Etude bibliographique de Stillingia lineata 

∼ 122 ∼ 

Sanguinolane pentacyclique Trachylobane Pimaranes 

 
9 : ent-16-hydroxy-3-oxosanguinane 

 
10 : acide ent-3-oxotrachylobane-

17-carboxylique 
 

 

 
11 : ent-8β-hydroxy-3,12-

dioxopimara-9(11),15-diène 
 

 
12 : ent-3β,12α-dihydroxypimara-8,15-diène 

Kauranes 
 
 

 

Atisanes 
 

 

Cembrène 

 

Tonantzitlolones 
 

 

 

 X Y Z 
13 : O H2 CH2 
14 : α-OH, H H2 CH2 
15 : O H2 β-COOH, H 
16 : O H2 β-CH2OH, H 
17 : O H2 β-CH2OH, H 
18 : O H2 α-CH2OH, H 
19 : α-OH, H O β-COOH, H 

 
 
 
 

 X Y Z 
20 : O H2 H 
21 : O H2 OH 
22 : α-OH, H O H 

23 : cembrène 24 : R = H (tonantzitlolone) 
25 : R = OAc (4’-acétoxytonantzitlolone) 

 
 

Figure 27 : Molécules isolées de Stillingia sanguinolenta 
(Source : d’après Dräger et al., 2007 [355]) 

∼
 122 ∼
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Pour S. oppositifolia, cinq composés ont été isolés de la fraction hexanique de 

l'extrait organique des tiges : 3-épi-β-amyrine (26), β-amyrone (27), acide 3-acétate 

aleuritolique (28), β-sistostérol (29) et acide palmitique. L’étude des composés volatils 

par CG-SM a permis également de mettre en évidence la présence de décahydro-2,6-

diméthylnaphtalène, de tétradécane, de décahydro-1,1,7-triméthyl-4-méthylène-1H-

cycloprop[e]azulène, et de quatre esters méthyliques d’acides gras (acides laurique,  

palmitique, stéarique et 9-dodécénoïque) [352]. 

 

Triterpènes de type oléanane 
 

  
26 : 3-épi-β-amyrine 27 : β-amyrone 

  
Triterpènes de type friédooléanane 

 
Stéroïde 

 

  
28 : acide 3-acétate aleuritolique 29 : β-sitostérol 

 

Figure 28 : Molécules isolées de Stillingia oppositifolia 
(Source : d’après Cota et al., 2011 [352]) 

 

Le genre Stillingia contient donc, comme beaucoup d’espèces de la famille des 

Euphorbiaceae, majoritairement des composés terpéniques.  
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1.3 Les composés diterpéniques 

1.3.1 Origine biosynthétique  

Les diterpènes sont des molécules en C20 issues de l’assemblage de quatre unités 

isopréniques (C5). Ils possèdent des structures très variables, étroitement liées à leur 

biogénèse. Il s’agit le plus souvent de composés cycliques. Il existe cependant des 

diterpènes acycliques qui peuvent être linéaires ou comporter un cycle lactonique ou 

éther. 

Le précurseur des diterpènes est le 2E,6E,10E-géranylgéranylpyrophosphate 

(GGPP). Ce dernier peut subir deux types de cyclisation conduisant à des familles de 

diterpènes bien distinctes comme présenté en Figure 29. Le premier mode de cyclisation 

est induit par le départ du groupe diphosphate du GGPP. L’intermédiaire obtenu est un 

carbocation macrocyclique polyinsaturé très réactif. Ce macrocycle à 14 carbones peut 

se stabiliser en formant des composés de type cembranoïdes. Le cembrène isolé de S. 

sanguinolenta est issu de cette voie de biosynthèse [355]. 

 
Figure 29 : Premier mode de cyclisation du GGPP 

(Source : d’après Bruneton, 2009 [82]) 
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Ce carbocation intermédiaire peut également, cas le plus fréquent, conduire à des 

structures polycycliques. Selon les substitutions nucléophiles intramoléculaires qui ont 

lieu, le diterpène sera de type taxane, tigliane, daphnane ou ingénane. Les daphnanes et 

tiglianes retrouvés chez S. sylvatica résultent de cette voie de biogénèse [350] (Figure 

29). 

Le deuxième mode de cyclisation est une cyclisation acido-catalysée. Elle conduit, 

dans un premier temps, à la formation de diterpènes bicycliques (décahydronaphtalènes 

substitués). Cette cyclisation résulte de la protonation de la double liaison C-14-C-15 du 

GGPP suivie de l’attaque de C-10 sur C-15 et de C-6 sur C-11 (Figure 30). Selon la 

conformation initiale du précurseur GGPP, deux séries énantiomères peuvent être 

obtenues. Ces séries diffèrent par les configurations opposées des carbones C-5, C-9 et C-

10. La série « normale » correspond à un méthyle en C-10 en position β. La série « ent » 

(enantio) correspond à un méthyle en C-10 en position α. La Figure 30 présente les deux 

énantiomères pouvant être obtenus à partir d’une configuration chaise-chaise.  

 
Figure 30 : Second mode de cyclisation du GGPP, formation des diterpènes bicycliques 

(Source : d’après Bruneton, 2009 [82]) 
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La Figure 31 résume la formation des diterpènes tri- et tétracycliques. Les 

diterpènes tricycliques de type pimarane, isopimarane et abiétane sont formés à partir 

du diphosphate de labdadiényle selon différentes cyclisations. Les diterpènes 

tétracycliques (kauranes, atisanes…) sont formellement issus de la cyclisation du cation 

ent-pimarényl. Ces composés tri- et tétracycliques (pimaranes, kauranes, atisanes) ont 

été isolés de S. sanguinolenta [355]. 

 
Figure 31 : Second mode de cyclisation du GGPP, formation des diterpènes tri- et tétracycliques 

(Source : d’après Bruneton, 2009 [82]) 

Le genre Stillingia englobe ainsi la plupart des diterpènes synthétisés à partir du 

GGPP selon tous les modes de cyclisation (cembrène, daphnanes, tiglianes, kauranes, 

atisanes, pimaranes). 

1.3.2 Les diterpènes de type tonantzitlolone 

Les diterpènes de type tonantzitlolone sont des macrocycles à 15 carbones. Ils 

sont composés de deux chaînons internes, un δ-lactol et un tétrahydrofurane (Figure 

32). Il existe de fortes liaisons hydrogènes entre le groupe hydroxyle en C-10 et les 

atomes d'oxygène de l'ester de la chaîne latérale, ainsi qu’entre le groupe hydroxyle en 

C-9 et l'atome d'oxygène du furane. Ces interactions confèrent à la molécule une 

structure très rigide presque sphérique. Cette compacité est renforcée par la présence 
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de substituants méthyles sur le macrocycle en C-3, C-7, C-11 et par la présence d’un gem-

diméthyle en C-15. 

 
 

24 :  tonantzitlolone : R = H 
25 :  4’-acétoxytonantzitlolone :  R = OAc  
 

Figure 32 : Structure des diterpènes de type tonantzitlolone 

 

Habituellement, les diterpènes macrocycliques sont formés de 14 carbones. Ils 

proviennent de composés cembranoïdes comme présenté en Figure 29 (cf. p124). Les 

macrocycles à 15 carbones sont extrêmement rares. En réalité, les diterpènes de type 

tonantzitlolone sont les seuls composés d’origine végétale à disposer d’un cycle à 15 

carbones. Une seule autre molécule, le flexibilène, isolée du corail mou Sinularia flexibilis 

présente cette particularité [701, 702] 

Le nom tonantzitlolone a été donné en référence à la divinité Tonantzin, « mère 

déesse » de la mythologie aztèque. La tonantzitlolone (24) et la 4’-

acétoxytonantzitlolone (25) sont les deux seuls composés répertoriés dans la littérature. 

La tonantzitlolone a été isolée pour la première fois de Stillingia sanguinolenta, une 

espèce endémique du Mexique, par Dräger et al. [355], puis isolée de l’extrait hexanique 

des racines de Sebastiania macrocarpa [703]. La tonantzitlolone n’est donc pas un 

marqueur chimiotaxonomique du genre Stillingia. 

La 4’-acétoxytonantzitlolone (25) a été isolée chez Stillingia sanguinolenta [355] 

et n’a pas encore été identifiée dans d’autres plantes. 

Aucune étude n’est disponible sur l’activité biologique potentielle de ces 

molécules. La tonantzitlolone présenterait une importante activité et sélectivité sur deux 

lignées cellulaires cancéreuses humaines (cancer du sein et du rein) mais les résultats de 

ces tests n’ont pas été explicités [612]. 
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1.3.3 Les pimaranes 

 Les pimaranes sont des diterpènes tricycliques caractérisés par la présence de 

deux groupements méthyles en C-10 et C-13, un gem-diméthyle en C-4 et un 

groupement vinylique en C-13 (Figure 33). 

 

Figure 33 : Structure des diterpènes de type ent-pimarane 

Comme indiqué précédemment (cf. p125), selon la conformation initiale du 

précurseur GGPP, deux séries énantiomères peuvent être obtenues selon la 

configuration des carbones C-5, C-9 et C-10. La série « normale » correspond à un 

méthyle en C-10 en position β. La série « ent » (énantio) correspond à un méthyle en C-

10 en position α. 

Deux pimaranes ont été déjà été isolés de S. sanguinolenta : l’ent-8β-hydroxy-

3,12-dioxopimara-9(11),15-diène (11) et l’ent-3β,12α-dihydroxypimara-8,15-diène 

(12), appartenant à la série énantio [355]. 

Contrairement aux tonantzitlolones, les pimaranes ont été isolés de différents 

genres et de différentes familles (Viguiera arenaria (Asteraceae) [704], Strychnos 

vanprukii (Loganiaceae) [705], Croton sp. (Euphorbiaceae) [706, 707], Dysoxylum 

hainanense (Meliaceae) [708], Vernonanthura amplexicaulis (Asteraceae) [709], 

Calceolaria sp. (Scrophulariaceae) ([710-712]), Thuja occidentalis (Cupressaceae), 

Jungermannia truncata (Jungermanniaceae) [713], Gnaphalium gaudichaudianum 

(Asteraceae)[714], Orthosiphon aristatus (Lamiaceae), Phlomis amanica 

(Lamiaceae)[715]…). Ils ont également été isolés de champignons et de mousses [716-

718]. 
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Les pimaranes ont démontré des propriétés antimicrobienne [719], antifongique 

[720], phytotoxique* [716, 717, 721], anti-inflammatoire [664-667], antihypertensive 

[722], antituberculeuse [723], inhibitrice de l'activité du promoteur tumoral TPA 

(acétate de tétradécanoyl-phorbol) et cytotoxique suggérant un potentiel intéressant de 

chimio-prévention du cancer [707, 724, 725]. 
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Chapitre III-2 : Etude phytochimique de Stillingia lineata 

 

2.1 Récolte et identification  

 Deux collectes de Stillingia lineata ont été réalisées à Vincendo, au sud de l’île de 

La Réunion. La première a été faite le 07 juillet 2010. Les feuilles et l’écorce ont été 

collectées (lot 1). Ce matériel végétal a permis la réalisation des extraits DCM et MeOH. 

La deuxième collecte a été réalisée le 18 mars 2011 (lot 2). Cette matière végétale 

(écorce) a été collectée dans le but de réaliser le fractionnement bioguidé de l’extrait 

AcOEt de l’écorce. Le protocole d’extraction a été réalisé en accord avec le programme 

Phytochik8. 

Stillingia lineata ssp. lineata a été botaniquement identifiée par le Pr. D. Strasberg 

de l’UMR PVBMT (Peuplements Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical) de 

l’Université de La Réunion. Les récoltes ont été faites dans le respect de la préservation 

de l’espèce, en prélevant uniquement des branches secondaires. Un échantillon 

provenant du lot 2 a été déposé à l’Herbier Universitaire de La Réunion (REU09532).  

2.2 Extraction  

Les matières végétales ont été séchées à l’étuve à une température inférieure à 

40°C. Elles ont ensuite été broyées.  

Les poudres végétales obtenues des feuilles et de l’écorce du lot 1 

(respectivement 43,8 g et 545 g) ont été extraites successivement par le DCM et le MeOH 

au moyen de l‘ASE® 300. Des rendements de 2,7 % et 17,3 % ont été obtenus pour les 

extraits DCM et MeOH des feuilles. Ces rendements ont été de 5 % et 16,9 % pour les 

extraits DCM et MeOH de l’écorce. La Figure 34 résume les différentes extractions qui 

ont été réalisées. 

                                                 
8 Extraction directe à l’AcOEt, pas de délipidation préalable. 
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Figure 34 : Extractions des feuilles et des écorces de Stillingia lineata 
 
Légende : Lot 1, collecté le 7 juillet 2010 ; Lot 2, collecté le 18 mars 2011 
CC50, concentration cytotoxique pour laquelle 50 % d’inhibition du métabolisme des cellules saines est observé  
CE50, concentration efficace pour laquelle 50 % d’inhibition de l’effet cytopathique induit par le virus sur les cellules 
infectées est observé 
En bleu sont indiqués les extraits dont l’activité antivirale a été validée après contrôle de la viabilité cellulaire par 
microscopie 

 

L’écorce du lot 2 pulvérisée (769 g) a été extraite par l’AcOEt au moyen de l’ASE® 

300. Un rendement de 4,4 % a été obtenu, soit 33,9 grammes d’extrait AcOEt (Figure 

34). 

 

2.3 Vérification de l’activité antivirale de la plante 

Dans un premier temps, le test d’inhibition de la réplication virale du CHIKV a été 

réalisé sur l’extrait AcOEt de l’écorce de S. lineata. Les résultats ont été comparés à ceux 

préalablement obtenus du programme Phytochik. Dans un second temps, l’activité 

Ecorce 
(m = 769  g) 

Ecorce 
(m = 545  g) 

Ecorce AcOEt 
(m = 33,9  g) 

CC
50

 = 55,5 µg/mL 
CE

50
 <0,8 µg/mL 

Ecorce  DCM 
(m = 27,5  g) 

CC
50

  >100 µg/mL 
CE

50
 = 6,04 µg/mL 

Ecorce MeOH 
(m = 91,9  g) 

CC
50

 >100 µg/mL 
CE

50
 = 40,5 µg/mL 

Feuilles  
(m = 43,8 g) 

Feuilles DCM 
(m = 1,2 g) 
CC

50
 >100 µg/mL 

CE
50

 = 0,94 µg/mL 

Feuilles MeOH 
(m = 7,6 g) 
CC

50
 >100 µg/mL 

CE
50

 = 38,3 µg/mL 

Extraction par ASE 300 
5 phases statiques ; Flush 100 % ; T=40° ; P=1500 psi 

MeOH 

Marc Marc 

Extraction par ASE 300 
5 phases statiques ; Flush 100 % ; T=40° ; P=1500 psi 

AcOEt 
Extraction par ASE 300 

5 phases statiques ; Flush 100 % ; T=40° ; P=1500 psi 
DCM 

Rendement : 4,4 %  

Rendement :  17,3 %  Rendement :  16,9 %  

Rendement :  5 %  Rendement :  2,7 %  

Lot 1 Lot 2 
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antivirale des extraits apolaires et polaires (DCM et MeOH) des feuilles et de l’écorce a 

également été évaluée sur le CHIKV. L’ensemble des résultats (CC50 et CE50) est 

récapitulé en Figure 34 (cf. p131). Il est à noter que les extraits MeOH et AcOEt ont 

préalablement été filtrés sur cartouche de polyamide, comme ce fut le cas pour tous les 

extraits testés dans le cadre du programme Phytochik, afin d’éliminer les molécules trop 

polaires de type tanin, souvent responsables de faux positifs.  

Les résultats du programme Phytochik ont révélé une CC50 égale à 60,9 µg/mL et 

une CE50 inférieure à 0,8 μg/mL pour l’extrait AcOEt de l’écorce de S. lineata. Dans nos 

travaux, des résultats identiques ont été obtenus (CC50 = 55,5 μg/mL et CE50 < 0,8 

μg/mL). Par ailleurs, le potentiel antiviral de l’écorce est plus marqué pour l’extrait DCM 

(CE50 = 6,04 µg/mL) que pour l’extrait MeOH (CE50 = 40,5 µg/mL pour). L’extrait AcOEt 

demeure l’extrait le plus actif. 

L’extrait DCM des feuilles (CE50 de 0,94 µg/mL) a présenté une activité plus 

importante que l’extrait MeOH (CE50 = 38,3 µg/mL). Néanmoins le contrôle de viabilité 

cellulaire par microscopie a exclu ces deux extraits des candidats potentiels contre le 

CHIKV.  

Les différents extraits de l’écorce de S. lineata ont tous inhibé la réplication du 

CHIKV (résultat confirmé par microscopie). L’extrait AcOEt, extrait le plus actif, a fait 

l’objet d’un fractionnement bioguidé. Les résultats de ce fractionnement, l’isolement et 

la caractérisation des molécules responsables de l’activité antivirale, sont détaillés ci-

après. 

 

2.4 Fractionnement bioguidé 

2.4.1 Fractionnement de l’extrait brut 

La totalité de l’extrait AcOEt de l’écorce de S. lineata (33,9 g) a été fractionnée par 

chromatographie liquide à moyenne pression (CLMP) en phase normale. Un gradient 

Isohexane:AcOEt:MeOH de polarité croissante a été utilisé. Six fractions ont été 

obtenues.  
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Le test d’inhibition de la réplication virale du CHIKV a été réalisé sur ces six 

fractions par l’équipe de P. Leyssen au sein du Laboratoire de Virologie et de 

Chimiothérapie du Rega Institut for Medicinal Research à Louvain en Belgique. Les 

résultats de ces tests sont présentés dans le Tableau VIII. 

Tableau VIII  
Résultats du test antiviral pour les six fractions obtenues lors du fractionnement de l’extrait AcOEt 

de l’écorce de Stillingia lineata  

 Masse 
(g) 

CC50 
(µg/mL) 

CE50 
(µg/mL) % max d’inhibition Contrôle par 

microscopiea 
Fraction SL-1 0,1 > 100  8,69 87,9 à 19,5 µg/mL + 
Fraction SL-2 2,0 > 100 > 100 0,391 à 4 µg/mL - 
Fraction SL-3 8,3 ND 7,23 87,4 à 25 µg/mL + 
Fraction SL-4 4,7 ND 2,91 101 à 50 µg/mL + 
Fraction SL-5 3,5 63,1  2,05 121 à 20 µg/mL + 
Fraction SL-6 4,3 9,18  1,78 92,7 à 4 µg/mL - 

Légende : (a) Contrôle par microscopie, Contrôle de la viabilité cellulaire par microscopie ; +, activité 
antivirale confirmée par microscopie ; -, activité antivirale non confirmée par microscopie 

 

Sur les six fractions testées, quatre ont présenté un potentiel antiviral vis-à-vis du 

CHIKV. Il s’agit des fractions SL-1, SL-3, SL-4 et SL-5 avec respectivement des CE50 de 

8,69 µg/mL, 7,23 µg/mL, 2,91 µg/mL et 2,05 µg/mL. La fraction 2 n’a présenté aucune 

activité contre le CHIKV (CE50 > 100 µg/mL). Son pourcentage maximal d’inhibition est 

proche d’une valeur nulle. Par ailleurs, l’activité antivirale de la fraction 6 (CE50 = 1,78 

µg/mL) n’a pas été validée du fait de sa cytotoxicité sur les cellules Vero saines (CC50 = 

9,18 µg/mL et contrôle par microscopie négatif).   

Les fractionnements et purifications ont porté sur les trois fractions actives SL-3 

(8,3 g), SL-4 (4,7 g) et SL-5 (3,5 g). Leurs composés majoritaires ont été isolés et leur 

potentiel antiviral a été évalué sur le CHIKV.  

2.4.2 Purification des fractions actives 

Les fractionnements et les purifications qui ont été réalisés sur les fractions 

actives sont présentés en Figure 35. 
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Figure 35 : Fractionnement bioguidé (test antiviral CHIKV) de l’extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 

Fraction SL-5-5 
m = 20 mg 

CE50 = 15 µg/mL 

SL-5-7 
4’-hydroxytonantzitlolone 

m = 9,3 mg 

SL-5-9 
4’-acétoxytonantzitlolone 

m = 12,6 mg 

SL-3-2 
4’-acétoxytonantzitlolone 

m = 4,9 mg 

SL-4-8 
4’-acétoxytonantzitlolone 

m = 19,7 mg 

CLMP SiOH ; Cyclohexane : AcOEt : MeOH ; (33,6 g) 

Fraction SL-2 
m = 2 g 

CE50 > 100 µg/mL  
 

Fraction SL-6 
m = 4,3 g 

CE50 = 1,78 µg/mL  

 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 362 mg ; ρ = 73 % 

Fraction SL-3 
m = 8,3 g 

CE50 = 7,23 µg/mL  
 

Fraction SL-4 
m = 4,7 g 

CE50 = 2,91 µg/mL  
 

Fraction SL-5 
m = 3,5 g 

CE50 = 2,05 µg/mL  
 CLHP C18 

Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 292 mg ; ρ = 47 % 

Stillingia lineata 
Ecorce AcOEt  

m = 33,9 g ; ρ = 4,4 % 
 CE50 < 0,8 µg/mL 

 

SL-3-3 
tonantzitlolone 

m = 30 mg 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 210 mg ; ρ = 98 % 

SL-5-11 
tonantzitlolone 

m = 8,3  mg 

SL-5-5-1 
ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

m = 1,2 mg 

∼
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 Purification de la fraction SL-3 

La fraction SL-3 (CE50 = 7,23 µg/mL)  a été purifiée par chromatographie liquide à 

haute performance préparative (CLHP). Un gradient MeOH/H2O + 0,1 % d’acide 

formique a été utilisé (80:20 à 100:00 en 20 min, puis 100:00 en isocratique en 10 min, à 

21 mL/min). La détection des pics s’est faite par un Détecteur Evaporatif par Diffusion 

de Lumière (DEDL) et par un détecteur UV-Visible à barettes de diodes (PDA ou DAD). 

Le chromatogramme obtenu (DEDL) est présenté en Figure 36. 

 
 

Figure 36 : CLHP de la fraction SL-3 de l'extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 

 

Deux produits purs ont été obtenus. 30 mg du produit majoritaire SL-3-4, éluant à 

18,9 min, ont été récupérés. Son élucidation structurale a été réalisée (cf. § 2.5.1 p139). 

La formule brute de ce composé, obtenue par SM-HR (Spectrométrie de Masse à Haute 

Résolution), ainsi que l’analyse des spectres RMN 1D et 2D ont permis d’identifier la 

tonantzitlolone (24). L’évaluation biologique de cette molécule a été réalisée (cf. § 2.6.1 

p162). 

Un produit minoritaire (SL-3-2) a été collecté manuellement à 15,5 min. Ce 

composé sera présenté au paragraphe suivant (cf. composé SL-4-8 p136). 

  

SL-3-4 
tonantzitlolone (30 mg) 

SL-3-2  
(4,9 mg) 
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 Purification de la fraction SL-4 

La fraction 4 (CE50 = 2,91 µg/mL) a été purifiée par CLHP semi-préparative. Un 

gradient MeOH/H2O acidifié (+ 0,1 % d’acide formique) a été utilisé. Le 

chromatogramme obtenu (DEDL) est présenté en Figure 37.  

 
 

Figure 37 : CLHP de la fraction SL-4 de l'extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 

 

Quatre produits ont été isolés. Le produit majoritaire (SL-4-8), éluant à 20,3 

min est identique à SL-3-2. Son élucidation structurale a été réalisée (cf. § 2.5.2 p147). Le 

spectre RMN 1H obtenu présente des signaux dans la région de 3 à 6 ppm, proches de 

ceux de la tonantzitlolone (24). Sa formule brute obtenue par SM-HR et l’analyse des 

spectres RMN (1D et 2D) ont permis de l’identifier comme étant la 4’-

acétoxytonantzitlolone (25), le seul autre macrocycle à 15 membres, d’origine végétale, 

connu de la littérature [355].  

Trois autres produits minoritaires (éluant à 23,8 min, 30,0 min et 31,9 min) ont 

été récupérés. Ils correspondent à des acides gras saturés ou insaturés (AG). Leurs 

spectres RMN 1H révèlent la présence de signaux à 2,34 ppm (t), 1,63 ppm (m), 1,25 

ppm (s) et 0,88 ppm (t) ainsi qu’à 5,33 ppm et 2,00 ppm pour les acides gras insaturés. 

Leur élucidation struturale n’a pas été réalisée. 

  

SL-4-8 
4’-acétoxytonantzitlolone 

AG 

SL-4-10 
 

SL-4-13 
 

SL-4-14 
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 Purification de la fraction SL-5 

La fraction 5 (CE50 = 2,05 µg/mL) a été purifiée par CLHP préparative après 

optimisation du gradient d’élution (MeOH/H2O + 0,1 % d’acide formique). Le 

chromatogramme obtenu (DEDL) est présenté en Figure 38.  

 
Figure 38 : CLHP de la fraction SL-5 de l'extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 

 

Trois molécules pures, éluant à 17,2 min, 21,1 min et 25,8 min, ont été isolées. Les 

spectres RMN 1H ont permis d’identifier une nouvelle fois la tonantzitlolone (SL-5-11) et 

la 4’-acétoxytonantzitlolone (SL-5-9). Le spectre RMN 1H du composé SL-5-7 (9,2 mg) a 

révélé des similitudes avec ces deux dernières molécules. Son élucidation structurale (cf. 

§ 2.5.3 p151) a permis d’identifier un nouveau macrocycle à 15 carbones, nommé 4’-

hydroxytonantzitlolone.  

Les quatre derniers pics majoritaires du chromatogramme (SL-5-12, SL-5-14, SL-

5-16 et SL-5-17) correspondent à des acides gras en mélange.  

 Purification de la fraction SL-5-5 

La fraction SL-5-5 a été purifiée de nouveau par CLHP semi-préparative. Le 

nouveau pimarane ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène a été isolé et 

identifié (cf. § 2.5.4 p155). 

SL-5-11 
tonantzitlolone 

SL-5-9 
4’-acétoxytonantzitlolone 

SL-5-7 
4’-hydroxytonantzitlolone 

AG 

SL-5-5 

SL-5-12 

SL-5-16 

SL-5-14 

SL-5-17 
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2.4.3 Présentation des composés isolés 

Quatre molécules ont été isolées des fractions actives de l’extrait AcOEt de 

l’écorce de S. lineata. Les structures de ces quatre molécules sont présentées en Figure 

39.  

 
24 : tonantzitlolone 

 
25 : 4'-acétoxytonantzitlolone 

 
26 : 4'-hydroxytonantzitlolone 

 
27 : ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

  
 

Figure 39 : Molécules isolées de l'extrait AcOEt de l'écorce de Stillingia lineata 

 

La tonantzitlolone et la 4’-acétoxytonantzitlolone représentent les composés 

majoritaires de l’extrait. Elles ont été isolées à plusieurs reprises. La 4’-

hydroxytonantzitlolone et l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène sont des 

molécules nouvelles. La 4’-hydroxytonantzitlolone est le quatrième diterpène à 15 

membres isolé de plantes ou de produits marins, connu jusqu’à présent. 
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2.5 Caractérisation des composés isolés 

 Trois diterpènes macrocycliques (tonantzitlolone, 4’-acétoxytonantzitlolone et  

4’-hydroxytonantzitlolone) et un pimarane (ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-

diène) ont été isolés de S. lineata. Leurs structures ont été déterminées par analyse des 

données spectroscopiques et spectrométriques (IR, UV, SM, RMN…). Ces élucidations 

structurales sont détaillées ci-après.  

2.5.1 Tonantzitlolone 

 

Le spectre de masse à haute résolution de la tonantzitlolone, obtenu par 

ionisation électrospray SMHRES en mode positif, révèle la présence d’un pic d’ion 

pseudomoléculaire [M+Na]+ m/z 487,2688 correspondant à la formule brute C26H40O7 

(masse calculée pour C26H40O7Na 487,2672). La molécule présente sept degrés 

d’insaturations. 

En accord avec la formule brute, vingt carbones sont identifiés sur le spectre RMN 

13C (CDCl3, 75 MHz). Le spectre DEPT-135 et les déplacements chimiques δC révèlent la 

présence de six carbones quaternaires (un carbonyle de cétone, un carbonyle d’ester, un 

oléfinique, deux oxygénés et un quaternaire non fonctionnalisé) et de quatre 

méthylènes. Les corrélations 1JC-H  sur le spectre HSQC, les intégrations des protons et les 

déplacements chimiques δH permettent d’identifier les carbones restants (sept méthyles 

et neuf méthines dont trois oléfiniques et quatre oxygénés). Les corrélations HSQC sont 

listées dans le Tableau IX. 
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Tableau IX 
RMN 13C et 1H de la tonantzitlolone (CDCl3, 75/300 MHz) 

Numéro Carbone δC δH (multiplicité, intégration, Constante J en Hz) 

1 140,1 5,85 (d, 1H, 15.5) 

2 126,8 5,23 (dd, 1H, 15.5, 9.5) 

3 49,5 3,33 (dq, 1H, 9.5, 7.0) 

4 211,3  - 

5 74,1 4,62 (dd, 1H, 12.0, 3.0) 

6α 28,8 1,84 (dt, 1H, 13.5, 3.5) 

6β   1,40 (ddd, 1H, 13.5, 12.5, 3.0) 

7 29,0 2,33 (dddq, 1H, 12.5, 7.0, 4.0, 2.5) 

8 73,2 4,89 (d, 1H, 2.5) 

9 97,1 - 

10 78,2 3,43 (d, 1H, 6.0) 

11 87,6 - 

12α 37,3 1,53 (ddd, 1H, 12.5, 12.5, 7.5) 

12β   2,44 (dd, 1H, 12.5, 7.5) 

13α 28,0 1,76 (ddd, 1H, 12.5, 7.5, 5.0) 

13β   2,04 (dddd, 1H, 12.5, 12.5, 12.5, 7.5) 

14 88,9 3,76 (dd, 1H, 11.5, 5.0) 

15 38,7 - 

16 25,4 0,91 (s, 3H) 

17 25,1 1,14 (s, 3H) 

18 28,1 1,37 (s, 3H) 

19 17,0 0,84 (d, 3H, 7.0) 

20 16,0 1,11 (d, 3H, 7.0) 

OH-9 - 5,65 (s, 1H) 

OH-10 - 3,10 (d, 1H, 6.0) 

1’ 166,6 - 

2’ 113,9 5,69 (q, 1H, 1.5) 

3’ 163,0 - 

4’ 33,9 2,17 (q, 2H, 7.0) 

5’ 11,8 1,07 (t, 3H, 7.5) 

6’ 19,0 2,15 (d, 3H, 1.5) 

 

Deux hydroxyles OH-9 (δH 5,65 ppm) et OH-10 (δH 3,10 ppm) sont mis en 

évidence par l’absence de corrélations 1JC-H sur le spectre HSQC. Les corrélations 1JH-H du 

spectre COSY permettent la formation de sept motifs (Figure 40).  
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Figure 40 : Spectre 1H (CDCl3, 300 MHz) de la tonantzitlolone et motifs établis en fonction des corréaltions COSY  

Motif 1 Motif 2 Motif 3 Motif 4 Motif 
5 

Motif 6 Motif 7 

6’ 2’ 20 3 2 1 5 6 14 13 12 10 

7 19 4’ 5’ 
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Pour le motif 2, le méthyle terminal H-6’ (δH 2,15 ppm) est corrélé en COSY au 

méthine H-2’ (δH 5,69 ppm). La constante de couplage très faible (1,5 Hz) laisse sous-

entendre la présence d’une double liaison entre ces deux protons.  

Les corrélations 3JC-H des méthyles terminaux ont été les points clefs de cette 

élucidation structurale.  

Le méthyle H-20 du motif 1 (δH 1,11 ppm) est corrélé en HMBC à la cétone C-4 (δC 

211,4 ppm). Cette corrélation permet de définir une liaison entre cette cétone C-4 et le 

méthine C-3 (δC 49,5 ppm) du motif 1 (Figure 41). Cette cétone C-4 (δC 211,4 ppm) 

présente également des corrélations HMBC avec l’ensemble des protons du motif 1 et du 

motif 3. Les déplacements chimiques des protons du méthylène H-6 du motif 3 (δH 1,84 

et 1,40 ppm) ne permettent pas d’envisager une liaison avec un carbonyle. Les motifs 1 

et 3 sont donc reliés entre eux par l’intermédiaire de la cétone C-4 (δC 211,4 ppm) 

rattachée au méthine C-5 du motif 3 (δC 74,1 ppm).  

Le méthyle H-19 du motif 6 (δH 0,84 ppm) est corrélé en HMBC au méthylène C-6 

du motif 3 (δC 28,8 ppm) et au méthine oxygéné C-8 (δC 73,2 ppm.) Les corrélations 3JC-H 

du méthine oxygéné H-8 (δH 4,89 ppm) avec le méthylène C-6 (δC 28,8 ppm) et du 

méthine oxygéné H-5 (δH 4,62 ppm) avec le méthylène C-7 (δC 29,0 ppm) permettent de 

confirmer une liaison entre les motifs 6 et 3 (Figure 41).  

 
Figure 41 : Corrélations HMBC établissant les liaisons entre les motifs 1, 3 et 6 de la tonantzitlolone 

Les deux méthyles C-16 (δH 0,91 ppm ; δC 25,4 ppm) et C-17 (δH 1,14 ppm ; δC 25,1 

ppm) sont corrélés entre eux et voient de la même manière le proton H-1 (δH 5,85 ppm) 

du motif 1 et le proton H-14 (δH 3,76 ppm) du méthine oxygéné du motif 4. Ces méthyles 

C-16 et C-17 représentés par des singulets sont portés par un carbone quaternaire. Une 

corrélation entre H-16 (δH 0,91 ppm) et le carbone quaternaire C-15 (δC 38,7 ppm) se 

voit en HMBC. Ce carbone quaternaire C-15 (δC 38,7 ppm) voit également les protons H-
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1 (δH 5,85 ppm) et H-2 (δH 5,23 ppm) du motif 1 (Figure 42). Les motifs 1 et 4 sont reliés 

entre eux par le carbone quaternaire C-15 (δC 38,7 ppm) portant les deux méthyles H-16 

(δH 0,91 ppm) et H-17 (δH 1,14 ppm) ; il est rattaché au motif 4 par le méthine oxygéné C-

14 (δC 88,9 ppm).  

Le méthyle H-18 (δH 1,37 ppm), de signal singulet, est également porté par un 

carbone quaternaire. Pour ce méthyle H-18 (δH 1,37 ppm), des corrélations HMBC se 

voient avec le méthylène C-12 (δC 37,3 ppm) du motif 4, avec le méthine hydroxylé C-10 

(δC 78,2 ppm) du motif 5 et avec le carbone quaternaire C-11 (δC 87,6 ppm) lui-même 

corrélé aux deux groupements précédemment cités (H-10 et H-12). Une corrélation 3JC-H 

entre H-13α (δH 1,76 ppm) et C-11 (δC 87,6 ppm) se voit également. Les motifs 4 et 5 

sont reliés entre eux par l’intermédiaire du carbone quaternaire oxygéné C-11 (δC 87,6 

ppm) porteur du méthyle H-18 (δH 1,37 ppm) (Figure 42). 

 
Figure 42 : Corrélations HMBC établissant les liaisons entre les motifs 1, 4 et 5 de la tonantzitlolone 

Les deux derniers méthyles H-5’ (δH 1,07 ppm) et H-6’ (δH 2,15 ppm) sont 

corrélés avec le carbone quaternaire C-3’ (δC 163,0 ppm) du motif 2 et le méthylène C-4’ 

(δC 33,9 ppm) du motif 7. Ces corrélations sous-entendent une liaison entre les motifs 2 

et 7 par l’intermédiaire du carbone quaternaire oléfinique C-3’ (δC 163,0 ppm). Cette 

liaison est confirmée par la corrélation 3JC-H entre le méthine C-2’ (δC 113,9 ppm) du 

motif 2 et le méthylène C-4’ (δC 33,9 ppm) du motif 7. Le méthyle H-6’ (δH 2,15 ppm) du 

motif 2 est également corrélé au carbonyle d’ester C-1’ (δC 166,6 ppm), lui-même corrélé 

au proton H-8 (δH 4,89 ppm). Ces corrélations permettent la formation de la chaîne 

latérale de la molécule. 
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Figure 43 : Corrélations HMBC établissant les liaisons entre les motifs 2 et 7 de la tonantzitlolone 

Les corrélations HMBC des groupements méthyles ont permis de positionner 

vingt-cinq carbones sur les vingt-six que compte la molécule et trente-neuf protons sur 

quarante.  

Le dernier proton correspond à l’hydroxyle OH-9 (δH 5,65 ppm) et le dernier 

carbone correspond au carbone quaternaire C-9 (δC 97,1 ppm). Sur les sept degrés 

d’insaturations attendus, quatre ont été placés (deux liaisons doubles et deux fonctions 

cétones). Les trois derniers degrés d’insaturations correspondent à la fermeture de la 

molécule et formation de trois cycles. Ces fermetures ont été possibles grâce aux 

corrélations HMBC déterminantes du carbone quaternaire C-9 restant (δC 97,1 ppm). Ce 

carbone est corrélé en HMBC aux protons H-5 (δH 4,62 ppm) du motif 3, H-10 (δH 3,43 

ppm) et OH-10 (3,10 ppm) du motif 5 et H-8 (δH 4,89 ppm) qui est relié au motif 6 ; il se 

situe donc à l’interface de ces trois motifs (Figure 44). Il porte l’hydroxyle OH-9 (δH 5,65 

ppm) (corrélation 2JH-C visible en HMBC).  

Le dernier degré d’insaturation est apporté par la fermeture du cycle à cinq du 

motif 4. Le nombre d’atomes d’oxygènes étant de huit au lieu de sept, cette liaison est 

confortée.  

La structure finale est ainsi élucidée, la molécule isolée correspond à la 

tonantzilolone.  



Chapitre III-2 : Etude phytochimique de Stillingia lineata 

∼ 145 ∼ 

 

Figure 44 : Corrélations HMBC du C-9 et structure finale de la tonantzitlolone 

 Structure tridimensionnelle 

La tonantzitlolone présente huit centres asymétriques et deux doubles liaisons. 

Sa structure tridimensionnelle a été déterminée à partir des corrélations observées sur 

le spectre NOESY et la modélisation tridimensionnelle sur le logiciel Chem3D Pro. Les 

principales corrélations NOESY sont présentées en Figure 45.  

 
Figure 45 : Principales corrélations NOESY de la tonantzitlolone 

Ainsi, les corrélations observées entre H-5/H-7, H-7/H-8, H-8/H-10, H-10/H-18, 

H-18/H-9, H-9/H-17, H-17/H-20 permettent de positionner ces protons du même côté 

de la molécule. 
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Par ailleurs, la tonantzitlolone a cristallisé dans du CDCl3. L’analyse aux rayons X 

a permis de déterminer les configurations absolues de la molécule (Figure 46). Les 

données de l’analyse aux rayons X sont reportées en annexe 1.  

 
Figure 46 : Représentation ORTEP de la tonantzitlolone 

 

Les configurations absolues de la tonantzitlolone ont été définies comme suit : 

(3S,5R,7R,8R,9R,10S,11R,14S)-tonantzitlolone et des configurations (E) pour les doubles 

liaisons  C-1/C-2  et C-2’/C-3’. 
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2.5.2 4'-Acétoxytonantzitlolone 

 

Le spectre de masse haute résolution SMHRES en mode positif révèle un pic 

pseudomoléculaire [M+Na]+ m/z = 545,2717 correspondant à la formule brute C28H42O9 

(masse moléculaire calculée pour C28H42O9Na = 545,2727). La molécule présente huit 

degrés d’insaturations. Le spectre 13C met en évidence la présence de vingt-sept 

carbones ; un carbone quaternaire supplémentaire C-1’’ (δC 170,1 ppm) est décelé grâce 

à sa corrélation HMBC avec H-2’’ (δH 2,08 ppm). Ces vingt-huit carbones peuvent être 

classés en huit méthyles, trois méthylènes, dix méthines (dont six oxygénés et trois 

oléfiniques) et sept carbones quaternaires (un carbonyle de cétone, deux carbonyles 

d’ester, deux oxygénés, un oléfinique et un quaternaire non fonctionnalisé) grâce aux 

déplacements chimiques δC, au spectre DEPT-135 et aux couplages 1JC-H observés sur le 

spectre HMQC. Ces couplages hétéronucléaires 1JC-H permettent d’attribuer les protons 

aux carbones qui les portent (Tableau X). 
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Tableau X 
RMN 13C et 1H de la 4'-acétoxytonantzitlolone (CDCl3, 75/300 MHz) 

Numéro Carbone δC δH (multiplicité, intégration, Constante J en Hz) 

1 140,1 5,85 (d, 1H, 15.0) 

2 126,8 5,24 (dd, 1H, 15.5, 9.5) 

3 49,5 3,32 (dq, 1H, 9.5, 7.0) 

4 211,2  - 

5 74,1 4,62 (dd, 1H, 12.0, 3.0) 

6α 28,7 1,84  (dt, 1H, 13.5, 3.5) 

6β  - 1,40  (ddd, 1H, 13.5, 12.5, 3.0) 

7 29,0 2,32 (dddq, 1H, 12.5, 7.0, 4.0, 2.5) 

8 73,7 4,90 (d, 1H, 2.5) 

9 97,1  - 

10 78,1 3,40 (br.d, 1H, 6.0) 

11 87,7   

12α 37,3 1,53 (ddd, 3H, 12.5, 12.5, 7.5) 

12β -  2,43 (dd, 1H, 12.5, 7.5) 

13α 28,0 1,76 (ddd, 1H, 12.5, 7.5, 5.0) 

13β  - 2,03 (dddd, 1H, 13.0, 13.0, 11.5, 7.5) 

14 88,9 3,76 (dd, 1H, 11.5, 5.0) 

15 38,7  - 

16 25,4 0,91 (s, 3H) 

17 25,1 1,13 (s, 3H) 

18 28,1 1,37 (s, 3H) 

19 17,0 0,84 (d, 3H, 7.0) 

20 16,0 1,12 (d, 3H, 7.0) 

OH-9  - 5,70 (s, 1H) 

OH-10  - 3,05 (br.d, 1H, 6.5) 

1’ 166,3 -  

2’ 115,2 5,90 (q, 1H, 1.2) 

3’ 157,6   

4’ 73,8 5,27 (q, 1H, 6.5) 

5’ 19,1 1,35 (d, 3H, 7.0) 

6’ 15,2 2,13 (d, 3H, 1.5) 

1’’ 170,1 - 

2’’ 21,2 2,09 (s, 3H) 

Pour les carbones C-13 (δC 28,0 ppm), C-18 (δC 28,1 ppm), C-6 (δC 28,7 ppm) et C-

7 (δC 29,0 ppm) les corrélations HMQC ne sont pas clairement détectées. Leurs 

attributions à des protons ont été faites au cours de l’élucidation structurale par 
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déduction et en comparaison avec la structure de la tonantzitlolone. Les corrélations 

COSY JH-H et HMBC 3JC-H permettent d’établir, en utilisant le même raisonnement que 

pour la tonantzitlolone, une partie de la structure (Figure 47). Quatre motifs similaires à 

ceux formés pour la tonantzitlolone ont été réalisés. Les corrélations COSY JH-H entre les 

protons situés à H-8 (δH 4,90 ppm), H-7 (δH 2,32 ppm), H-6α (δH 1,84 ppm)  et H-6β (δH 

1,40 ppm) permettent plus facilement d’établir la structure du motif vert correspondant 

au motif 3/6 de la tonantzitlolone en Figure 47.  

 
Figure 47 : Macrocyle de la 4'-acétoxytonantzitlolone 

Les différences avec les spectres RMN de la tonantzitlolone concernent les 

signaux correspondant à la chaîne latérale de la molécule. Trois nouveaux motifs sont 

créés à partir des corrélations COSY JH-H, deux proches de ceux de la tonantzitlolone 

(déplacements chimiques légèrement différents) et un carbonyle d’ester supplémentaire 

portant un méthyle. Ce carbonyle représente l’insaturation supplémentaire de la 4’-

acétoxytonantzitlolone.  

 
Figure 48 : Motifs de la chaîne latérale de la 4'-acétoxytonantzitlolone établis en fonction des 

corrélations COSY 

Les corrélations HMBC permettent de relier les motifs 1’ et 2’ entre eux (Figure 

49). Aucune corrélation HMBC ne permet de relier le carbonyle d’ester C-1’’ (δC 170,1 

ppm) du motif 3’ au reste de la molécule. Sa position a été déduite grâce aux 

informations données par la formule brute (huit oxygènes au total soit un oxygène 

commun entre les carbones C-1’’ (δC 170,1 ppm) et C-4’ (δC 73,8 ppm) (Figure 49).  
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Figure 49 : Corrélations HMBC de la chaîne latérale de la 4'-acétoxytonantzitlolone 

 

 Structure tridimensionnelle  

La structure tridimensionnelle de la 4’-acétoxytonantzitlolone ne diffère pas de celle 

de la tonantzitlolone. La configuration relative du nouveau centre asymétrique 

correspondant au C-4’ (δC 73,8 ppm) ne peut être déterminée par les corrélations du 

spectre NOESY.  

Sa configuration absolue est néanmoins connue grâce aux travaux de Busch et al. où 

la configuration R a été mise en évidence [726].  
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2.5.3 4'-Hydroxytonantzitlolone 

 

La 4'-hydroxytonantzitlolone a pour formule brute C26H40O8. Le spectre de masse 

à haute résolution, obtenu par ionisation électrospray SMHRES en mode négatif, révèle 

la présence d’un pic d’ion pseudomoléculaire [M+Cl]- m/z 515,2410 correspondant à la 

formule brute C26H40O8 (masse calculée pour C26H40O8Cl 515,2412). La molécule 

présente sept degrés d’insaturations. 

En accord avec le spectre de masse, le spectre RMN 13C affiche vingt-six atomes 

de carbone.  Les déplacements chimiques δC et le spectre DEPT-135 permettent de 

mettre en évidence la présence de six carbones quaternaires (un carbonyle de cétone, un 

carbonyle d’ester, un oléfinique, deux oxygénés et un quaternaire non fonctionnalisé), 

trois méthylènes, sept méthyles et de dix méthines (dont trois oléfiniques et cinq 

oxygénés). 

Le spectre RMN 1H affiche des signaux similaires à ceux retrouvés pour la 

tonantzitlolone et la 4’-acétoxytonantzitlolone (Figure 50). 
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Figure 50 : Spectre RMN 1H de la 4’-hydroxytonantzitlolone (CDCl3 - 300 MHz) et comparaison avec les spectres RMN 1H 
de la tonantzitlolone et de la 4’-acétoxytonantzitlolone 
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Le spectre 13C présente des signaux dont les déplacements chimiques sont 

identiques à ceux des carbones de la tonantzitlolone, à l’exception des carbones C-4’ (δC 

72,4 ppm), C-5’ (δC 21,5 ppm) et C-6’ (δC 15,3 ppm). La chaîne latérale est donc modifiée. 

Les corrélations HSQC sont décrites dans le Tableau XI. 

Tableau XI  
Données RMN 13C et 1H de la 4'-hydroxytonantzitlolone (CDCl3, 75/300  MHz) 

Position δC δH, mult., (J en Hz) 

1 140,0 5,85 (d, 1H, 15.5) 

2 126,8 5,23 (dd, 1H, 15.5, 9.5) 

3 49,5 3,34 (dq, 1H, 9.5, 7.0) 

4 211,2 -  

5 74,1 4,62 (dd, 1H, 12.0, 3.0) 

6α 28,8 1,85 (ddd, 1H, 13.0, 3.0, 2.5) 

6β -  1,39 (ddd, 1H, 13.5, 12.5, 3.0) 

7 29,0 2,33 (dddq, 1H, 11.5, 7.0, 4.0, 2.5) 

8 73,5 4,90 (d, 1H, 2.5) 

9 97,0  - 

10 78,2  3,41 (br.d, 1H, 2.5) 

11 87,6 -  

12α 37,3  1,53 (ddd, 1H, 12.5, 12.5, 7.5) 

12β -  2,41 (dd, 1H, 12.5, 7.5) 

13α 28,0  1,76 (ddd, 1H, 12.5, 7.5, 5.0) 

13β  - 2,03 (dddd, 1H, 11.5, 11.5, 11.5, 7.5) 

14 88,9 3,76 (dd, 1H, 11.5, 5.0) 

15 38,7 -  

16 25,4  0,91 (s, 3H) 

17 25,1 1,14 (s, 3H) 

18 28,1  1,37 (s, 3H) 

19 17,0  0,85 (d, 3H, 7.0) 

20 16,0 1,12 (d, 3H, 7.0) 

OH-9 - 5,63 (s, 1H) 

OH-10  - 3,15 (d, 1H, 5.5) 

1’ 166,5  - 

2’ 113,3 6,00 (s, 1H) 

3’ 162,8 -  

4’ 72,4 4,62 (dq, 1H, 6.5, 2.5) 

5’ 21,5 1,32 (d, 1H, 6.5) 

6’ 15,3 2,12 (s, 1H) 

OH-4’ - non résolu 

Un nouveau signal en position δH 4,26 ppm (cf. Figure 50), d’intégration 

correspondant à un proton, et couplé en HSQC au carbone C-4’ (δC 72,4 ppm) suggère la 

présence d’un carbone tertiaire portant un atome d’oxygène. Le signal de ce proton étant 

de type quadruplet, ce carbone est encadré par un carbone quaternaire et un carbone 

primaire (J = 6,5 Hz). Les corrélations hétéronucléaires HMBC permettent d’identifier C-
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5’ (δC 21,5 ppm) comme étant le carbone primaire voisin (porteur de trois hydrogènes 

situés à 1,32 ppm de constante J = 6,5 Hz et de type doublet) et C-3’ (δC 162,8 ppm) 

comme correspondant au carbone quaternaire. Le reste de la structure est formé par les 

mêmes corrélations vues pour la tonantzitlolone (Figure 51).  

 
Figure 51 : Corrélations HMBC de la chaîne latérale de la 4'-hydroxytonantzitlolone 

Les sept degrés d’insaturations sont retrouvés. Les vingt-six carbones et les huit 

oxygènes ont été positionnés. Un proton manque pour compléter la structure. Le 

carbone C-4’ (δC 72,4 ppm) porte donc un hydroxyle. 

 Structure tridimensionnelle 

Les corrélations NOESY ne permettent pas de définir la configuration relative du 

carbone C-4’. La stéréochimie de ce centre stéréogène reste inconnue.  
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2.5.4 ent-12α-Hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

 

Le spectre de masse à haute résolution obtenu par ionisation électrospray 

SMHRES en mode positif, révèle la présence d’un pic d’ion quasi-moléculaire [M+H]+ 

m/z = 317,2131 correspondant à la formule brute C20H28O3 (masse calculée pour 

C20H29O3 = 317,2117). La molécule présente sept degrés d’insaturations. 

Les corrélations HSQC sont listées dans le Tableau XII. 
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Tableau XII 
Données RMN 13C et 1H de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène (CDCl3, 75/500 MHz) 

Position δC δH, mult., (J en Hz) 
1α 34,5 2,17 (ddd, 1H, 13.0, 6.5, 3.0) 

1β - 1,78 (ddd, 1H, 13.5, 12.5, 6.5) 

2α 34,6 2,74 (ddd, 1H,16.0, 12.5, 6.5) 

2β - 2,48 (ddd, 1H, 16.0, 6.5, 3.0) 

3 218,8 - 

4 46,5 - 

5 49,8 2,20 (dd, 1H, 13.5, 4.0) 

6α 35,4 2,46 (m, 1H) 

6β - 2,54 (dd, 1H, 13.5, 3.5) 

7 204,8 - 

8 133,0 - 

9 160,8 - 

10 38,8 - 

11α 30,3 2,22 (dd, 1H, 17.5, 7.0) 

11β - 2,58 (dd, 1H, 15.5, 5.5) 

12 71,0 3,61 (dd, 1H, 9.5, 5.5) 

13 40,0 - 

14α 34,2 2,35 (d, 1H, 17.0) 

14β - 2,23 (d, 1H, 17.0)  

15 144,7 5,74 (dd, 1H, 17.5, 11.0) 

16cis 115,5 5,22 (dd, 1H, 11.0, 1.0) 

16trans - 5,18 (dd, 1H, 17.5, 1.0) 

17 15,0 0,93 (s, 3H) 

18 21,4 1,11 (s, 3H) 

19 25,2 1,14 (s, 3H) 

20 17,3 1,30 (s, 3H) 

OH - 2,24 (br.s, 1H) 

Le spectre DEPT-135 et les déplacements chimiques δC ont permis d’identifier 

treize carbones (quatre méthyles, trois méthines et six méthylènes). Cinq carbones 

quaternaires ont été mis en évidence grâce aux corrélations HMBC (un carbonyle de 

cétone, trois carbones quaternaires non fonctionalisés et un oléfinique). Aucune 

corrélation n’a permis de déceler la présence des carbones quaternaires C-7 et C-8, leur 

présence a été déduite de la formule brute, des déplacements chimiques des carbones 

avoisinants ainsi que des déplacements chimiques obtenus pour le spectre 13C de la 

fraction mère SL-5-5 pour laquelle deux carbones quaternaires sont visibles aux 

déplacements chimiques 204,8 ppm et 133,0 ppm. 

Une corrélation COSY est mise en évidence entre le méthine oléfinique H-15 (δH 

5,74 ppm) et les deux protons H-16trans (δH 5,18 ppm) et H-16cis (δH 5,22 ppm) qui 

sont portés par C-16 (δc 115,5 ppm). Les déplacements chimiques δC et δH suggèrent que 
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ces protons sont reliés entre eux par une double liaison. Par ailleurs, les constantes de 

couplages ont permis leurs positionnements en trans ou cis. Un premier groupement 

vinylique est ainsi constitué. Des corrélations HMBC sont mises en évidence entre H-18 

(δH 1,14 ppm), intégrant pour trois protons, et C-19 (δC 25,2 ppm) correspondant à un 

méthyle. Ces méthyles sont portés par un même carbone et constituent ainsi un motif 

gem-diméthyle. Ce motif gem-diméthyle ainsi que la présence du groupement vinylique 

et de deux autres méthyles sont caractéristiques des composés de type pimaranes (cf. § 

1.3.3 p.128).  

Dans un premier temps, trois carbones sont corrélés en HMBC avec les protons 

des méthyles du gem-diméthyle. Il s’agit de la cétone C-3 (δC  218,8 ppm), du méthine C-5 

(δC 49,8 ppm) et du carbone quaternaire non fonctionalisé C-4 (δC 46,5 ppm). La seule 

possibilité d’avoir ces corrélations est présentée à la Figure 52a. Le carbone quaternaire 

non fonctionalisé C-4 (δC 46,5 ppm) porte les deux méthyles C-18 et C-19. Il est lié à la 

cétone C-3 (δC 218,8 ppm) et au méthine C-5 (δC 49,8 ppm).  

a)  
b)  

Figure 52 : Corrélation HMBC du gem-diméthyle de 
l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

Le signal de H-20 (δH 1,30 ppm) intègre pour trois protons. Ces protons sont 

corrélés en HMBC au méthine C-5 (δC 49,8 ppm) ainsi qu’aux carbones quaternaires 

oléfinique C-9 (δC 160,8 ppm), non fonctionnalisé C-10 (δC 38,8 ppm) et le méthylène C-1 

(δC 34,5 ppm). Ils ne présentent aucune corrélation en COSY, et sont donc à proximité du 

carbone quaternaire C-10 (δC 38,8 ppm). La Figure 52b présente les corrélations mises 

en évidence par ce méthyle C-20.  

Dans un second temps, les corrélations COSY et HMBC ont confirmé l’existence 

d’un groupement vinyle impliquant les carbones C-15 (δC 144,7 ppm) et C-16 (δC 115,5 

ppm). Une corrélation HMBC a été mise en évidence entre le carbone C-15 (δC 144,7 

ppm)  et les protons H-17 (δH 0,93 ppm, 3H). Ces protons H-17 (δH 0,93 ppm) sont 
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portés par le carbone C-17 (δC 15,0 ppm). Les différentes corrélations HMBC ont permis 

de définir leur environnement (Figure 53).  

 
Figure 53 : Corrélations HMBC du groupement vinylique de 

l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

Ces protons H-17 (δH 0,93 ppm, 3H) présentent des corrélations HMBC avec le 

carbone quaternaire C-13 (δC 40,0 ppm), le méthine oxygéné C-12 (δC 71,0 ppm) et le 

méthylène C-14 (δC 34,2 ppm). Ils ne sont corrélés avec aucun proton en COSY et sont 

donc à proximité du carbone quaternaire C-13 (δC 40,0 ppm). Par ailleurs, le méthine 

oxygéné C-12 (δC 71,0 ppm) est corrélé en COSY avec les protons H-11 (δH 2,58 ppm et 

2,22 ppm). Ces derniers sont portés par le carbone C-11 (δC 30,3 ppm). 

Dix-sept carbones sont ainsi positionnés grâce aux corrélations COSY et HMBC. La 

formation des trois cycles hexaniques, comme présentée en Figure 54, ramène à six le 

nombre de degrés d’insaturations. 

 
Figure 54 : Fermeture des trois cycles hexaniques de 

l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

Le carbone C-9 (δC 160,8 ppm) ne peut être engagé dans une double liaison avec 

le carbone C-11 (δC 30,3 ppm) en raison de l’absence d’un proton à δH ∼ 5 ppm en C-11, 

mais aussi en raison de la nature de ce dernier (méthylène). La double liaison s’effectue 
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donc avec C-8 (δC 133,0 ppm) indiquant ainsi la présence d’un carbone quaternaire 

oléfinique. Cette position de la double liaison est d’autant plus justifiée que les protons 

du C-14 (δC 34,2 ppm) ont un δH de 2,35 et 2,23 ppm. 

La formule brute (C20H28O3) indique la présence de sept degrés d’insaturations et 

de trois oxygènes. Il reste donc à positionner une insaturation et un oxygène. Par 

ailleurs, un méthylène n’a pas encore été positionné C-2 (δC 34,6 ppm). A ce stade, la 

présence d’une cétone est pressentie. 

Des informations cruciales ont été données par les spectres IR et UV. Ces données 

ont permis de terminer la structure du pimarane en confirmant la présence d’une cétone 

,-insaturée en position C-7. 

 Le spectre IR, présenté à la Figure 55, révèle deux bandes d’absorption à 1706,92 

et à 1663,59 cm-1. Ces bandes mettent en évidence la présence de deux fonctions 

cétones. Par ailleurs, ce spectre présente une large bande d’absorption à ∼ 3300 cm-1 

caractéristique d’une élongation de liaison OH de fonction alcool. 

 
Figure 55 : Spectre IR de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

La première fonction cétone a été positionnée en C-3 (δC 218,8 ppm) grâce aux 

corrélations HMBC. Le positionnement de la deuxième fonction a été possible grâce aux 

informations du spectre UV, qui révèle une absorption à 243 nm caractéristique d’une 

cétone ,-insaturée, ce qui la situe en C-7 (δC 204,8 ppm) (Figure 56).   
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Figure 56 : Spectre UV-Visible de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

 

 La structure plane du pimarane est ainsi élucidée. Il s’agit du 12-hydroxy-3,7-

dioxopimara-8,15-diène. Elle est présentée à la Figure 57. 

 
Figure 57 : Structure plane du 12-hydroxy-3,7-dioxopimara-8,15-diène 

  

L’attribution des protons pour les carbones C-1 (δC 34,5 ppm/ δH 1,78 ppm et 

2,17 ppm) et C-2 (δC 34,6 ppm / δH  2,74 ppm et 2,48 ppm) a été faite par comparaison 

avec la littérature (C-1 et C-2 de l’ent-8β-hydroxy-3,12-dioxopimara-9(11),15-diène 

isolé par Dräger el al. [355]) et grâce aux corrélations COSY observées entre les protons 

H-2 (δH 2,74 ppm et 1,78 ppm) et H-1 (δH 2,17 ppm et 2,48 ppm). 
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 Stéréochimie du composé isolé : 

Plusieurs possibilités sont à envisager pour cette molécule. Il peut s’agir d’un 

pimarane (le groupe éthylène est en syn du méthyle en C-10) ou d’un isopimarane (les 

deux groupes sont en anti l’un de l’autre). Par ailleurs pour ces composés, une 

classification existe selon l’orientation du méthyle en C-10 et des protons H-5 et H-9. La 

série ent présente un méthyle en C-10 en position α. Les corrélations NOESY, les valeurs 

des constantes de couplages et la modélisation tridimensionnelle sur le logiciel Chem3D 

Pro ont permis de définir la stéréochimie relative de cette molécule.  

Au vue des constantes de couplages, les protons H-2β (δH 2,48 ppm) et H-1α (δH 2,17 

ppm) doivent être positionnés en équatorial-équatorial, les protons H-5 (δH 2,20 ppm) 

et H-6β (δH 2,54 ppm) doivent être positionnés en axial-équatorial, et les protons H-11β 

(δH 2,58 ppm) et H-11α (δH 2,22 ppm) respectivement en équatorial et en axial.  

Les corrélations NOESY importantes sont représentées en Figure 58. Principalement 

on note une corrélation entre les protons H-20 (δH 1,30 ppm) et H-2α (δH 2,74 ppm), qui 

positionne H-20 en α et confirme une structure de type ent. Par ailleurs H-15 (δH 5,74 

ppm) est corrélé à H-12 (δH 3,61 ppm) et à H-14β (δH 2,23 ppm) et H-17 (δH 0,93 ppm) 

est corrélé à H-16trans (δH 5,18 ppm), non corrélé à H-16cis (δH 2,23 ppm) et corrélé à 

H-14α (δH 2,35 ppm) et H-11α (δH 2,22 ppm). Ces corrélations permettent de confirmer 

qu’il s’agit d’un isopimarane et de proposer la structure finale de l’ent-12α-hydroxy-3,7-

dioxoisopimara-8,15-diène. 

 
Figure 58 : Corrélations NOESY de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

La valeur négative de [α]D obtenue pour ce composé (-225°, CHCl3, c= 0,20 mg/mL) 

conforte une structure de type énantio.  
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2.6 Activités antivirales ciblant le CHIKV des composés isolés  

2.6.1 Résultats du test antiviral 

L’activité antivirale des molécules isolées de l’extrait AcOEt de l’écorce de 

Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg. a été évaluée sur le CHIKV. Le Tableau XIII présente 

les valeurs de CE50 et de CC50 qui ont été obtenues. Les valeurs ont été exprimées en 

µg/mL.  

Le rapport entre la CC50 et la CE50 donne l’indice de sélectivité (IS). Plus cet indice 

est élevé, plus le composé inhibe sélectivement la réplication virale du CHIKV. La 

vérification de la viabilité cellulaire effectuée par microscopie permet de confirmer 

l’activité antivirale de la molécule. 

Tableau XIII  
Evaluation biologique des molécules isolées de Stillingia lineata sur le CHIKV (en µg/mL) 

Légende : (a) Contrôle de la viabilité cellulaire  par microscopie ; 
+, activité antivirale confirmée par microscopie ; -, activité antivirale non confirmée par microscopie 

 

Parmi les diterpènes de type tonantzitlolone, la 4’-acétoxytonantzitlolone a 

présenté une capacité à inhiber sélectivement la réplication virale du CHIKV. Sa CE50 a 

été obtenue à 4,10 µg/mL et son indice de sélectivité est de 8,8.   

La tonantzitlolone est la moins active des trois composés de cette série (CE50 = 

66,3 µg/mL) et n’a pas été retenue comme candidat potentiel contre le CHIKV. Par 

ailleurs, la 4’-hydroxytonantzitlolone n’a pas été validée en tant que candidat potentiel 

contre le CHIKV, bien que sa valeur de CE50 soit relativement faible (16,3 µg/mL). 

Composé Code CC50 CE50 IS 
Contrôle par 
microscopiea 

tonantzitlolone (24) SL-3-4 >100 66,3 >1,5 - 

4'-acétoxytonantzitlolone (25) SL-5-9 36,1 4,10 8,8 + 

4'-hydroxytonantzitlolone (26) SL-5-7 53,0 16,3 3,24 - 

fraction SL-5-5 contenant  
l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

(27) 
SL-5-5 67,7 15,0 4,5 + 
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Le composé ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène n’a pu être testé 

contre le CHIKV en raison de la faible masse récupérée. Néanmoins, il est intéressant de 

noter que la fraction SL-5-5 a présenté une CE50 de 15 µg/mL et a répondu positivement 

au test antiviral. 

 Les diterpènes de type tonantzitlolone actifs conte le CHIKV ?  

Comme indiqué en Figure 35 (cf. p.134), la tonantzitlolone et la 4’-

acétoxytonantzitlolone ont été isolées à plusieurs reprises. Toutes les molécules ont été 

testées contre le CHIKV.  

Nous avons remarqué que les valeurs de CE50 variaient d’une évaluation à une 

autre. A chaque test, la tonantzitlolone a présenté une activité négative conte le CHIKV. 

Les valeurs de CE50 variaient de 66,3 µg/mL pour SL-3-4 à > 100 µg/mL pour SL-5-11.  

Pour la 4’-acétoxytonantzitlolone isolée en SL-3-2, SL-4-8 et SL-5-9, les valeurs de 

CE50 ont été respectivement de 17,9 µg/mL, 18,1 µg/mL et de 4,1 µg/mL. Les 

observations de la viabilité cellulaire par microscopie ont validé l’activité antivirale de la 

4’-acétoxytonantzitlolone pour SL-4-8 et SL-5-9. Pour le composé SL-5-9, qui a présenté 

le potentiel antiviral le plus élevé, la pureté a été vérifiée par CLHP. Le chromatogramme 

obtenu est présenté en Figure 59 . 

 
Figure 59 : Vérification de la pureté de la 4’-acétoxytonantzitlolone  

(composé SL-5-9) par CLHP-DEDL 

Il est intéressant de remarquer que la 4’-acétoxytonantzitlolone a été isolée de 

toutes les fractions présentant une capacité à inhiber la réplication virale du CHIKV (SL-

3, SL-4 et SL-5). Aussi, pour la fraction SL-4, la CCM récapitulative obtenue après 

fractionnement par CHLP montre sans ambiguïté que l’activité réside là où il y a 

présence de 4’-acétoxytonantzitlolone (Figure 60). 

4’-acétoxytonantzitlolone 
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Figure 60 : CCM récapitulative du fractionnement de la fraction 

SL-4 de l’extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 
Légende : CTL, contrôle de la viabilité cellulaire par microscopie 

Les fractions SL-4-8, SL-4-9, SL-4-10 et SL-4-14 contiennent la 4’-

acétoxytonantzitlolone. Elles ont toutes montré un potentiel antiviral contre le CHIKV.  

La 4’-acétoxytonantzitlolone est donc bien responsable de l’activité anti-CHIKV 

de la plante. Il est néanmoins important de noter, qu’au cours des différents 

fractionnements, l’activité antivirale a été retrouvée dans des fractions ne contenant pas 

de 4’-acétoxytonantzitlolone telle que la fraction SL-5-5. Par ailleurs, l’activité antivirale 

de l’extrait brut AcOEt de l’écorce de S. lineata (CE50 < 0,8 µg/mL) est plus importante 

que celle du composé isolé, 4’-acétoxytonantzitlolone (CE50 = 4,1 µg/mL). Ces 

indications suggèrent la présence d’autres composés minoritaires contribuant à 

l’activité antivirale de la plante.  

Dans le cadre du programme Phytochik, d’autres équipes ont travaillé 

parallèlement à l’isolement de candidats contre le CHIKV [727]. En particulier, les 

travaux récents réalisés par Allard et al. ont mis en évidence l’activité antivirale de 

daphnanes de type orthoester présentant des CE50 parfois inférieures au micromolaire 

[728, 729]. Ces composés ont été isolés d’espèces appartenant à la famille des 

Euphorbiaceae et au genre Trigonostemon.   

La présence de diterpènes de type daphnane est mentionnée dans la littérature 

pour S. sylvatica (cf. Figure 26 § 1.2.4 p.121). La suite des investigations sur S. lineata a 

4’-acétoxytonantzitlolone 
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donc été consacrée à l’isolement éventuel de ces diterpènes. Plusieurs fractionnements 

ont été réalisés, mais aucun n’a permis l’isolement de ces composés. 
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2.6.2 Relations structure-activité des tonantzitlolones 

Les trois diterpènes de type tonantzitlolone isolés diffèrent par la présence ou 

non d’un substituant oxygéné en position 4’. La Figure 61 met en évidence ces 

différences structurales ainsi que les valeurs de CE50 obtenues (en µM) pour chaque 

composé. La chloroquine, qui est utilisée comme témoin interne de ce test antiviral, est 

active à 11 µM contre le CHIKV. 

 

 
R = H 

Tonantzitlolone 
 

 
143 µM 

R= OH 
4’-hydroxytonantzitlolone 

 
34 µM 

R= OAc 
4’-acétoxytonantzitlolone 

 
7 µM 

Figure 61 : Différences structurales entre les trois diterpènes de type tonantzitlolone isolés et CE50 
(en µM) obtenues pour l’activité antivirale (CHIKV) 

 Tout d’abord, les hydroxyles en position C-9 et C-10 ne semblent pas jouer de rôle 

dans l’activité antivirale de cette famille de molécules. Ils sont en effet présents dans les 

structures des trois tonantzitlolones, or seule la 4’-acétoxytonantzitlolone est antivirale.  

De plus, la position C-4’ joue un rôle particulièrement intéressant quant à la 

modulation de l’activité antivirale de la molécule. La substitution de l’hydrogène en 

position C-4’ par un groupement hydroxyle multiplie en effet par quatre son activité 

antivirale. Cette activité est multipliée par vingt si la substitution est effectuée par un 

groupement acétoxy. 

Ces résultats mettent en exergue l’importance de la présence d’un oxygène en 

position C-4’. Des efforts de synthèse devraient être entrepris dans le but d’accroître 

l’activité antivirale de cette famille de molécules, en particulier des modifications de la 

chaîne latérale pourraient être envisagées. 
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Conclusion 

Les investigations phytochimiques menées sur l’espèce Stillingia lineata ssp. 

lineata ont permis de mettre en évidence différents résultats :  

 L’activité antivirale ciblant le CHIKV a été mise en évidence principalement 

dans les extraits d’écorce. En effet, les extraits de feuilles n’ont pas été retenus 

comme candidats contre le CHIKV. En revanche, tous les extraits d’écorce (extrait 

DCM, AcOEt, MeOH) ont présenté une capacité à inhiber sélectivement la 

réplication du CHIKV. En particulier, une activité plus prononcée a été retrouvée 

pour les extraits apolaires et notamment l’extrait AcOEt (CE50 < 0,8 µg/mL).  

 Le fractionnement réalisé sur l’extrait AcOEt d’écorce a permis d’identifier les 

composés majoritaires de la plante. Deux molécules ont été identifiées comme 

principaux métabolites : la tonantzitlolone et la 4’-acétoxytonantzitlolone. Ces 

molécules de structures diterpéniques rares présentent l’originalité d’être des 

macrocycles à quinze carbones. Selon les données de la littérature, elles ont déjà 

été isolées à partir des extraits de racines de l'espèce S. sanguinolenta [355]. Ce 

sont, avec le flexibilène (métabolite isolé d’une éponge), les deux seuls 

macrocycles de ce type isolés de substances naturelles. La caractérisation de ces 

molécules a été permise grâce à la spectrométrie de masse haute résolution et la 

résonance magnétique nucléaire. Par ailleurs, des cristaux de tonantzitlolone 

ayant été obtenus, les configurations absolues de cette molécule ont pu être 

confirmées, pour la première fois, grâce à l’analyse aux rayons X. 

 Deux molécules nouvelles ont été isolées. Il s’agit de la 4’-

hydroxytonantzitlolone et de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-

diène. L’élucidation structurale de ces molécules a été effectuée grâce à la 

spectrométrie de masse haute résolution, la résonance magnétique nucléaire 

mais aussi à l’aide de la spectroscopie IR et UV-Visible.  

La 4’-hydroxytonantzitlolone représente le quatrième macrocycle à quinze 

membres identifié à ce jour dans le domaine des substances naturelles.  
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 Le test antiviral réalisé sur ces composés a permis d’identifier une molécule 

candidate contre le CHIKV. Parmi les trois diterpènes de type tonantzitlolone 

isolés, la 4’-acétoxytonantzitlolone, issue de toutes les fractions actives, a 

présenté une capacité à inhiber sélectivement la réplication virale du CHIKV 

(CE50 = 7 μM). L’activité de cette molécule est semblable à celle de la chloroquine 

(CE50 = 11 µM) et n'a jusque-là pas été décrite dans la littérature. 

 Des relations structure/activité ont pu être établies en fonction des 

tonantzitlolones isolées. Les hydroxyles en position C-9 et C-10 ne jouent pas de 

rôle dans l’activité antivirale de cette famille de molécules.  

La position C-4’ est, en revanche, déterminante quant à la modulation de cette 

activité. L’absence de groupement oxygéné en C-4’ ne confère aucune activité à la 

molécule (tonantzitlolone CE50 = 143 µM). La présence d’un groupement 

hydroxyle multiplie par quatre le potentiel antiviral (4’-hydroxytonantzitlolone 

CE50 = 34 µM). Ce potentiel est multiplié par vingt si la substitution est effectuée 

par un groupement acétoxy (4’-acétoxytonantzitlolone CE50 = 7 μM). 
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Pyrostria orbicularis A. Rich. ex. DC. 
Rubiaceae 
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Conclusion générale 

 

Depuis une cinquantaine d'années, le bouleversement rapide des modes de vie à 

l'île de La Réunion est à l'origine de l'apparition de pathologies métaboliques, telles que 

le diabète, dont le taux de prévalence est quatre fois supérieur à celui observé en 

Métropole. De plus, l'île, située en zone afro-tropicale, est soumise à une exposition 

permanente aux maladies vectorielles et virus émergents, comme l'a rappelé la récente 

épidémie due au virus du chikungunya (CHIKV). Ces nouvelles pathologies ont ouvert 

aux différents laboratoires locaux de nouvelles pistes pour la recherche de molécules 

actives contre plus particulièrement les maladies chroniques non transmissibles comme 

le diabète ou l’obésité et les maladies vectorielles virales réémergentes.  

 

C’est dans ce contexte que ce travail de thèse s’est inscrit dans le but d'identifier 

de nouvelles sources (plantes et/ou molécules) à activités anti-oxydante, anti-

inflammatoire et également antivirale contre le virus du chikungunya. 

 

La première partie du travail a été consacrée à la recherche de propriétés 

antioxydante, anti-inflammatoire et cytotoxique de dix-huit plantes endémiques 

et indigènes de La Réunion à l’aide de tests in cellulo et chimiques. Ces résultats 

préliminaires obtenus au cours de criblage ont permis : 

- Tout d'abord, d’identifier des extraits à forte cytotoxicité. En particulier, l’extrait 

acétate d’éthyle de l’écorce de Carissa spinarum s'est révélé le plus cytotoxique contre 

les cellules humaines THP-1.  

- Puis de mettre en évidence des extraits antioxydants et anti-inflammatoires, 

biologiquement intéressants vis-à-vis du stress oxydatif et de l’inflammation, 

mécanismes jouant un rôle non négligeable dans le processus de certaines pathologies 

graves telles le diabète ou l’obésité. Il faut en particulier citer les extraits méthanoliques 
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de feuilles de Agarista buxifolia et de pennes de Dryopteris wallichiana qui ont 

montré les résultats les plus significatifs aux différents tests antioxydants réalisés (tests 

d’hémolyse et TEAC/DPPH/FRAP/ORAC). Les principes actifs, des composés 

phénoliques, de type phloroglucinols pour D. wallichiana, pourraient être responsables 

de cette activité.  

- Enfin, les extraits AcOEt des feuilles et MeOH de l’écorce de Stillingia lineata 

ainsi que les extraits d’écorce (DCM, MeOH) de Indigofera ammoxylum ont été les plus 

anti-inflammatoires lors de l’évaluation biologique sur des macrophages murins 

(cellules RAW-BlueTM).  

Ces plantes représentent donc des sources encore non exploitées de 

métabolites secondaires biologiquement actifs. La consultation des données de la 

littérature indique, en outre, qu’à l’exception de Carissa spinarum, aucune 

investigation phytochimique n’a été réalisée sur ces espèces. Cependant, pour 

exploiter ce potentiel, une série d’investigations complémentaires sont à envisager. 

Il serait intéressant : 

 de réaliser un fractionnement bioguidé pour chacune des plantes révélées par ce 

criblage, dans le but d’identifier les molécules responsables de ces activités. En 

particulier, il serait judicieux d’identifier les principes actifs cytotoxiques de Carissa 

spinarum et de réévaluer l’extrait de cette plante sur d’autres lignées cellulaires.  

 de caractériser les composés phénoliques de D. wallichiana responsables de son 

activité antioxydante remarquable. 

 d’associer les propriétés anti-inflammatoires de Stillingia lineata et de Indigofera 

ammoxylum à la présence de métabolites secondaires particuliers. De plus, les 

mécanismes d’actions de ces composés sur la voie NF-κB devraient être définis : 

inhibition de cytokines pro-inflammatoires et/ou stimulation de cytokines anti-

inflammatoires 

 d’évaluer in vivo l’activité de ces extraits bruts ou des composés isolés.  
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La deuxième partie du travail a été consacrée à l’étude phytochimique d’une 

espèce indigène, Stillingia lineata. Le choix de cette espèce résulte du croisement des 

résultats obtenus dans la première partie de cette thèse et de ceux obtenus dans le 

programme Phytochik mené en parallèle au LCSNSA. L’absence de données 

bibliographiques ayant trait à cette espèce de La Réunion a également été un facteur 

déterminant. Il faut, de plus, préciser que la remarquable activité antivirale de l’extrait 

d’écorce de cette espèce (inhibition de 90 % de l’effet cytopathique induit par le virus 

sur les cellules Vero pour une concentration inférieure à 0,8 μg/mL (CE90)) ainsi que le 

savoir-faire acquis au cours de ce programme ont justifié le choix du test antiviral pour 

suivre les différentes étapes de fractionnement des extraits. Des résultats intéressants 

ont été obtenus à l’issue de ces étapes de fractionnement et d’isolement : 

- Tout d’abord, l’activité antivirale ciblant le CHIKV a été mise en évidence 

principalement dans les extraits d’écorce. Tous les extraits d’écorce (extrait DCM, 

AcOEt, MeOH) ont présenté une capacité à inhiber la réplication du CHIKV. En 

particulier, une activité plus prononcée a été retrouvée pour les extraits apolaires et 

notamment l’extrait AcOEt (CE50 < 0,8 µg/mL).  

- Puis, le fractionnement réalisé sur l’extrait AcOEt d’écorce a permis d’identifier les 

composés majoritaires de la plante, la tonantzitlolone et la 4’-

acétoxytonantzitlolone. Ces molécules de structures diterpéniques rares présentent 

l’originalité d’être des macrocycles à quinze carbones. Ce sont, avec le flexibilène 

(métabolite isolé d’un corail mou), les deux seuls macrocycles de ce type isolés de 

substances naturelles.  

- En parallèle, deux molécules nouvelles ont été isolées, la 4’-

hydroxytonantzitlolone et l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène. La 4’-

hydroxytonantzitlolone représente le quatrième macrocycle à quinze membres identifié 

à ce jour dans le domaine des substances naturelles.  

- Ensuite, le test antiviral réalisé sur ces composés a permis d’identifier une 

molécule candidate contre le CHIKV, la 4’-acétoxytonantzitlolone, issue de toutes les 

fractions actives, et qui a présenté une capacité à inhiber sélectivement la réplication 

virale du CHIKV (CE50 = 7 μM). L’activité de cette molécule est semblable à celle de la 

chloroquine (CE50 = 11 µM).  
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- Enfin, des relations structure/activité ont pu être établies en fonction des 

tonantzitlolones isolées. Les hydroxyles en position C-9 et C-10 ne jouent pas de rôle 

dans l’activité antivirale de cette famille de molécules. La position C-4’ est, en revanche, 

déterminante quant à la modulation de cette activité. L’absence de groupement oxygéné 

en C-4’ ne confère aucune activité à la molécule (tonantzitlolone CE50 = 143 µM). La 

présence d’un groupement hydroxyle multiplie par quatre le potentiel antiviral (4’-

hydroxytonantzitlolone CE50 = 34 µM). Ce potentiel est multiplié par vingt si la 

substitution est effectuée par un groupement acétoxy (4’-acétoxytonantzitlolone CE50 = 

7 μM). 

Le travail de phytochimie réalisé à partir de Stillingia lineata a permis 

d’identifier une famille de molécules dont certaines sont actives et représentent 

donc des candidats potentiels contre le CHIKV. Cependant, pour optimiser ce 

potentiel antiviral, des travaux complémentaires sont à envisager : 

 Il serait intéressant d’entreprendre des travaux structure-activité par la synthèse 

d’analogues dans le but de mieux cibler le ou les sites actifs de ces molécules.  

 Il serait opportun de réaliser des tests in vivo afin d’apprécier l’activité réelle de ces 

molécules et de comprendre leur mécanisme d’action.  

 Il faudrait isoler les composés minoritaires de cette plante, sources également 

possibles de candidats antiviraux, contribuant à l’activité de la plante.  

 

Enfin, si les difficultés rencontrées dans le cadre de cette thèse sont à 

souligner, ...  

 La réalisation manuelle des tests in cellulo d’activités cytotoxique, antioxydante 

et anti-inflammatoire, et le temps parfois très long demandé (test dépendant 

d’une culture cellulaire, statistiques effectuées pour trois expériences 

indépendantes) ont limité l’utilisation de ces tests pour la réalisation de 

fractionnements bioguidés. Ainsi, la recherche d’inhibiteurs de la réplication du 

CHIKV a été privilégiée, ce test étant réalisé par le Laboratoire de Virologie et de 

Chimiothérapie du Rega Institute for Medical Research (Louvain, Belgique). 
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 L’isolement des composés minoritaires a nécessité de nombreux fractionnements 

successifs qui n’ont néanmoins pas conduit à l’obtention de produits purs en 

quantité suffisante.     

 

... les possibilités d’exploration de nouvelles voies à partir des résultats 

obtenus méritent aussi d’être signalées. 

 L’intérêt d’isoler et de caractériser des molécules nouvelles et/ou bioactives 

d’espèces végétales est multiple. Il contribue à accroître les connaissances sur ces 

plantes, mettant parfois en évidence des marqueurs chimiotaxonomiques. Il est à 

noter qu’il existe une réelle demande en ce sens afin de vérifier leur statut 

d’endémicité. Ce problème se pose pour Carissa xylopicron,  espèce endémique de 

La Réunion, regroupée taxonomiquement à l’espèce Carissa spinarum, indigène 

de l’île, bien que des différences morphologiques existent entre elles. Une des 

autres problématiques est par exemple de confirmer l’identification de nouvelles 

espèces, ce qui avait été supposé pour Dryopteris wallichiana ssp. 

madagascariensis lors de sa découverte sur un site de collecte encore inconnu. 

 Dans un second temps, l’isolement de molécules bioactives permet également de 

valider les savoir-faire locaux. Ce type d’étude chimique est relativement récent à 

La Réunion. Différents programmes de recherche allant dans ce sens ont vu le 

jour ces dernières années : le programme Phytochik qui s’appuyait sur des 

connaissances ethnopharmacologiques, le programme ATEM (Activités des 

préparations traditionnelles anti-diabétiques à base de plantes : approche ethno-

métabolomique) visant à caractériser métaboliquement des tisanes à activité 

anti-inflammatoire. 
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 

 

Ce travail s’inscrit dans la continuité de mon parcours d’études. Les travaux que j’ai 

menés et notamment la réalisation des tests in cellulo, m’ont permis d’acquérir une double 

compétence chimique et biologique indispensable à la réalisation de l’objectif que je 

souhaitais atteindre, à savoir la valorisation des plantes de La Réunion. Grâce aux 

collaborations fédératives et extérieures, j’ai pu intégrer différents laboratoires, experts 

dans leur domaine d’activité, et me former à des disciplines complémentaires. Cette thèse 

souligne l’intérêt d’un sujet de recherche pluridisciplinaire allant de la mise en évidence de 

l’activité biologique pour un extrait, par le biais de criblage, jusqu’à l’isolement d’une 

molécule candidat-médicament par la réalisation de fractionnements bioguidés.  

 

 
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Partie expérimentale 

Vernonia fimbrillifera (Cass.) Less. 
Apocynaceae 
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1 : Procédures générales 

1.1 Matériel végétal 

Treize plantes utilisées pour le criblage d’activités biologiques proviennent du 

programme Phytochik. Ces plantes ont été collectées de mai 2009 à mars 2011. Elles ont 

été botaniquement identifiées par le Pr. D. Strasberg de l’UMR PVBMT (Peuplements 

Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical) de l’Université de La Réunion.   

Cinq plantes ont été collectées de novembre 2009 à mars 2011 par I. Grondin, E. 

Girard-Valenciennes, J.M. Tamon, E. Boyer et S. Técher.  

Les lieux de collecte, les dates et les données GPS sont listés dans le Tableau XIV. 

Tableau XIV  
Date de récolte et points GPS des dix-huit plantes collectées 

Plantes Lieu Date GPS Sud GPS Est 
Acalypha integrifolia Willd. Grand Etang 09/07/09 21.05.816 55.39.303 

Agarista buxifolia (Comm. ex Lam.) G. Don Plaine des Palmistes 21/07/10 21.07.54 55.34.36 

Cassine orientalis (Cav.) Harms Vincendo 20/06/09 21.22.859 55.40.108 

Carissa spinarum L. Vincendo 20/06/09 21.22.859 55.40.108 

Clerodendrum heterophyllum (Poir.) R.Br. Vincendo 20/06/09 21.22.859 55.40.108 

Coptosperma borbonica De Block Langevin 06/06/09 21.22.912 55.38.828 

Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. ssp. 

madagascariensis (C. Chr.) J.P. Roux. 

Col du Taïbit 29/05/10 NC NC 

Eugenia buxifolia Lam. Langevin 09/05/09 21.22.91 55.38.83 

Indigofera ammoxylum (DC.) Polhill Langevin 19/11/09 21.22.91 55.38.83 

Myonima obovata Lam. Mare Longue 21/05/09 21.21.191 55.44.522 

Phyllanthus casticum Soy.-Will. Vincendo 20/06/09 21.22.859 55.40.108 

Polyscias repanda (DC.) Baker Mare Longue 21/05/09 21.21.191 55.44.522 

Pyrostria orbicularis A.Rich. ex DC. Langevin 06/06/09 21.22.912 55.38.828 

Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. ssp. lineata Langevin 07/07/10 21.22.91 55.38.83 

Langevin 18/03/11 21.22.91 55.38.83 

Syzygium borbonicum J.Gueho et AJ.Scott. Mare Longue 21/05/09 21.20.937 55.44.665 

Turraea casimiriana Harms Langevin 19/11/09 21.22.912 55.38.83 

Vernonia fimbrillifera (Cav.) Less Plaine des Palmistes 21/07/10 21.08.62 55.35.18 

Xylopia richardii Boivin ex Baill. Mare Longue 21/05/09 21.20.937 55.44.665 

Légende : NC, données qui ne peuvent être communiquées 
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 Stillingia lineata a été collectée en deux fois. La première collecte (07/07/2010) a 

servi à la réalisation des extraits AcOEt, DCM et MeOH pour le criblage d’activités 

cytotoxique/antioxydant/anti-inflammatoire. La deuxième collecte (18/03/2011) a été 

réalisée dans le but de récupérer une quantité plus importante en matière végétale et de 

pouvoir réaliser le fractionnement bioguidé par le test antiviral. Un numéro d’herbier a 

été enregistré pour ce second lot (REU09532). 

 Une fois collectées, les plantes ont été séchées à l’air libre puis à l’étuve (40°C) et 

broyées.  

1.2 Extraction accélérée par solvant (ASE® 300) (LCSNSA, Université de La Réunion) 

 Toutes les extractions ont été réalisées grâce au système d’extraction accélérée 

par solvant (ASE® 300, Accelerated Solvent Extractor, Dionex) disponible au LCSNSA 

(Université de La Réunion, Réunion). Les paramètres utilisés ont été une température de 

40°C, une pression de 1500 psi (10,34 MPa), cinq phases statiques de 6 min et un temps 

de purge de 120 s.  

1.2.1 Réalisation des extraits pour les criblages d’activités biologiques  

Pour chaque plante, environ 45 g de matière pulvérisée ont été utilisés pour 

remplir une cellule d’extraction de 100 mL. La matière végétale est soumise à une 

extraction à l’acétate d’éthyle (vingt-deux extraits AcOEt) ou à une extraction successive 

au dichlorométhane et au méthanol (sept extraits DCM et sept extraits MeOH). Pour 

Dryopteris wallichiana, seuls les extraits MeOH ont été testés (deux extraits MeOH).  

1.2.2 Réalisation de l’extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata 

La poudre végétale (769 g) a été extraite à l’acétate d’éthyle au moyen de l‘ASE® 

300. Dix-sept cellules d’extraction de 100 mL ont été remplies. Dans le but d’extraire au 

maximum la matière végétale, le programme d’extraction a été répété en trois fois pour 

une même cellule. Un rendement de 4,4 % a été obtenu soit 33,9 grammes d’extrait 

AcOEt.  
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Les solvants organiques ont été évaporés sous pression réduite à l’aide d’un 

évaporateur rotatif (Büchi) muni d’un régulateur de vide (V-850, Büchi), d’un 

rotavapor® (R-210, Büchi), d’une pompe à vide (V-700, Büchi) et d’un bain thermostaté 

(B-491, Büchi). Les températures utilisées n’ont pas dépassé 40 °C afin d’éviter des 

détériorations de composés.  

Les extractions et les fractionnements par Chromatographie Liquide à Moyenne 

Pression (CLMP) ont été réalisés par des solvants (SDS) de pureté 99 %. Ils proviennent 

de Fisher Scientific Korea Ltd. (Séoul, République de Corée). Les purifications par 

Chromatographie Liquide à Haute Performance (CLHP) ont été réalisées avec des 

solvants de qualité CLHP ou 100 % SDS.  

1.3 Fractionnement de Stillingia lineata 

L’extrait AcOEt d’écorce de Stillingia lineata (33,9 g)  a été fractionné sur colonne 

de silice, sous moyenne pression (460 mm × 26 mm ; mSi = 3*120 g, Silica Gel 60 – 0,2 

mm), avec un gradient de polarité croissante en utilisant les solvants cyclohexane, 

AcOEt, MeOH aux proportions de 95:5:0 à 0:50:50. Sept fractions ont été obtenues sur la 

base des profils CCM.  

Une partie (292 mg) de la fraction SL-3 (8,3 g ; cyclohexane-AcOEt, 80:20) a été 

soumise à une CLHP préparative sur une phase C18 Kromasil® en utilisant un gradient 

MeOH/H2O + 0,1 % d’acide formique (80:20 à 100:00 en 20 min, puis 100:00 en 

isocratique en 10 min) à 21 mL/min. Cette purification a permis l’isolement de la 

tonantzitolone (24, 30 mg) et dans une moindre mesure de la 4’-acétoxytonantzitlolone 

(25, 4,9 mg).  

Une partie (210 mg) de la fraction SL-4 (4,7 g ; cyclohexane-AcOEt, 80:20) a été 

purifiée par CLHP sur colonne préparative C18 Kromasil® en utilisant un gradient 

MeOH/H2O + 0,1 % d’acide formique (70:30 à 100:00 en 30 min, puis 100:00 en 10 min) 

à 15 mL/min. La 4’-acétoxytonantzitlolone (25, 19,7 mg) a ainsi été obtenue. 

Une partie (362 mg) de la fraction SL-5 (3,5 g ; cyclohexane-AcOEt, 70:30 à 

50:50) a été purifiée par CLHP sur colonne préparative C18 Kromasil® en utilisant un 

gradient MeOH/H2O + 0,1 % d’acide formique (70:30 à 100:00 en 30 min, puis 100:00 en 

isocratique en 10 min) à 15 mL/min. La tonantzitolone (24, 8,3 mg), la 4’-
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acétoxytonantzitlolone (25, 12,6 mg) et la 4’-hydroxytonantzitlolone (26, 9,3 mg) ont 

ainsi été isolées. La fraction SL-5-5 (20 mg) a été soumise à une purification par CLHP 

sur colonne semi-préparative C18 Kromasil® en utilisant un gradient MeOH/H2O + 0,1 

% d’acide formique (60:40 à 100:00 en 50 min) à 4,7 mL/min. Cette purification a 

permis l’isolement de  l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène (27, 1,2 mg).  
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Figure 62 : Fractionnement de l’extrait AOEt de l’écorce de Stillingia lineata

Fraction SL-5-5 
m = 20 mg 

SL-5-7 
4’-hydroxytonantzitlolone 

m = 9,3 mg 

SL-5-9 
4’-acétoxytonantzitoolone 

m = 12,6 mg 

SL-3-2 
4’-acétoxytonantzitlolone 

m = 4,9 mg 

SL-4-8 
4’-acétoxytonantzitlolone 

m = 19,7 mg 

CLMP SiOH ; Cyclohexane : AcOEt : MeOH ; (33,6 g) 

Fraction SL-2 
m = 2 g 

Fraction SL-6 
m = 4,3 g 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 362 mg ; ρ = 73 % 

Fraction SL-3 
m = 8,3 g 

Fraction SL-4 
m = 4,7 g 

Fraction SL-5 
m = 3,5 g 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 292 mg ; ρ = 47 % 

Stillingia lineata 
Ecorce AcOEt  

m = 33,9 g ; ρ = 4,4 % 

SL-3-3 
tonantzitlolone 

m = 30 mg 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 
m = 210 mg ; ρ = 98 % 

SL-5-11 
tonantzitlolone 

m = 8,3  mg 
SL-5-5-1 

ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 
m = 1,2 mg 

CLHP C18 
Eau : MeOH + 0,1 % AF 

m = 20 mg  

P
a

rtie exp
érim

en
ta

le  
      

1
 –

 P
ro

céd
u

res g
én

éra
les 

∼
 181 ∼

 



Partie expérimentale   2 – Tests biologiques 

∼ 182 ∼ 

2 : Tests biologiques  

2.1 Evaluation de la cytotoxicité (GEICO, Université de La Réunion) 

2.1.1 Préparation des extraits végétaux 

Les extraits végétaux ont été pesés et dissous dans du diméthylsulfoxide (DMSO) 

dans le but de réaliser une gamme de six concentrations (0,2 , 2, 5, 10, 15 et 20 mg/mL). 

Ces concentrations ont été diluées au 1/50ème avec du milieu de culture RPMI (Roswell 

Park Memorial Institute).  

2.1.2 Test au MTT 

Les cellules THP-1 ont été utilisées pour l’évaluation de l’activité cytotoxique des 

extraits végétaux. Dans une plaque de 96 puits (NunclonTM), 150 µL de cellules 

(suspension de 104 cellules/200 µL) sont mis en contact avec 50 µL d’extrait 

(concentration finale de 1 à 100 µg/mL). La plaque est mise à incuber pendant 24 h (à 

37°C sous une atmosphère de 5 % de C02). Trois heures avant la fin de l’incubation, 20 

µL de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium sont ajoutés 

(MTT à 5 mg/mL dans du PBS 1X). La plaque est ensuite remise à incuber. Après 

centrifugation (500 × g, 4 min, 25 °C), le milieu est délicatement éliminé et les cristaux 

de formazan sont dissous dans 100 µL de DMSO. L’absorbance est lue à 595 nm au 

moyen d’un spectrophotomètre de marque Fluostar (BMG France). La viabilité cellulaire 

est exprimée en pourcentage par rapport au contrôle négatif (DMSO dilué au 1/50ème 

avec du milieu de culture RPMI). Le contrôle positif est le taxotère préparé et testé dans 

les mêmes conditions que les extraits (soit des concentrations finales de 1 à 100 µg/mL). 

2.1.3 Culture cellulaire des cellules THP-1 

Les THP-1 sont des cellules non adhérentes (ATCC #TIB-202). Elles sont cultivées 

dans du milieu RPMI à 10 % de SVF (Sérum de Vœu Fœtal) et additionné de L-glutamine 

(2 mM), de streptomycine (100 µg/mL) et de pénicilline (100 µl/mL). Les cellules sont 

cultivées dans des flasques (80 cm3), dans un incubateur à 37°C sous une atmosphère de 

5% de C02. Des passages sont régulièrement effectués afin d’éviter une concentration 

cellulaire supérieure 6.105 cellules/mL.  
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2.1.4 Numération cellulaire 

Une suspension de 104 cellules/200 µL est réalisée pour effectuer le test de 

cytotoxicité. Pour compter les cellules, 20 µL de bleu de trypan sont additionnés à 20 µL 

de milieu cellulaire à doser. Après homogénéisation, l’ensemble est transféré sur une 

cellule de numération (Quick Read Precision Cell, Globe Scientific INC). Le comptage 

manuel s’effectue au microscope.  

Le bleu de trypan est un réactif de couleur bleue qui interagit uniquement avec 

les cellules endommagées. La coloration en bleu de ces dernières permet de déterminer 

le nombre de cellules mortes et de cellules vivantes. 

Après avoir déterminé la concentration en cellules, des dilutions sont effectuées 

pour obtenir la suspension souhaitée (104 cellules/200 µL). 

2.2 Evaluation du pouvoir antioxydant (GEICO, Université de La Réunion) 

2.2.1 Préparation des extraits végétaux 

Les extraits végétaux ont été pesés et dissous dans du diméthylsulfoxide (DMSO) 

dans le but de réaliser une gamme de six concentrations (dilution de 10 de 17 mg/mL à 

1,7 µg/mL). 

2.2.1 Test d’hémolyse  

 La capacité des extraits à inhiber l’hémolyse induite par les radicaux libres est 

évaluée en accord avec Prost [597]. Les échantillons de sang humain ont été obtenus 

auprès du département de biochimie du CHU Felix Guyon (St Denis, Réunion). Le plasma 

est éliminé par centrifugation. Les érythrocytes sont lavés trois fois avec une solution 

isotonique (0,15 M NaCl) à température ambiante. Les cellules sont ensuite re-

suspendues au même niveau hématocrite en utilisant la solution isotonique. Chaque 

puits de la plaque de 96 puits est rempli avec 100 µL de la solution de cellules sanguines 

diluée au 1/50ème dans 0,15 M NaCl. Puis, 55 µL de solution isotonique est rajoutée ainsi 

que 5 µL d’extrait de plantes à différentes concentrations (concentrations finales de 425 

µg/mL à 4,25 ng/mL). Enfin, l’hémolyse est initiée en ajoutant 40 µL d’AAPH (0,33 M) 

dans chaque puits. L’absorbance à 450 nm est notée toutes les 10 min pendant 830 min, 
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en uilisant un spectrophotomètre thermostaté à 37 °C Fluostar (BMG France). Les 

résultats sont exprimés en HT50, temps de demi-hémolyse.   

Le contrôle négatif est le DMSO (5 µL). Le contrôle positif est l’acide gallique à la 

concentration de 42,5 µg/mL. 

2.3 Evaluation du pouvoir anti-inflammatoire (GEICO, Université de La Réunion) 

2.3.1 Préparation des extraits et vérification de leur cytotoxicité sur 

cellules RAW-BlueTM 

Les extraits végétaux ont été pesés et dissous dans du diméthylsulfoxide (DMSO) 

dans le but de réaliser deux concentrations (0,2 et 2 mg/mL). Ces concentrations ont été 

diluées au 1/50ème avec du milieu de culture DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium).  

Un test de cytotoxicité a préalablement été effectué sur les cellules RAW-BlueTM.  

Le test au MTT détaillé précédemment à été utilisé. Deux concentrations en extraits ont 

été testées (concentration finale 1 et 10 µg/mL). La concentration de 10 µg/mL, pour 

laquelle aucune cytotoxicité n’a été observée sur les cellules RAW-BlueTM, a été 

sélectionnée pour la réalisation du test anti-inflammatoire.  

 

2.3.2 Culture cellulaire 

Les cellules RAW-Blue™ sont des dérivées de macrophages de souris RAW 264,7 

exprimant de façon stablele gène codant pour une forme embryonnaire sécrétée de la 

phosphatase alcaline (SEAP) dont l’expression est sous la dépendance de NF-κB. Ce sont 

des cellules adhérentes qui sont maintenues dans du DMEM supplémenté avec 10% de 

FBS dans un incubateur humidifié sous 5% de CO2.  
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2.3.3 Test anti-inflammatoire  

Dans une plaque de 96 puits (NunclonTM), 105 cellules sont ajoutées par puits 

avec différents milieux : milieu de culture normal ou contenant du LPS  (1 µg/mL). Les 

extraits de plantes (concentration finale 10 µg/mL) sont additionnés. La plaque est mise 

à incuber pendant 24 h. Après incubation, on ajoute 10-3 M de p-nitrophényl-phosphate 

(PNPP, Sigma, France) (dissous dans 0,1 M de tampon glycine contenant 1 mM de MgCl2, 

1 mM de ZnCl2, pH 10,4) au surnageant de chaque puits, puis la plaque est incubée à 

37°C pendant 1 heure. L’hydrolyse du PNPP en p-nitrophénol (PNP) et phosphate rend 

compte de la présence dans le milieu de culture de SEAP (SEcreted Alkaline 

Phosphatase). L’absorbance mesurée à 460 nm au moyen d’un spectrophotomètre de 

marque Fluostar (BMG France) permet d’évaluer la quantité de SEAP sécrétée. Le 

contrôle négatif correspond à des cellules traitées par du LPS sans extraits ; le contrôle 

positif est l’adiponectine. 

2.4 Exploitations des résultats 

Les résultats des tests d’activités cytotoxique, antioxydante et anti-inflammatoire 

ont été analysés au moyen du logiciel GraphPad Prism version3. Le test t de Student a 

été utilisé pour comparer les résultats. Les résultats significatifs sont marqués par une 

ou plusieurs étoiles selon le degré de significativité : * p < 0,05 , ** p < 0,01 et *** p < 

0,005. 

2.5 Evaluation de l’inhibition du CHIKV in cellulo (Rega Institute for Medical Research, 

Louvain, Belgique) 

Le test antiviral a été réalisé par l’équipe de P. Leyssen dans une enceinte de 

sûreté biologique (Bigneat) au sein du Laboratoire de Virologie et de Chimiothérapie du 

Rega Institut for Medicinal Research à Louvain en Belgique.  

2.5.1 Préparation de la plaque 

Dans une plaque de 96 puits sont additionnés successivement 100 µL d’extrait de 

plantes (à différentes concentrations, de 0,8 à 100 µg/mL) puis 50 µL de milieu sans 

virus (test anti-métabolique) ou 50 µL de milieu contenant le virus (test antiviral, virus 

non titré) puis 50 µL de cellules Vero en suspension (25 000 cellules/ puits). 
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La plaque est ensuite mise à incuber à 37°C, sous 5 % de CO2 et sous une 

atmosphère humide pendant cinq jours correspondant au temps pour lequel 100 % de 

l’effet cytopathique induit par le virus peut être observé pour des cultures cellulaires 

infectées non traitées.  

2.5.2 Test au MTS 

Le sel de tétrazolium utilisé est le MTS (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium). Dans chaque puits, 75 µL 

d’une solution à 5% sont ajoutés. La plaque est mise à incuber pendant 1h30. Les 

cellules vivantes, initialement jaunes, deviennent brunes. L’absorbance est mesurée à 

498 nm par un lecteur de microplaques Safire2TM (Tecan). 

Les résultats sont donnés sous la forme de CC50 (concentration cytotoxique, pour 

laquelle on observe 50 % d’inhibition du métabolisme de cellules saines), CE50 et CE90 

(concentration efficace, pour laquelle on observe 50 % ou 90 % d’inhibition de l’effet 

cytopathique induit par le virus sur les cellules infectées).  

2.5.3 Vérification de l’activité antivirale par microscopie 

Dans le but d’exclure les faux positifs, une vérification de la viabilité celllaire est 

effectuée par microscopie. Plusieurs paramètres sont observés : la morphologie de la 

monocouche cellulaire (cellules confluentes ou non), la morphologie de la cellule traitée 

(similaire aux cellules saines ou effet toxique observé), l’effet cytopathique induit par le 

virus. Chaque observation est notée de 0 (cellules saines) à 5 (cellules infectées). 

L’activité antivirale d’un extrait sélectif, présentant une CE50 faible et une CC50 

élevée, est jugée intéressante (différent d’un faux positif) si au moins une concentration 

testée présente deux notes proches de zéro (observation du test antiviral et du test anti-

métabolique). Pour les extraits et/ou molécules qui inhibent de façon sélective la 

réplication du CHIKV, le test est réalisé en duplicat pour vérifier la répétabilité de l’effet 

antiviral.  

2.5.4 Culture cellulaire des cellules Vero 

Les cellules Vero (cellules rénales de singes vert africain, Cercopithecus aethiops) 

sont cultivées dans des erlenmeyers (150 cm3) pendant sept jours. Le milieu de culture 
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utilisé est le MEM Rega3 (Invitrogen) supplémenté avec 10 % de FCS (Intrego), 5 mL de 

L-glutamine (200 mM) et 5 mL de bicarbonate de sodium (7,5 %). La trypsine est 

utilisée pour décoller les cellules et pour permettre une remise en suspension dans du 

milieu supplémenté à 2 %. La numération cellulaire s’effectue de manière automatique. 
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3 : Fractionnements et purifications 

3.1 Techniques chromatographiques 

L’ensemble des fractionnements et des purifications ont été réalisés au LCSNSA 

(Université de La Réunion) et à l’ICSN (CNRS, Gif-sur-Yvette, France). 

3.1.1 Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les Chromatographies sur Couche Mince (CCM) ont été effectuées sur plaques 

Alugram® SIL G/UV254 (Macherey-Nagel), Alugram® RP-18 W/UV254 (Macherey-

Nagel) ou Gel de silice 60G F254 (Merck) de 0,2 mm d’épaisseur.  

Les plaques ont été révélées sous UV (λ = 254 et 360 nm) puis pulvérisées par 

différents réactifs. Le molybdate sulfurique et la vanilline sulfurique ont principalement 

été utilisés.  

- Réactif à l’acide sulfomolybdique : 10 g de molybdate d’ammonium dans 900 mL d’eau 

+ 100 mL d’acide sulfurique 

- Réactif à la vanilline : 10 g de vanilline dans 1 L d’éthanol + 20 mL d’acide sulfurique 

3.1.2 Chromatographie liquide à moyenne pression (CLMP) 

Les séparations par Chromatographie Liquide à Moyenne Pression (CLMP) ont 

été réalisées soit : 

- au moyen du système Sepacore® (Büchi) muni d’un collecteur de fraction C-660, d’un 

programmateur de pompe C-615 et de deux modules de pompe C-605. Une colonne en 

verre de dimension 460 mm × 26 mm, remplie de 120 g de gel de silice (Silica Gel 60 – 

0,2 mm) a été utilisée. 

- au moyen du système CombiFlash® Companion® (Teledyne Isco) en utilisant des 

colonnes prépackées en phase normale (colonnes de gel de silice : Silicycle® 15-40 μm (4 

g), Redisep® 15-60 μm (4 et 12 g), Redisep® 35-70 μm (12 et 40 g), ou Versapack® 45-75 

μm (102 g)). 
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Les extraits ont été déposés par dépôt liquide en utilisant une boucle 

d’échantillonnage de 20 mL (Sepacore®) ou par dépôt solide en les adsorbant sur de la 

célite (Clarcel, SDS). 

3.1.3 Chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 

Les CLHP analytiques, semi-préparatives ou préparatives ont été effectuées sur 

des chaînes Waters™ (Alliance Waters® 2695 et Autopurification system Waters® - 

Waters 2767 Sample Manager) équipées de pompe binaire (Waters 2525) et couplées en 

série à un détecteur UV à barrette de diodes (190 – 600 nm, Waters 2996) et un 

détecteur évaporatif à diffusion de lumière DEDL (Polymer Laboratorie PL-ELS 1000). 

Pour les CLHP semi-préparatives et préparatives, la chaîne comprend également un 

collecteur Waters 2767. Le logiciel pilote utilisé est MassLynx®.  

Plusieurs colonnes Thermohypersil™ Kromasil ont été utilisées : colonne 

analytique C18 (5 μm, 250 × 4,6 mm), colonne semi-préparative C18 (5 μm, 250 × 10 mm) 

et colonne préparative C18 (5 μm, 250 × 21,2 mm). 

 

3.2 Analyses physiques et spectrales des composés 

3.2.1 Pouvoir rotatoire 

Les pouvoirs rotatoires [α]D ont été mesurés à l’aide d’un polarimètre Jasco® 

P1010 (logiciel Spectro Manager®) ou d’un polarimètre Anton Paar® MCP200. La source 

lumineuse monochromatique est la raie D du sodium. Les expériences ont été réalisées 

avec une cuve de 1 cm et les composés ont été solubilisés dans du chloroforme. 

3.2.2 Spectroscopie UV-Visible 

Les spectres d’absorption UV-Visible ont été mesurés dans une cuve en quartz de 

1 cm, avec un spectromètre Varian Cary 100 Scan équipé du logiciel CaryWing 

(programme Scan). Les composés ont été solubilisés dans du chloroforme. 
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3.2.3 Spectroscopie InfraRouge (IR) 

Les spectres d’absorption IR ont été mesurés sur un spectromètre Perκin Elmer 

Spectrum 100 FT-IR, équipé du logiciel Spectrum Perkin Elmer (version 6.3.5).  

3.2.4 Spectrométrie de masse couplée à l’UPLC 

 Les spectres de masse haute résolution (SM-HR) ESI (ElectroSpray Ionisation) en 

mode positif et/ou négatif (ESI+/ESI-) ont été réalisés sur un spectromètre à trappe d’ion 

Thermoquest TLM LCQ. Une chaîne UPLC (Acquity, Waters) (colonne BEH C18, 1.0, 50 

mm, 1.7 μm) couplée à un spectromètre de masse ESI-TOF (LCT Premier XE) et à un 

détecteur UV PDA (Acquity, Waters) a été utilisée. 

3.2.5 Spectroscopie  de résonance magnétique nucléaire (RMN)  

Les spectres RMN ont été réalisés sur des appareils Bruker Avance® 300, 500 ou 

600 MHz en utilisant le chloroforme deutéré. Les déplacements chimiques, exprimés en 

partie par million (ppm), ont été référencés sur les pics de solvants δH 7,26 ppm et δC 

77,00 ppm. Ces valeurs ont été choisies d’après Dräger et al. [355]. Les constantes de 

couplage J sont exprimées en Hertz (Hz). La multiplicité des signaux est donnée par les 

abréviations suivantes : s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublet), ddd (doublet 

de doublet de doublet), t (triplet), q (quadruplet), br. (broad i.e large) et m (multiplet).  

L’attribution des signaux des protons et des carbones a été effectuée à partir des 

expériences 1D 1H, 13C et DEPT-135, associées aux expériences 2D 1H-1H COSY, 1H-13C 

HSQC ou HMQC, 1H-13C HMBC et 1H-1H NOESY, en utilisant le logiciel NMR Notebook®. 
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4. Caractéristiques physiques et spectrales des produits 

isolés 

 

24 : tonantzitlolone 

 

25 : 4'-acétoxytonantzitlolone 
 

 

26 : 4'-hydroxytonantzitlolone 
 

 

27 : ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 
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Tonantzitlolone (24) 

 

C26H40O7  
M : 464,59 g.mol-1   

Origine: Stillingia lineata (Lam.) Müll. 

Arg, extrait AcOEt d’écorce  

Activité biologique :  

CHIKV : 66,3 µg.mL-1 (142 µM) 

Aspect : poudre blanche 

SM-HR (ES+) : [M+Na]+ m/z = 487,2688 (calculée pour C26H40O7Na = 487,2672) 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : 5,85 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H-1) ; 5,69 (q, 1H, J = 1.5 Hz, H-2’) 

; 5,65 (s, 1H, OH-9) ; 5,23 (dd, 1H, J = 15.5 Hz, 9,5 Hz, H-2) ; 4,89 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-8) ; 

4,62 (dd, 1H, J = 12.0, 3.0 Hz, H-5) ; 3,76 (dd, 1H, J = 11.5, 5.0 Hz, H-14) ; 3,43 (d, 1H, J = 

6.0 Hz, H-10) ; 3,33 (dq, 1H, J = 9.5, 7.0 Hz, H-3) ; 3,10 (d, 1H, J = 6.0 Hz, OH-10) ; 2,44 

(dd, 1H, J = 12.5, 7.5 Hz, H-12β) ; 2,33 (dddq, 1H, J = 12.5, 7.0, 4.0, 2.5 Hz, H-7) ; 2,17 (q, 

2H, J = 7.0 Hz, H-4’) ; 2,15 (d, 3H, J = 1.5 Hz, H-6’) ; 2,04 (dddd, 1H, J = 12.5, 12.5, 12.5, 

7.5 Hz, H-13β) ; 1,84 (dt, J = 13.5, 3.5 Hz, H-6α) ; 1,76 (ddd, 1H, J = 12.5, 7.5, 5.0 Hz, H-

13α) ; 1,53 (ddd, 1H, J = 12.5, 12.5, 7.5 Hz, H-12α) ; 1,40 (ddd, 1H, J = 13.5, 12.5, 3.0 Hz, H-

6β) ; 1,37 (s, 3H, H-18) ; 1,14 (s, 3H, H-17) ; 1,11 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-20) ; 1,07 (t, 3H, J = 

7.5 Hz, H-5’) ; 0,91 (s, 3H, H-16) ; 0,84 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-19) 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : 211,3 (C-4) ; 166,6 (C-1’) ; 163,0 (C-3’) ; 140,1 (C-1) ; 126,8 

(C-2) ; 113,9 (C-2’) ; 97,1 (C-9) ; 88,9 (C-14) ; 87,6 (C-11) ; 78,2 (C-10) ; 74,1 (C-5) ; 73,2 

(C-8) ; 49,5 (C-3) ; 38,7 (C-15) ; 37,3 (C-12) ; 33,9 (C-4’) ; 29,0 (C-7) ; 28,8 (C-6) ; 28,1 (C-

18) ; 28,0 (C-13) ; 25,4 (C-16) ; 25,1 (C-17) ; 19,0 (C-6’) ; 17,0 (C-19) ; 16,0 (C-20) ; 11,8 

(C-5’)
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4’-Acétoxytonantzitlolone (25) 

 

C28H42O9  
M : 522,63 g.mol-1   

Origine: Stillingia lineata (Lam.) Müll. 

Arg, extrait AcOEt d’écorce  

Activité biologique :  

CHIKV : 4,1 µg.mL-1 (7 µM) 

 

Aspect : poudre blanche 

SM-HR (ES+) : [M+Na]+ m/z = 545,2717 (calculée pour C28H42O9Na = 545,2727) 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : 5,90 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-2’) ; 5,85 (d, 1H, J = 15.0 Hz, H-1) 

; 5,70 (s, 1H, OH-9) ; 5,27 (q, 1H, J = 6.5 Hz, H-4’) ; 5,24 (dd, 1H, J = 15.5, 9.5 Hz, H-2) ; 

4,90 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-8) ; 4,62 (dd, 1H, J = 12.0, 3.0 Hz, H-5) ; 3,76 (dd, 1H, J = 11.5, 

5.0 Hz, H-14) ; 3,40 (br.d, 1H, J = 6.0 Hz, H-10) ; 3,32 (dq, 1H, J = 9.5, 7.0 Hz, H-3) ; 3,05 

(br.d, 1H, J = 6.5 Hz, OH-10) ; 2,43 (dd, 1H, J = 12.5, 7.5 Hz, H-12β) ; 2,32 (dddq, 1H, J = 

12.5, 7.0, 4.0, 2.5 Hz, H-7) ;  2,13 (d, 3H, J = 1.5 Hz, H-6’) ; 2,09 (s, 3H, H-2’’) ; 2,03 (dddd, 

1H, J = 13.0, 13.0, 11.5, 7.5 Hz, H-13β) ; 1,84  (dt, 1H, J = 13.5, 3.5 Hz, H-6) ;  1,76 (ddd, 

2H, J = 12.5, 7.5, 5.0 Hz, H-13) ; 1,53 (ddd, 3H, J = 12.5, 12.5, 7.5 Hz, H-12) ;  1,40 (ddd, 

1H, J = 13.5, 12.5, 3.0 Hz, H-6β) ; 1,37 (s, 3H, H-18) ; 1,35 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-5’) ; 1,13 (s, 

3H, H-17) ; 1,12 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-20) ; 0,91 (s, 3H, H-16) ; 0,84 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-

19) 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : 211,2 (C-4) ; 170,1 (OAc) ; 166,3 (C-1’) ; 157,6 (C-3’) ; 140,1 

(C-1) ; 126,8 (C-2) ; 115,2 (C-2’) ; 97,1 (C-9) ; 88,9 (C-14) ; 87,7 (C-11) ; 78,1 (C-10) ; 74,1 

(C-5) ; 73,8 (C-4’) ; 73,7 (C-8) ; 49,5 (C-3) ; 38,7 (C-15) ; 37,3 (C-12) ; 29,0 (C-7) ; 28,7 (C-

6) ; 28,1 (C-18) ; 28,0 (C-13) ; 25,4 (C-16) ; 25,1 (C-17) ; 21,2 (OAc) ; 19,1 (C-5’) ; 17,0 (C-

19) ; 16,0 (C-20) ; 15,2 (C-6’) 
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4’-Hydroxytonantzitlolone (26) 

 

C26H40O8  
M : 480,59 g.mol-1   

Origine : Stillingia lineata (Lam.) 

Müll. Arg, extrait AcOEt d’écorce  

Activité biologique :  

CHIKV : 16,3 µg.mL-1 (34 µM) 

Aspect : poudre blanche 

SM-HR (ES-) : [M+Cl]- m/z = 515,2410 (calculée pour C26H40O8Cl = 515,2412) 

[α]D
23 : + 76 (c 0,25 ; CHCl3) 

UV (CHCl3), λ max (log ε) : 240 (2,46) nm 

IR max : 3372, 2967, 2933, 1712 cm-1 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : 6,00 (s, 1H, H-2’) ; 5,85 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H-1) ; 5,63 (s, 

1H, OH-9) ; 5,23 (dd, 1H, J = 15.5, 9.5 Hz, H-2) ; 4,90 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-8) ; 4,62 (dd, 

1H, J = 12.0, 3.0 Hz, H-5) ; 4,62 (dq, 1H, J = 6.5, 2.5 Hz, H-4’) ; 3,76 (dd, 1H, J = 11.5, 5.0 

Hz, H-14) ; 3,41 (br.d, 1H, J = 2.5 Hz, H-10) ; 3,34 (dq, 1H, J = 9.5, 7.0 Hz, H-3) ; 3,15 (d, 

1H, J = 5.5 Hz, OH-10) ; 2,41 (dd, 1H, J = 12.5, 7.5 Hz, H-12β) ; 2,33 (dddq, 1H, J = 11.5, 

7.0, 4.0, 2.5 Hz, H-7) ; 2,03 (dddd, 2H, J = 11.5, 11.5, 11.5, 7.5 Hz, H-13β) ; 2,12 (s, 1H, H-

6’) ; 1,85 (ddd, 1H, J = 13.0, 3.0, 2.5 Hz, H-6α) ; 1,76 (ddd, 1H, J = 12.5, 7.5, 5.0 Hz, H-13α) 

; 1,53 (ddd, 2H, J = 12.5, 12.5, 7.5 Hz, H-12α) ; 1,39 (ddd, 1H, J = 13.5, 12.5, 3.0 Hz, H-6β) ; 

1,37 (s, 3H, H-18) ; 1,32 (d, 1H, J = 6.5 Hz, H-5’) ; 1,14 (s, 3H, H-17) ; 1,12 (d, 3H, J = 7.0 

Hz, CH20) ; 0,85 (d, 3H, J = 7.0 Hz, H-19) ; 0,91 (s, 3H, H-16) 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : 113,3  (C-2’) ; 140,0  (C-1) ; 126,8 (C-2) ; 73,.5 (C-8) ; 74,1 

(C-5) ; 72,4 (C-4’) ; 88,9 (C-14) ; 78,2 (C-10) ; 49,5 (C-3) ; 29,0 (C-7) ; 15,3 (C-6’) ; 28,8 

(C-6) ; 28,0 (C-13) ; 37,3 (C- 12) ; 28,1 (C-18) ; 21,5 (C-5’) ; 25,1  (C-17) ; 16,0 (C-20) ; 17,0 

(C-19) ; 25,4 (C-16) ; 211,2 (C-4) ; 87,6 (C-11) ; 38,7 (C-15) ; 162,8 (C- 3’) ; 97,0 (C-9) 
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ent-12α-Hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène (27) 

 

C20H28O3  
M : 316,43 g.mol-1   

Origine : Stillingia lineata (Lam.) 

Müll. Arg, extrait AcOEt d’écorce  

 

Aspect : poudre blanche 

SM-HR (ES+) : [M+H]+ m/z = 317,2131 (calculée pour C20H29O3 = 317,2117) 

[α]D
23 : - 225 (c 0,20 ; CHCl3) 

UV (CHCl3), λ max (log ε) : 201 (1,83), 227 (2,01), 243 (2,36) nm 

IR max : 3457, 2924, 1707, 1663, 1380 cm-1 

RMN 1H (500 MHz, CDCl3) : 5,74 (dd, 1H, J = 17.5, 11.0 Hz, H-15) ; 5,22 (dd, 1H, J = 11.0, 

1.0 Hz, H-16cis) ; 5,18 (dd, 1H, J = 17.5, 1.0 Hz, H-16trans) ; 3,61 (dd, 1H, J = 9.5, 5.5 Hz, 

H-12) ; 2,74 (ddd, 1H, J = 16.0, 12.5, 6.5 Hz, H-2α) ; 2,58 (dd, 1H, J = 15.5, 5.5 Hz, H-11α) ; 

2,54 (m, 1H, H-6β) ; 2,48 (ddd, 1H, J = 16.0, 6.5, 3.0 Hz, H-2β) ; 2,46 (dd, 1H, J = 13.5, 3.5 

Hz, H-6α) ; 2,35 (d, 1H, J = 17.0 Hz, H-14α) ; 2,24 (br.s, 1H, OH-12) ; 2,23 (d, J = 17.0 Hz, 

H-14β) ; 2,22 (dd, 1H, J = 17.5, 7.0 Hz, H-11β) ; 2,20 (dd, 1H, J = 13.5, 4.0 Hz, H-5) ; 2,17 

(ddd, 1H, J = 13.0, 6.5, 3.0 Hz, H-1α) ; 1,78 (dd, 1H, J = 13.5, 12.5, 6.5 Hz, H-1β) ; 1,30 (s, 

3H, H-20) ; 1,14 (s, 3H, H-19) ; 1,11 (s, 3H, H-18) ; 0,93 (s, 3H, H-15) 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : 218,8 (C3) ; 204,8 (C7) ; 160,8 (C9) ; 144,7 (C-15) ; 133,0 

(C8) ; 115,5 (C-16) ; 71,0 (C-12) ; 49,8 (C-5) ; 46,5 (C4) ; 38,8 (C10) ; 40,0 (C13) ; 35,4 (C-

6) ; 34,6 (C-2) ; 34,5 (C-1) ; 34,2 (C-14) ; 30,3 (C-11) ; 25,2 (C-19) ; 21,4 (C-18) ; 17,3 (C-

20) ; 15,0 (C-17) ;  
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Lexique 

A 
Aménorrhée : absence des règles ou menstruation. 

Andropause : ensemble des symptômes physiologiques liés à la baisse de sécrétion de testostérone chez l'homme (syn. 

« déficit androgénique lié à l'âge », DALA). 

Anthelmintique : qui éradique les parasites intestinaux ou vers, larves (syn. vermifuge). 

Antiappétant : qui empêche, par inhibition des réflexes de mastication et de déglutition, la prise de nourriture, en 

particulier chez les insectes, et qui peut être employée pour lutter contre eux. 

Antidyslipidémique : qui inhibe la dyslipidémie (maladie induisant un taux anormal de lipides sanguins). 

Antinociceptif : qui inhibe la nociception (la sensibilité à la douleur). 

B 
Blennorragie : infection microbienne due à un microbe, le gonocoque, maladie très contagieuse qui se transmet par les 

relations sexuelles (syn. chaude-pisse/gonorhée). 

C 
Carpophore : organe qui, sur le fruit mûr, représente le gynophore (support né du réceptable de la fleur et qui ne 

contient que les organes femelles) dans l’ovaire. 

Céphalées : maux de tête. 

Chancre : ulcération, le plus souvent génitale, souvent provoquée par une maladie sexuellement transmissible. 

Cryptogène : Plantes dont le caractère indigène ou introduit semble impossible à trancher  

Cystite : inflammation de la vessie. 

D 
Dépuratif : qui élimine les déchets, qui désintoxique l’organisme. 

Diurétique : qui augmente la sécrétion urinaire. 

Dysenterie : inflammation intestinale grave. 

Dysménorrhée : règles difficiles et douloureuses. 

E 
Emergent (virus) : apparition dans le monde ou dans une région donnée d’une maladie n’ayant jamais existé. 

Emétique : qui provoque le vomissement. 

Expectorant : qui facilite l’expression des crachats. 

F 
Fébrifuge : qui fait baisser la fièvre. 

G 
Gastralgie : douleur d’estomac. 

Goitre : augmentation de volume, souvent visible, de la glande thyroïde. 

H 
Hépatotoxique : toxique pour le foie. 
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L 
Leucorrhée : écoulement non sanglant provenant de l'appareil génital féminin (syn. pertes blanches). 

Limbe : pièce foliaire désignant la partie de cet organe situé à la suite du pétiole. 

M 
Marrons (esclaves) : esclaves en fuite. 

Myalgie : douleurs musculaires. 

N 
Néphrite : inflammation du rein. 

Néphroprotecteur : protection du rein contre des mécanismes d’autodestruction. 

P 
Phytotoxique : toxique pour les végétaux, en provoquant par exemple une nécrose des boutures. 

Purgative : qui a la propriété de purger, de stimuler les évacuations intestinales. 

R 
Raffraichissant : anti-inflammatoire, dépuratif. 

Réémergent (virus) : réapparition après plusieurs années d’une maladie ayant existé auparavant. 

S 
Schistosomiase : parasitose chronique provoquée par des vers. 

Siccative : substance qui accélère la dessication des couleurs auxquelles on les mélange. 

Stipule : pièces foliaires, au nombre de deux, en forme de feuilles réduites situées de part et d'autre du pétiole, à sa base, 

au point d'insertion sur la tige. 

Stomachique : qui favorise la digestion. 

T 
Tisaneurs : Tradipraticiens de La Réunion 

V 
Vectorielles (maladies) : maladies causées par un agent parasite qui est inoculé ou déposé par un vecteur vivant. Ce 

vecteur est un organisme qui ne provoque pas lui-même la maladie mais qui est nécessaire à la dispersion de l'infection 

en transportant les agents pathogènes d'un hôte à l'autre. 

Vénériennes (maladies) : maladies qui se transmet par voie sexuelle. 
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Stillingia lineata (Lam.) Müll.Arg. ssp. lineata 
Euphorbiaceae 
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ANNEXE 1 : 

 

Spectres RMN 1D (1H, 13C et DEPT-135) et 2D (COSY, HSQC, 

HMBC et NOESY) de la tonantzitlolone (24) 
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Spectre 1H de la tonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectres 13C et DEPT-135 de la tonantzitlolone (75 MHz, CDCl3) 
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Spectre COSY de la tonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectre HMBC de la tonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 
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Spectre HSQC de la tonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 
 

Agrandissements HSQC de la tonantzitlolone (région des aliphatiques) 
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Spectre NOESY de la tonantzitlolone (600 MHz, CDCl3) 
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Tonantzitlolone (24) (suite) 

Représentation ORTEP :  

 
Analyse aux rayons X :  

Formule brute C26H40O7 

Masse Molaire (g.mol-1) 464,59 

Système cristallin Orthorhombique 

Groupe spatial P 21 21 21 

a (Å) 10,1348(2) 

b (Å) 10,2248(2) 

c (Å) 25,1440(18) 

α (°) 90 

β (°) 90 

β (°) 90 

V (Å3) 2605,58 

Z 4 
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ANNEXE 2 

 

Spectres RMN 1D (1H, 13C et DEPT-135) et 2D (COSY, 

HMQC et HMBC) de la 4’-acétoxytonantzitlolone 
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Spectre 1H de la 4’-acétoxytonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectres 13C et DEPT-135 de la 4’-acétoxytonantzitlolone (75 MHz, CDCl3) 
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Spectre COSY de la 4’-acétoxytonantzitlolone  (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectre HMBC de la 4’-acétoxytonantzitlolone  (300 MHz, CDCl3) 
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Spectre HMQC de la 4’-acétoxytonantzitlolone  (300 MHz, CDCl3) 
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ANNEXE 3 

 

Spectres RMN 1D (1H, 13C et DEPT-135) et 2D (COSY, HSQC 

et HMBC) de la 4’-hydroxytonantzitlolone  
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Spectre 1H de la 4’-hydroxytonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectres 13C et DEPT-135 de la 4’-hydroxytonantzitlolone (75 MHz, CDCl3) 
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Spectre COSY de la 4’-hydroxytonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectre HSQC de la 4’-hydroxytonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 
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Spectre HMBC de la 4’-hydroxytonantzitlolone (300 MHz, CDCl3) 
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ANNEXE 4 

 

Spectres RMN 1D (1H et DEPT-135) et 2D (COSY, HSQC, 

HMBC et NOESY) de l’ent-12α-hydroxy-3,7-

dioxoisopimara-8,15-diène (27) 
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Spectre 1H de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène (500 MHz, CDCl3) 

 

 

 

Spectre DEPT-135 de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène  

(75 MHz, CDCl3) 
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Spectre COSY de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène  

(500 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectre HSQC de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène 

(500 MHz, CDCl3) 
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Spectre HMBC de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène  

(500 MHz, CDCl3) 

 

 

Spectre NOESY de l’ent-12α-hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène  

(500 MHz, CDCl3) 
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Criblage d’activités biologiques de plantes endémiques ou indigènes de La Réunion  - Recherche de molécules antivirales 

ciblant le virus du chikungunya 

Ce travail de thèse s’attache à identifier des plantes et/ou molécules à activités cytotoxique, antioxydante, anti-inflammatoire et 

antivirale ciblant le virus du chikungunya (CHIKV) dans le but de trouver des alternatives thérapeutiques vis-à-vis du stress oxydatif 

et de l’inflammation, mécanismes impliqués dans les maladies chroniques non transmissibles (diabète, obésité…), et de la maladie du 

chikungunya, maladie vectorielle réémergente. La première partie de ces travaux présente les résultats obtenus lors d’un criblage 

d’activités biologiques réalisé sur une sélection de dix-huit plantes endémiques et indigènes de La Réunion. Les activités ciblées ont 

été les activités cytotoxiques sur une lignée cellulaire humaine (cellules THP-1), les activités antioxydantes évaluées par un test in 

cellulo d’hémolyse et par quatre tests chimiques (TEAC/DPPH/FRAP/ORAC) ainsi qu’une évaluation de la teneur en composés 

phénoliques (test FOLIN) et les activités anti-inflammatoires testées sur des macrophages murins (cellules RAW-BlueTM). Les 

résultats obtenus ont permis de mettre, plus particulièrement, en évidence les activités de différents extraits : cytotoxique pour 

Carissa spinarum, antioxydantes pour Agarista buxifolia et Dryopteris wallichiana et anti-inflammatoire pour Stillingia lineata et 

Indigofera ammoxylum.  La deuxième partie du travail est consacrée à l’étude phytochimique d’une espèce indigène de La Réunion, 

Stillingia lineata, choisie en raison des résultats obtenus lors de ce criblage biologique préliminaire et de ceux du programme 

Phytochik. Un fractionnement bioguidé par un test antiviral, réalisé sur des cellules Vero (cellules rénales de singe vert Cercopithecus 

aethiops) contaminées par le CHIKV, a conduit à l’isolement de trois macrocycles diterpéniques rares de type tonantzitlolone dont l’un 

présente une structure non caractérisée jusque-là, et d’un pimarane de structure nouvelle. La 4’-acétoxytonantzitlolone a été 

identifiée comme molécule candidate contre le CHIKV (CE50 = 7 µM). Des relations structure-activité ont pu être définies ; la présence 

d’un groupement oxygéné sur la chaîne latérale des tonantzitlolones semble jouer un rôle important sur la réponse antivirale de ces 

squelettes diterpéniques.  

 

 Mots-clés : criblage, plantes endémiques/indigènes de La Réunion, cytotoxique, cellules THP-1, antioxydant, hémolyse, TEAC, DPPH, 
FRAP, ORAC, FOLIN, anti-inflammatoire, cellules RAW-BlueTM,  antiviral, cellules Vero, Chikungunya, Stillingia lineata, fractionnement 
bioguidé, macrocycle, tonantzitlolone, pimarane. 
 

Screening of biological activities of endemic or indigenous plants of La Réunion - Research of antiviral molecules targeting 

the chikungunya virus 

The aims of this PhD work were to identify plants and/or molecules with cytotoxic, antioxidant, anti-inflammatory  or antiviral 

(chikungunya virus , CHIKV) activities in order to find therapeutic alternatives towards oxidative stress and inflammation, 

mechanisms involved in chronic noncommunicable diseases (diabetes, obesity ...), and chikungunya disease, reemerging vector-borne 

disease. The first part of this work presents the results obtained from a biological screening carried out on a selection of eighteen 

endemic and indigenous plants of La Réunion. The targeted activities were cytotoxicity on a human cell line (THP-1), antioxidant 

activities evaluated using an in cellulo hemolysis assay and four chemical tests (TEAC / DPPH / FRAP / ORAC) together with an 

evaluation of the content of phenolic compounds (FOLIN test) and anti-inflammatory activity tested in murine macrophages (RAW 

cells-BlueTM). The results allowed to highlight activities of different extracts in particular : cytotoxic for Carissa spinarum, antioxidant 

for Dryopteris wallichiana and Agarista buxifolia and anti-inflammatory for Stillingia lineata and Indigofera ammoxylum.The second 

part of this work is devoted to the phytochemical study of Stillingia lineata, an indigenous species of La Réunion chosen because of 

the results obtained in this preliminary biological screening and those carried out in Phytochik programme. Bioassay-guided 

fractionation performed on Vero cells (green monkey kidney cells Cercopithecus aethiops) infected with CHIKV led to the isolation of 

three rare macrocycle-type diterpenes called tonantzitlolone and a new pimarane. The 4'-acetoxytonantzitlolone was identified as a 

candidate molecule against CHIKV (EC50 = 7 µM). Structure-activity relationships have been defined, the presence of an oxygenated 

group on the side chain of tonantzitlolones seems to play an important role in the antiviral response of the diterpene skeleton. 

  
 Keywords : screening, endemic / indigenous plants of La Réunion, cytotoxic, THP-1 cells, antioxidant, hemolysis, TEAC, DPPH, FRAP, 

ORAC, FOLIN, anti-inflammatory, RAW-BlueTM cells, antiviral, Vero cells, Chikungunya, Stillingia lineata, bioassay-guided 
fractionation, macrocycle, tonantzitlolone, pimarane. 
 

 


	Titre
	Remerciements
	Sommaire
	Liste des abréviations
	Introduction générale
	Première partie : Généralités
	Chapitre I-1 : Contexte de l’étude
	1.1 Caractéristiques, utilisations et étude de la flore réunionnaise
	1.1.1 Biodiversité végétale de l’île de La Réunion
	1.1.2 Menaces et acteurs de la conservation
	1.1.3 Pharmacopée locale
	1.1.4 Travaux antérieurs sur la flore réunionnaise

	1.2 Contexte de santé à La Réunion
	1.2.1 Les maladies chroniques non transmissibles
	1.2.2 Les maladies vectorielles et virus émergents ou réémergents


	Chapitre I-2 Stress oxydatif et inflammation : implications dans les maladies chroniques non transmissibles
	2.1 Stress oxydatif
	2.1.1 Définition
	2.1.2 Les radicaux libres
	2.1.3 Rôles bénéfiques et délétères des radicaux libres
	2.1.4 Les antioxydants

	2.2 L’inflammation
	2.2.1 Définition
	2.2.2 Les médiateurs de l’inflammation
	2.2.3 Les anti-inflammatoires

	2.3 Implication du stress oxydatif et de l’inflammation dans les maladies chroniques non transmissibles

	Chapitre I-3 Le virus du chikungunya, un virus réémergent
	3.1 Présentation générale
	3.1.1 Epidémiologie
	3.1.2 Caractéristiques du CHIKV
	3.1.3 Transmission du virus

	3.2 Stratégies de lutte contre le CHIKV
	3.2.1 Lutte anti-vectorielle
	3.2.2 Molécules antivirales ciblant le CHIKV
	3.2.3 Le programme Phytochik
	3.2.3.1 Présentation
	3.2.3.2 Consortium
	3.2.3.3 Le test antiviral (Rega Institute for Medical Research, Louvain, Belgique)
	3.2.3.4 Les résultats obtenus




	Deuxième partie : Criblages d’activités biologiques
	Introduction
	Chapitre II-1 Plantes étudiées et tests d’activités réalisés
	1.1 Sélection des plantes
	1.2. Tests d’activités biologiques
	1.2.1 Test de cytotoxicité
	1.2.2 Tests antioxydants
	1.2.2.1 Test d’hémolyse
	1.2.2.2 Test de réduction du radical-cation ABTS•+ : test TEAC
	1.2.2.3 Test de réduction du radical stable DPPH• : test DPPH
	1.2.2.4 Test de réduction d’un complexe ferrique : test FRAP
	1.2.2.5 Test de capture des radicaux peroxyles : test ORAC
	1.2.2.6 Teneur en composés phénoliques : test FOLIN

	1.2.3 Test anti-inflammatoire


	Chapitre II-2 Résultats et discussion
	2.1 Criblage d’activité cytotoxique sur cellules THP-1
	2.1.1 Résultats du test d’activité cytotoxique
	2.1.2 Discussion

	2.2 Criblage d’activité antioxydante
	2.2.1 Résultats du test d’hémolyse
	2.2.2 Résultats des tests TEAC / FRAP/ DPPH/ORAC et du test FOLIN
	2.2.3 Comparaison des résultats des tests chimiques et du test d’hémolyse
	2.2.4 Discussion

	2.3 Criblage d’activité anti-inflammatoire
	2.3.1 Résultats du test anti-inflammatoire
	2.3.2 Discussion


	Conclusion

	Troisième partie : Etude phytochimique de Stillingia lineata Recherche d’inhibiteurs du CHIKV
	Introduction
	Chapitre III-1 : Etude bibliographique de Stillingia lineata
	1.1 La famille des Euphorbiaceae
	1.1.1 Description
	1.1.2 Utilisations des Euphorbiaceae

	1.2 Le genre Stillingia Garden ex L. et l’espèce Stillingia lineata (Lam.) Müll. Arg sous-espèce lineata
	1.2.1 Répartition et description botanique
	1.2.2 Données ethnopharmacologiques
	1.2.3 Activités biologiques et composition chimique pour le genre Stillingia
	1.2.4 Molécules isolées

	1.3 Les composés diterpéniques
	1.3.1 Origine biosynthétique
	1.3.2 Les diterpènes de type tonantzitlolone
	1.3.3 Les pimaranes


	Chapitre III-2 : Etude phytochimique de Stillingia lineata
	2.1 Récolte et identification
	2.2 Extraction
	2.3 Vérification de l’activité antivirale de la plante
	2.4 Fractionnement bioguidé
	2.4.1 Fractionnement de l’extrait brut
	2.4.2 Purification des fractions actives
	2.4.3 Présentation des composés isolés

	2.5 Caractérisation des composés isolés
	2.5.1 Tonantzitlolone
	2.5.2 4'-Acétoxytonantzitlolone
	2.5.3 4'-Hydroxytonantzitlolone
	2.5.4 ent-12α-Hydroxy-3,7-dioxoisopimara-8,15-diène

	2.6 Activités antivirales ciblant le CHIKV des composés isolés
	2.6.1 Résultats du test antiviral
	2.6.2 Relations structure-activité des tonantzitlolones


	Conclusion

	Conclusion générale
	Partie expérimentale
	1 : Procédures générales
	1.1 Matériel végétal
	1.2 Extraction accélérée par solvant (ASE® 300) (LCSNSA, Université de La Réunion)
	1.2.1 Réalisation des extraits pour les criblages d’activités biologiques
	1.2.2 Réalisation de l’extrait AcOEt de l’écorce de Stillingia lineata

	1.3 Fractionnement de Stillingia lineata

	2 : Tests biologiques
	2.1 Evaluation de la cytotoxicité (GEICO, Université de La Réunion)
	2.1.1 Préparation des extraits végétaux
	2.1.2 Test au MTT
	2.1.3 Culture cellulaire des cellules THP-1
	2.1.4 Numération cellulaire

	2.2 Evaluation du pouvoir antioxydant (GEICO, Université de La Réunion)
	2.2.1 Préparation des extraits végétaux
	2.2.1 Test d’hémolyse

	2.3 Evaluation du pouvoir anti-inflammatoire (GEICO, Université de La Réunion)
	2.3.1 Préparation des extraits et vérification de leur cytotoxicité sur cellules RAW-BlueTM
	2.3.2 Culture cellulaire
	2.3.3 Test anti-inflammatoire

	2.4 Exploitations des résultats
	2.5 Evaluation de l’inhibition du CHIKV in cellulo (Rega Institute for Medical Research, Louvain, Belgique)
	2.5.1 Préparation de la plaque
	2.5.2 Test au MTS
	2.5.3 Vérification de l’activité antivirale par microscopie
	2.5.4 Culture cellulaire des cellules Vero


	3 : Fractionnements et purifications
	3.1 Techniques chromatographiques
	3.1.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)
	3.1.2 Chromatographie liquide à moyenne pression (CLMP)
	3.1.3 Chromatographie liquide à haute performance (CLHP)

	3.2 Analyses physiques et spectrales des composés
	3.2.1 Pouvoir rotatoire
	3.2.2 Spectroscopie UV-Visible
	3.2.3 Spectroscopie InfraRouge (IR)
	3.2.4 Spectrométrie de masse couplée à l’UPLC
	3.2.5 Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)


	4. Caractéristiques physiques et spectrales des produits isolés


	Bibliographie
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Lexique
	Annexes

