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Résumé

Les especes appartenant au genre Cistanche sont bien connues pour leurs effets
nutritionnels et thérapeutiques, cependant tres peu de rapports scientifiques sont disponibles
sur I'espéce Cistanche phelypaea (L.) Cout. Ce travail vise principalement a élucider I'impact
des méthodes d'extraction aqueuse comprenant la décoction, I'infusion et la macération a froid
des racines de C. phelypaea sur la composition phytochimique, I’activité antioxydante in vitro
et celle anti-inflammatoire in vivo. L’étude phytochimique a été réalisée par des tests de
criblage phytochimique au niveau de la poudre végétale. De plus, des dosages du contenu
total en composés phénoliques, en flavonoides et en sucres suivis de 1’analyse par
chromatographie liquide (LC/ESI-QTOF-MS et LC/ESI-QTOF-MS/MS) ont été réalisés pour
les trois extraits aqueux. L’activité antioxydante de ces extraits a été étudiée et comparée par
les tests de piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur du fer ferrique et 1’activité
antioxydante totale. La toxicité aigué a été évaluée par I’administration orale des doses de 2 et
5g/kg de poids corporel des extraits aqueux a des souris BalbC males et femelles et le
potentiel anti-inflammatoire a été étudié par le modéle d’cedéme plantaire induit par la
carragénine chez les souris BalbC. Les résultats du criblage phytochimique ont indiqué la
présence de flavonoides libres, tanins galliques hydrolysables, coumarines, triterpenes,
caroténoides, oses/holosides, stérols et saponosides. La décoction a permis d’obtenir un
meilleur rendement d’extraction et des contenus plus élevés en composés phénoliques et en
sucres totaux. Concernant les flavonoides, la décoction et I'infusion ont montré des contenus
plus élevés que la macération. Les données obtenues a partir des analyses chromatographiques
ont montré des profils qualitatifs similaires avec 14 pics chromatographiques caractéristiques
en mode négatif et 6 en mode positif, ce qui a permis l'identification de la syringine, 14
glycosides phényléthanoides et 5 iridoides. Des variations ont été enregistrées pour
I'abondance relative de certains composés en fonction du procédé d’extraction employé€. Tous
les extraits ont présenté des propriétés antioxydantes similaires dans les trois systemes étudiés
a I'exception du macérat qui a montré un pouvoir réducteur moins puissant du fer ferrique. Ce
pouvoir a été corrélé au taux de flavonoides. L’administration orale des trois extraits n'a
produit aucun effet toxique. Une réduction significative dans le pourcentage d’augmentation
de I’cedéme plantaire a été enregistrée chez les souris traitées par les trois extraits aqueux avec
une réduction plus remarquable chez celles traitées par le décocté. A la lumiere des résultats
obtenus, I’utilisation des jeunes racines de C. phelipaea sous forme d’extraits aqueux dans la
modulation et la prévention des états pathologiques liés au stress oxydatif et a 1’inflammation
est trés favorable en terme de balance bénéfices-risques et la décoction serait la forme la plus
efficace.

Mots cles : Cistanche phelypaea, décoction, infusion, maceration, phytochimie, antioxidant,
toxicité aigle/ anti-inflammatoire.



Abstract

Species belonging to the genus Cistanche are well known for their nutritional and
therapeutic effects, however very few scientific reports are available on the species Cistanche
phelypaea (L.) Cout. This work mainly aims to elucidate the impact of aqueous extraction
methods including decoction, infusion and cold maceration of the roots of C. phelypaea on
the phytochemical composition, the antioxidant activity in vitro and anti-inflammatory
activity in vivo. Phytochemical studies were carried out by phytochemical screening tests of
the vegetable powder. In addition, determination of the total phenolic, flavonoid and sugar
contents followed by the analysis of the extracts by liquid chromatography (LC/ESI-QTOF-
MS and LC/ESI-QTOF-MS/MS) were performed in the different water extracts. The
antioxidant activity of these extracts was studied and compared by DPPH radical scavenging
test, ferric iron reducing power and total antioxidant activity. Acute toxicity was evaluated by
oral administration of doses of 2 and 5g/kg of body weight of the aqueous extracts to male
and female BalbC mice and the anti-inflammatory potential was studied by the plantar edema
model induced by carrageenan in BalbC mice. Phytochemical screening results indicated the
presence of free flavonoids, hydrolysable gallic tannins, coumarins, triterpenes, carotenoids,
saccharides/holosides, sterols and saponosides. The decoction resulted in a higher extraction
yield and higher content of total phenolic compounds and sugars. Regarding flavonoids,
decoction and infusion showed higher contents than maceration. Data obtained from
chromatographic analyzes showed similar qualitative profiles for all aqueous extracts with 14
characteristic chromatographic peaks in negative mode and 6 in positive mode, which allowed
the identification of syringin, 14 phenylethanoid glycosides and 5 iridoids. Variations have
been recorded for the relative abundance of some compounds depending on the extraction
process used. All extracts exhibited similar antioxidant properties in the three systems studied
with the exception of the macerate which showed a less powerful reducing power of ferric
iron. This power was correlated with the level of flavonoids. Oral administration of the three
extracts produced no toxic effects. A significant reduction in the percentage increase in
plantar edema was recorded in mice treated with the three aqueous extracts with a more
remarkable reduction in those treated with the decoction. In the light of the results obtained,
the use of young roots of C. phelipaea in the form of aqueous extracts in the modulation and
prevention of pathological states linked to oxidative stress and inflammation is very favorable
in terms of benefit-risk balance and the decoction would be the most effective form.

Key words: Cistanche phelypaea, decoction, infusion, maceration, phytochemical,
antioxidant, acute toxicity, anti-inflammatory.
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Selon I'Organisation mondiale de la santé OMS, 80 % des populations des régions
éloignées utilisent la phytothérapie. L’utilisation de cette derniére est devenue universelle
dans les soins de santé primaires et la gestion de maladies chroniques en particulier dans les
pays en développement du fait que les composés bioactifs isolés a partir de plantes
médicinales sont considérées comme inoffensifs. Les plantes médicinales sont donc largement
utilisées comme médicaments en vente libre et ont recu un grand intérét dans la recherche

comme une source alternative de médicaments pharmaceutiques allopathiques.

Les études qualitatives et quantitatives des composés bioactifs a partir de matieres
végétales reposent principalement sur la sélection de la méthode d'extraction. En effet, cette
derniére présente un impact crucial et significatif sur les résultats obtenus a partir de I’analyse
phytochimique et des essais de bio-activité. De plus, malgré le progrés des méthodes
chromatographiques et spectroscopiques modernes, leur performance demeure étroitement

liée a la méthode d’extraction employée (Azmir et al., 2013 ; Pisoschi et al., 2016).

La décoction et I’infusion sont deux méthodes d'extraction classiques qui utilisent le
chauffage a différents temps de contacts. Leurs produits sont largement consommeés et tolérés
en alimentation humaine. Cependant, la décomposition thermique peut réduire la bioactivité
des extraits obtenus. La macération est une autre méthode d’extraction classique sans
chauffage qui nécessite un temps de contact beaucoup plus long. Dans ce cas également,
I'obtention de certains composes actifs dont I’extraction nécessite le chauffage serait limitée
(Pisoschi et al., 2016).

Comme tout xénobiotique, les plantes médicinales ne sont pas dépourvues de toxicité
vis-a-vis de I’organisme humain. En général, la connaissance de leurs effets toxiques est
acquise a partir de I’expérience de leur administration. Peu de connaissances sur la toxicité
des médicaments traditionnels sont disponibles a cause de la limite des techniques et
méthodes d’évaluation (Yihang et al., 2016). Des études toxicologiques ont rapporté que
certaines plantes montrent des effets toxiques en particulier hépatiques et rénaux. Cependant
ces effets toxiques restent dépendants de la dose administrée, d’ou I’importance de déterminer

le seuil d’innocuité d’une plante médicinale.

Le genre Cistanche, appartenant a la famille des Orobanchaceae, contient 27 especes

qui sont des plantes parasites vivaces principalement distribuées dans les zones arides et semi-

1
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arides ainsi que les déserts de I'hémisphere nord (Jiang et Tu, 2009). En raison de leurs
excellentes applications dans la médecine traditionnelle et leurs bienfaits nutritionnels,
Cistanches herba ont été qualifiées comme « Ginseng du désert » (Wang et al., 2012). Ce
genre est représenté en Algérie par trois especes : C. phelypaea (L.) Cout. (Syn. C. lutea
(Hoffm.) Link.), C. violacea (Desf.) Beck. et C. mauritanica (Coss. Et Dur.) Beck. (Quezel et
Santa, 1963).

Une multitude d’études menées sur le genre Cistanche et s’inscrivant dans différentes
disciplines scientifiques soulignent d’une part leur richesse particuliere en métabolites de
types phényléthanoides glycosides, iridoides et polysaccharides. D’autre part, plusieurs
activités biologiques et pharmacologiques ont été attribuées a ces métabolites.

Cistanche phelypaea (L.) Cout. est une espéce saharo-méditerranéenne appréciée pour
ses propriétés nutritionnelles et médicinales. Cette espéce était I'une des sources
nutritionnelles les plus précieuses largement utilisées par les populations nomades et
sédentaires du Sahara algérien pendant les périodes de famine et de secheresse (Gast, 2000).
De nos jours, elle est utilisée comme condiment alimentaire et comme remeéde contre le
diabéte, les douleurs abdominales, la diarrhée, les douleurs musculaires et I’agalactie
(Hammiche et Maiza, 2006). Trés peu de rapports scientifiques ont été consacrés a 1’espéce
C.phelipaea. Ce constat a suscité notre intérét pour la contribution a I’é¢tude phytochimique,
I’évaluation du potentiel antioxydant et anti-inflammatoire de méme que la toxicité aigué
d’extraits aqueux préparés par décoction, infusion et macération a partir des racines de cette

plante médicinale.

Pour ce faire, nous avons suivi les démarches suivantes :

e FEtude phytochimique par le criblage initial des principales classes phytochimiques au
niveau de la poudre végetale des racines. Ce criblage est suivi par une étude
quantitative visant a déterminer le rendement d’extraction brut, le contenu en
composés phénoliques, flavonoides et sucres totaux au niveau de trois extraits aqueux
obtenus par les procédés de décoction, infusion et maceration.

Ces mémes extraits on fait I’objet d’une analyse qualitative et quantitative par la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse LC/ESI/QTOF-MS.

e Evaluation de I’effet antioxydant des trois extraits aqueux via trois systémes in vitro.
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e Etude de la toxicité aigué des trois extraits chez les souris BalbC males et femelles.
e Evaluation du potentiel anti-inflammatoire in vivo des extraits aqueux a travers le
modele expérimental d’cedéme plantaire induit chez les souris BalbC par la

carragénine

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne via
I’étude phytochimique, I’évaluation des activités antioxydante et anti-inflammatoire et 1’étude
de la toxicite aigué des racines de C. phelipaea de la wilaya de Béni Abbés (ex commune de
la Wilaya de Bechar). Cette étude sera échelonnée sur trois chapitres. Dans le premier
chapitre, les données bibliographiques sur la plante C. phelipaea, le stress oxydatif et les
systémes antioxydant, la toxicité et I’inflammation seront développées. Le second chapitre
présente le matériel végétal ainsi que les différentes méthodes utilisées. Le troisieme chapitre
renferme les résultats obtenus et leurs discussions. Enfin, nous conclurons le travail

en exposant les principaux résultats obtenus et les perspectives a envisager.
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1.1. Présentation de Cistanche phelipaea (L.) Cout.

1.1.1. Généralités sur le genre Cistanche

C. phelipaea est une espece appartenant au genre Cistanche dont les différentes especes
sont communement nommeées « Cistanches herba ». Ce genre appartient aux angiospermes
eudicotylédones de la famille des Orobanchaceae comprenant pres de 27 especes
holoparasites a travers le monde. Cistanches herba sont des herbes parasites vivaces
dépourvues de chlorophylle, qui s'attachent généralement aux racines des plantes fixatrices de
sable, telles que Haloxylon ammodendron, Heracleum persicum, Kalidium foliatum et le
genre Tamarix (Jiang et Tu, 2009 ; Li et al., 2013b).

Le genre Cistanche est distribué dans les zones arides ou semi-arides a travers la
Péninsule Ibérique, Afrique du Nord, Arabie Saoudite, Iran, Afghanistan, Pakistan, Inde du
Nord, Mongolie et la Chine du nord-ouest (Jiang et Tu, 2009). Certaines especes de ce genre
ont été cultivées en Chine (Nan et al., 2016). En Algérie, il est représenté par trois espéces :
C. phelypaea (L.) Cout. (Syn. C. lutea (Hoffm.) Link.), C. violacea (Desf.) Beck., et C.
mauritanica (Coss. and Dur.) Beck. (Quezel et Santa, 1963). La croissance et la culture des
especes de Cistanche nécessitent des conditions environnementales extrémes : climat aride,
sols appauvris, grande variation de température, ensoleillement intense et moins de 250 mm

de précipitations annuelles (Qiao et al., 2007).

« Cistanches herba » sont appelées ginseng du désert en raison de leurs excellentes
vertus thérapeutiques et de leur effet nourrissant (Wang et al., 2012). En médecine
traditionnelle chinoise, elles sont utilisees comme tonique dans le traitement de I'insuffisance
rénale, de I'impuissance, de l'infertilité, des métrorragies abondantes et de la constipation
chronique. Par ailleurs, certaines de ces especes sont utilisees comme condiment alimentaire
(Lietal., 2016c).

Les etudes phytochimiques du genre Cistanche ont révelé que les composés non volatils
comprenant les phényléthanoides glycosides (PhGs), les iridoides, les lignanes, les alditols,
les oligosaccharides et les polysaccharides sont les principaux constituants (Ebringerova et
al., 1997 ; Jiang et Tu, 2009 ; Wang et al., 2012 ; Liu et al., 2013). Une fraction volatile de
moindre importance comprenant I’huile essentielle et des acides gras a ¢galement été révélée

(Jiang et Tu, 2009 ; Ramadan et al., 2011).
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Les principales especes étudiées du genre Cistanche sont : C. tubulosa, C. deserticola,

C. Salsa, C. violacea et C. phelipaea.

1.1.2. Classification et description botanique
1.1.2.1. Classification

La taxonomie de C. phelipaea est présentée selon la classification de Quezel et Santa
(1963) :
Reégne : Plantae
Sous-régne : Eucaryotes
Embranchement : Spermatophyta
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Subclasse : Mangnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Orobanchaceae
Genre : Cistanche

Espéce : Cistanche phelypaea (L.) Cout., 1913

1.1.2.2. Description botanique

Cistanche phelipaea est connue sous le nom vernaculaire amazigh de Ahliou/
Ahelwan/Ahahal et arabe de Danoune (Gast, 2000). C’est une plante haute de 50-150 cm
avec un calice de 15-11 mm et une corolle de 4-5 cm dont le tube s’évase brusquement au-
dessus de I’insertion des étamines. Les tiges sont souvent en touffes et les fleurs sont jaunes et
reparties sur toute la plante dans des tons bruns, du clair au foncé (figure 01). Elle ne présente
pas de feuilles mais seulement des sortes d'écailles le long de la tige (Ozenda, 1991). Trois
parties peuvent étre distinguées au niveau de cette plante (figure 02) :

- La partie aérienne représentée par la tige florale connue localement sous le nom
Tahalahet.

- La partie peu verticale, du sol jusqu’a la racine mere.

- Laracine mére ou Akounef (Ikounefen) comme elle est appelée par les Sahariens, elle
est de couleur brunatre, horizontale au sol au-dessus et aux racines de la plante héte ou
elle pompe sa seve avec ses extrémités appelé Dori, elle peut atteindre jusqu’a Im de
profondeur (Gast, 2000).
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C. phelipaea pousse a partir du mois de décembre et atteint sa maturité en avril (Gast,
2000). Elle sort de terre apres la pluie et on voit alors de petits bourrelets a la surface du sable
(Benchelah et al., 2000).

Figure 01 : Photo de Cistanche phelipaea L.cout. (Beladjila, 2020).

—_— tohalabheit

Figure 02 : Les différentes parties de Cistanche phelipaea (Gast, 2000).
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1.1.3. Répartition géographique

Le genre Cistanche est trés commun en Asie a I’exception de deux espéces C. phelypaea
et C. violacea qui se localisent dans la partie chaude de la Méditerranée et dans les pays arides
voisins, plus particulierement dans les sols sableux ou limoneux et peu salins du littoral ou de
l'intérieur (Ozenda et Capdepon, 1977). C. phelypaea est une espéce saharo-
méditerranéenne retrouvée dans les dunes sablonneuses du Portugal, de I'Espagne, de la
Turquie et de la partie orientale de la région méditerranéenne et au sud du Sinai en Egypte
(Tackholm, 1974 ; Ramadan et al., 2011). En Algérie, elle se trouve dans les zones
sablonneuses, comme dans les larges lits d’oueds au nord de Djanet, Assandilen, Tanagh, El
Golea et Béni Abbés (Hammiche et Maiza, 2006 ; Benchelah et al., 2011).

1.1.4. Utilisations alimentaires et médicinales

De nombreux usages comestibles et médicinaux sont attribués a C. Phelypaea. Grace a
son abondance constante quel que soit le niveau pluviométrique, elle est connue depuis
longtemps comme moisson du désert. C. phelipaea était utilisée comme aliment par les
populations sédentaires et nomades de 1’Ahaggar et du Tassili N’ajer (Gast, 2000 ;
Hammiche et Maiza, 2006).

Les racines sont consommées comme un légume, bouillies dans I’eau, ou roties, mais le
plus souvent apres un rouissage qui dure plusieurs jours, en raison de la forte amertume de
leur pulpe. L’usage le plus courant concerne la racine (Akounef) avant flétrissement (Gast,
2000). Les jeunes pousses, de la partie souterraine, sont cuites sous la cendre, réduites en
poudre et sont alors mélangées a la farine de céréales. Quand elles sont coupées en rondelles
et mises a sécher, elles seront utilisées en médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée, le
diabete, la stérilité féminine et la constipation et comme diurétique. La racine de C. phelypaea
est utilisée comme tonique pour le traitement de I’insuffisance rénale. Dans la région de
Tissint (Maroc), la poudre est appliquée pour les blessures comme homeéostat (Namba, 1994 ;
Bellakhdar, 1997 ; Mabberley, 1997 ; Benchelah et al., 2011).

En Algérie, les études ethnobotaniques ont rapportées 1’utilisation de C. phelipaea dans
le Tassili N’ajer, El Goléa et Béni abbés contre divers troubles : douleurs abdominales,
diarrhée, douleurs musculaires, l'agalactie, diabete et myalgies. Cette plante posséde
également des propriétés aphrodisiaques (Maiza et Hammiche, 1993 ; Hammiche et Maiza,
2006 ; Benchelah et al., 2011).
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1.1.5. Effets biologiques

De nombreuses activités biologiques ont été rapportées pour certaines especes du genre
Cistanche en particulier C. tubulosa et C. desertiola. Elles jouent un role anti-apoptotique
(Wat et al., 2016), hypoglycémiant et hypolipidémique (Xiong et al., 2013), hépato-
protecteur (Guo et al., 2016), augmentation de la production de testostérone (Wang et al.,
2016), anti-age (Chen et al., 2018a), neuroprotecteur, antidépressif, retarde les troubles
cognitifs, maintient une capacité d'apprentissage et de mémoire plus efficace avec I'age (Lin
et al., 2008 ;Wang et al., 2017b), immuno-modulateur (Zhang et al., 2018a) et anti-tumoral
(Arast et al., 2022).

Concernant C. phelipaea, les extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne ont
montré de puissantes activités antioxydantes in vitro (Elkamali et Hamed, 2015). Par
ailleurs, différents extraits de la racine et de la tige ont montré une activité antioxydante, des
effets neuroprotecteurs, antidiabétiques et anti-mélanogenes (Trampetti et al., 2018). Les
travaux de Beladjila et al. (2018) ont isolé 04 nouveaux composés a partir de la partie
aérienne de la plante récoltée au sud-ouest Algérien. Ces composés ont montré une activité
inhibitrice des enzymes lactate déshydrogénase humaine et la monoacylglycérol lipase qui
sont fortement impliquées dans le métabolisme glucidique et lipidique particulier aux cellules

cancéreuses.

1.1.6. Composition phytochimique

Les analyses phytochimiques de C. phelypaea ont révélé la présence des composés
echinacoside (1), tubuloside A (2) tubuloside E (3), acteoside (4), 2-acétylactéoside (5) qui
sont des PhGs et les composés gluroside (7), ajugol (8), phelypaeside (11) et le 6-
déoxycatalpol (6) qui sont des iridoides. Par ailleurs, la syringine (9) et le B-sitostérol (10)
appartenant respectivement aux lignanes et aux oligosaccharides ont été isoles (figure 03)
(Kobayashi et al., 1985 ; Deyama et al., 1995). Comme nous I’avons précédemment cité, les
travaux de Beladjila et al. (2018) ont permis 1’isolement de 04 nouveaux PhGs a partir de
I’extrait butanolique des parties aériennes de C. phelypaea récoltée dans le sud-ouest
Algérien. 11 s’agit du 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-O-di-a-Lrhamnopyranosyl-p-D-
glucopyranoside,  1-B-p-hydroxyphenyl- ethyl-2-O-acetyl-3,6-di-a-L-rhamnopyranosyl-4-
pcoumaroyl- B-D-glucopyranoside, and 1-B-p-hydroxyphenyl-ethyl-3,6-di-o-L-

rhamnopyranosyl-4-p-coumaroyl-B-D-glucopyranoside.



Synthése bibliographique

H H HQ OR;
= L b &/
o= o o ’O
S H HOS (4.5.6.7.8)
HO( (e} CH 2HO

(o]
HO o Ry Ry R; Ry Rs Rg Ry
Ac Rhm Cf H OH OH H
) OHOH H Rmm Cf H OH OH H

H Rhm Cf Glc OH OH H
H3C
H3CO, CH
CH
Gic-0 CoH5 -3
CH,OH HO /Y
H,CO GlcO

Ac Rhm Cf Gic OH OH H
Ac Ta-RhmCm H OH OH H
(10) (11)

éwﬂmmb

Figure 03: Structures chimiques de certains composés de C. phelipaea (Deyama et al., 1995).

1.2. Stress oxydatif et antioxydants
1.2.1. Le stress oxydatif

La notion de stress oxydatif (SO) représente un nouveau concept largement employé en
science médicale durant les trois dernieres décennies (Munteanu et Apetrei, 2021). Le SO
est défini comme un état dans lequel la production des radicaux libres par ’organisme
surpasse les capacités antioxydantes de ce dernier (Dontha, 2016). En d’autres termes, il
s’agit de la rupture de I’équilibre de la balance entre les systémes pro-oxydants et
antioxydants (Badarinath et al., 2010 ; Munteanu et Apetrei, 2021). De ce fait, la
quantification du SO est estimée par les parametres pro-oxydants (De Sousa et al., 2017). Le
SO provoque Daltération et la destruction des biomolécules (acides nucléiques, lipides,
protéines et carbohydrates) et des cellules se répercutant ainsi sur ’intégrité de I’organisme
(Dura¢kova, 2010). Il est impliqué dans la pathogenése de plusieurs maladies (Wood et al.,
2006) comme I’athérosclérose (Pratico et al., 1997), le cancer (Klaunig, 2018), les maladies
neurodégéneératives (Christen, 2000) et les pathologies inflammatoires du tube digestif
(Tvzon et al., 2002).

1.2.2. Définition et production des especes réactives dans I’organisme

Un radical libre est défini comme étant une espéce chimique possédant un ou plusieurs
électrons libres au niveau de son orbitale externe (Badarinath et al., 2010). 1l s’agit d’une
molécule instable et hautement réactive ayant la capacité de réagir avec d’autres molécules
qu’elles soient radicalaires ou non, soit en cédant son électron libre ou au contraire en captant
un électron. De méme, deux radicaux libres peuvent réagir entre eux par collision de leur

électron libre en formant une liaison covalente (Aslani et Ghobadi, 2016 ; Dontha, 2016).
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La génération des espéces réactives peut se produire dans les cellules animales et
humaines dans des conditions physiologiques et également pathologiques. Dans 1’organisme
humain, une production continue d’espéces réactives, comprenant en grande partie des
radicaux libres mais aussi des espéces réactives non radicalaires, a lieu en réponse a la fois a
des facteurs physiologiques endogénes (sources intracellulaires) et a des facteurs exogeénes
(sources extracellulaires) (Aslani et Ghobadi, 2016). Dans le premier cas, la source
intracellulaire majeure est la mitochondrie qui permet la production de certaines de ces entités
lors du métabolisme énergétique et cela a partir de I’oxygéne (Dontha, 2016). De plus, le
métabolisme du cytochrome P450, les lysosomes, les peroxisomes et 1’activation de certaines
cellules immunitaires (neutrophiles, autres phagocytes et cellules inflammatoires) représentent
d’autres sources intracellulaires. Il est a noter que les activités de certaines enzymes ; les
oxidase, cycloxygénase (COX), lypoxygénase (LOX), déshydrogénase et peroxydase peuvent
également conduire a la production de radicaux libres (Sachdev et Davies, 2008 ; Aslani et
Ghobadi, 2016).

Plusieurs facteurs externes physiques, chimiques ou encore alimentaires peuvent aussi
provoquer la formation de radicaux libres tels que les radiations ionisantes, la longue
exposition au soleil, le tabac, les polluants, les pesticides, la prise de certains médicaments

ainsi qu’une mauvaise hygiéne alimentaire (Mathew et al., 2011).

1.2.3. Types d’especes réactives

Généralement dans les classifications les plus courantes, les especes réactives sont
divisées en deux catégories: les ROS (Reactive Oxygen Species) ou espéces réactives
d’oxygene et les RNS (Reactive Nitrogen Species) ou espéces réactives d’azote (Badarinath
et al., 2010 ; Gupta, 2015 ; Dontha, 2016). Cependant, dans certaines classifications, en plus
de ces deux classes, figurent également les RSS (Reactive Sulphur Species) ou especes
réactives de sulphate (Mathew et al., 2011 ; Aslani et Ghobadi, 2016).
Les principales espéces réactives ainsi que leur production et leurs effets dans 1’organisme

sont données dans le tableau |I.

1.2.4. Roles physiologiques des especes réactives

Les espéces réactives jouent des roles importants aussi bien dans la régulation de
certains processus physiologiques que dans la transduction des signaux extracellulaires
(Mathew et al., 2011; Aslani et Ghobadi, 2016). Parmi ces roles, I’'un des plus

remarquables est D’efficacité des ROS et des RNS dans la médiation de la réponse
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immunitaire grace a leur pouvoir microbicide contre les antigenes phagocytés (Nordberg et
Arner, 2001).

Plusieurs ¢études ont montré I’implication des ROS dans plusieurs phénoménes
physiologiques. Nous citons a titre d’exemple leur réle fondamental dans le déclenchement de
la signalisation cellulaire au niveau des muscles squelettiques (Powers et al., 2011) et la
régulation de I’activité de la guanylate cyclase soluble (Fang et al., 2002). Le monoxyde
d’azote NO est également bien étudié pour ses réles physiologiques notamment sa fonction de

neuromédiateur.

1.2.5. Roles physiopathologiques des espéeces réactives

A c6té de leurs réles physiologiques, on retrouve également des effets délétéeres des
especes réactives qui sont étroitement liés a plusieurs voir méme a la majorité des états
pathologiques. Ces effets traduisent des dommages cellulaires issus de [I’altération de
biomolécules par les espéces réactives (Dontha, 2016). En effet, un radical libre peut attaquer
une molécule voisine stable en captant son électron la rendant ainsi instable en la transformant
en un radical libre (Patil et al., 2003). Une chaine de réactions en cascade est ainsi déclenchée
par les radicaux libres suite a leur réaction avec des molécules environnantes pour lesquelles
ils présentent une bonne affinit¢ comme les protéines (enzymatiques ou non), les lipides
membranaires, les carbohydrates et les acides nucléiques (Mathew et al., 2011 ; Velavan,
2011 ; Dontha, 2016). Les dommages causés par les radicaux libres augmentent avec 1’age et
peuvent conduire a I’affaiblissement du systéeme immunitaire et au développement de

pathologies chroniques (Percival, 1998).

1.2.5.1. Oxydation des protéines et des acides aminés

L’oxydation des protéines par les radicaux libres peut engendrer leur inactivation,
dénaturation ou degradation. De méme, les enzymes sont inactivées en particulier celles a
fonction thiol (Halliwell et al., 1997 ; Cecarini, 2007). La cellule possede des mécanismes
lui permettant de reconnaitre et de dégrader les protéines oxydées, cependant certaines d’entre
elles ne sont pas détruites et s’accumulent progressivement en induisant un
dysfonctionnement cellulaire (Cecarini, 2007). Les acides aminés peuvent également
présenter des cibles d’oxydation des ROS. 11 a été rapporté que les acides aminés aromatiques
et ceux contenant le sulfate sont plus susceptibles a cette oxydation (Aslani et Ghobadi,
2016).
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1.2.5.2. Oxydation des lipides

L’oxydation des lipides membranaires ou la peroxydation lipidique est 1’oxydation par
les ROS et des ions de transitions métalliques des lipides polyinsaturés qui par leur
accumulation au niveau de la membrane cellulaire sont plus enclins a cette oxydation. Suite a
cette peroxydation, I’intégrité de la membrane plasmique est détériorée engendrant ainsi la

mort cellulaire (Badarinath et al., 2010).

Des produits cytotoxiques sont produits au cours de ce processus chimique tel que le
malondiadehyde, le 4 hydroxynonemal, des conjugués diénes, des alcanes, des alcynes et des
hydroperoxydes (Aslani et Ghobadi, 2016). Le cerveau de par sa richesse en lipides
polyinsaturés represente une cible potentielle de la peroxydation lipidique qui peut provoquer

I’apoptose et la dégénérescence des neurones (Dontha, 2016).

1.2.5.3. Oxydation des carbohydrates

Peut résulter en I’altération des fonctions des récepteurs aux hormones et aux
neuromédiateurs, des interleukines (IL) et de la formation de prostaglandines (PGs) (Dontha,
2016).

1.2.5.4. Oxydation de ’ADN

Les différents radicaux libres peuvent endommager I’ADN de différentes
manieres comme le clivage de I’ADN, perturbation de la duplication, altération de la structure
et en réagissant avec les bases de ’ADN comme 1’oxydation des purines qui sont les plus

susceptibles a I’oxydation en particulier par le radical hydroxyle (Nordberg et Arner, 2001).

1.2.6. Les systemes antioxydants
1.2.6.1. Définition

De maniére générale, un antioxydant est défini comme une substance qui lorsqu’elle est
présente dans I’alimentation ou 1’organisme & faible concentration par rapport a un substrat
oxydable, permet de retarder, contréler ou inhiber 1’oxydation de ce dernier (Wood, 2006 ;

Munteanu et Apetrei, 2021).
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Tableau I: Principales espéces réactives produites dans 1’organisme.

Type Espéce réactive Production Effets néfastes
- Réduction de I’oxygéne dans différents systémes in
vivo (métabolisme énergétique, systeme immunitaire,
Anion superoxide O, certa}ines gctivités enzymatiques et oxydations Endommage la mitochondrie, PADN et d’autres molécules
moléculaires (Aslani et Ghobadi, 2016) : (Gupta, 2015)
Oz+é g 02-.
- Dans les systémes alimentaires (Gupta, 2015)
Formé par la réduction d’une molécule d’O;: . ) . B
- Par la réaction de Fenton : Oxydation des molecules organiques: carbohydrates, proteines
. . o 3 ) i et lipides; Altérations/ modifications au niveau de I’ADN
Radical hydroxyle OH Fe™ +H,0,>Fe™+OH +OH (Young et Woodside, 2001; Battin et Brumaghim, 2009;
Espéces - Par laréaction de type Fenton : Gupta, 2015)
réactives H*+ CI"+ H,0, » HOCI +H,0 (Aslani et Ghobadi, 2016)
Oxygeénées _Reéulte d+e Pactivité de la superoxide dismutase SOD: Traverse la membrane plasmique et donne naissance au radical
Peroxyde d’hydrogéne H,0, 20, + 2H _)H20,2+ O, . . extrémement toxique OH et au HOCI (Aslani et Ghobadi,
-Peut résulter de 1’activité de la glycolate oxidase, urate oxidase 2016)
et ’amino acide oxidase (Battin et Brumaghim, 2009)
Oxygene singulet ‘O, Formé par le systeme immunitaire (Gupta, 2015) (nglygatlon des lipoprotéines de faible densite LDL (Gupta,
, . . - . Peroxydation lipidique, Modification de certaines protéines,
Peroxyle ROO Résulte des peroxydations lipidique et protéique. Clivage de I’ADN (Gupta, 2015)
Alk , Détérioration oxydative ou peroxydation lipidiques (Gupta, Peut provoquer la mutation de I’ADN et I’apoptose (Gupta,
oxyle RO
2015) 2015)
Endommage les carbohydrates, protéines, lipides et nucléotides
Monoxyde d’azote NO Produit par I’enzyme NO Synthase NOS (Mathew et al., 2011) | en provoquant I’inflammation et 1’altération tissulaire (Mathew
etal, 2011)
Espéces O_)(){dat_ion des _Iipoprotéir_mes LDL
réactives . . . leeratllo,n des ions d_e f:uwre_(Nor_dberg et Arner, 2(’)01,)_
Azot6es o _ Daqs certains processus tel que I’inflammation : Peut\ générer _des dérivés nocifs qui provoquent : la depletloq des
Peroxynitrites ONOO 20," + NO'-0ONOO systemes antioxydants, 1’oxydation et la nitration des protéines,
(Aslani et Ghobadi, 2016) lipides et ADN, [P’altération des systémes enzymatiques, du
cytosquelette et de la transduction cellulaire (Beckman et al.,
1994 ; Pacher et al., 2007)
Acide nitrigue HNO,
E,spé_ces Dis_ulfides, _acide sulfenique et Oxidation de fonctions thiols et disulfides (Mathew et al., ProYoquent_l’inhibition des protéines et enzymes a fonction thiol
réactives radicaux thiyl (Mathew et 2011) et I’oxydation des sulfhydryles et des lipides (Mathew et al.,
sulfurées al., 2011). 2011)
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1.2.6.2. Les types d’antioxydants

Les cellules de I’organisme sont dotées de systémes antioxydants de défense pouvant les
protéger contre les dommages qui seraient provoqués par les espéces reactives. Ces systémes
sont qualifiés d’endogénes et peuvent étre soit de nature enzymatique ou non enzymatiques.
A coté de ces systémes, s’ajoutent d’autres qui sont issus de 1’alimentation et sont dits : les
systemes antioxydants exogenes, ces derniers ne sont pas enzymatiques (Mathew et al.,
2011 ; Munteanu et Apetrei, 2021).

1.2.6.2.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Selon leur mécanisme antioxydant, ils sont subdivisés en deux catégories, les enzymes
primaires et secondaires. Les enzymes antioxydantes primaires sont plus performantes en
terme d’efficacité, elles opérent soit en bloquant la formation des radicaux libres soit en les
neutralisant. 11 s’agit de la Glutathion peroxydase (GPx), catalase, Peroxiredoxins (Prxs) et la
Superoxyde dismutase (SOD) (tableau Il). La deuxieme catégorie comprend les enzymes
secondaires telles que la Glutathion réductase (GSR) et la glucose -6-phosphatase qui ne
neutralisent pas de facon directe les radicaux libres, mais plut6t jouent un role de support pour
d’autres antioxydants (tableau I1) (Aslani et Ghobadi, 2016).

Généralement, les produits dangereux issus de 1’oxydation par les radicaux libres sont
convertis par les enzymes antioxydantes a travers une chaine de réactions aboutissant a la
molécule d’eau. Ce processus réactionnel requiert des cofacteurs métalliques (zinc,
magnésium, fer et cuivre) (Dontha, 2016). Ces principales enzymes a activité antioxydante

dans I’organisme citées sont décrites dans le tableau Il.

1.2.6.2.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques incluent des systéemes endogenes dits métaboliques
et des systemes exogenes dits nutritifs (Pham-Huy et al., 2008 ; Sudhahar et Fukai, 2014).
IIs exercent leur effets antioxydants par I’interruption de la chaine réactionnelle de formation

des espéces réactives (Gupta, 2015).

1.2.6.2.2.1. Systémes antioxydants non enzymatiques endogenes

Les antioxydants endogénes sont produits par I’organisme suite aux différentes voies

métaboliques. Ils comprennent les composés thiols (glutathion, thioredoxin (Trx),

14



Synthése bibliographique

glutaredoxin (Grx) et acide lipoique), mélatonine, coenzyme Q10, acide urique, bilirubine,
protéines chélatrices de métaux etc. (tableau I11).

1.2.6.2.2.2. Systémes antioxydants non enzymatiques exogenes

L’appellation exogeéne se référe a un antioxydant n’appartenant pas a 1’organisme. Les
antioxydants exogenes sont classés selon leur origine en antioxydant synthétiques et naturels
(Gupta, 2015).

1.2.6.2.2.2. 1. Systemes antioxydants non enzymatiques exogéenes synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont utilisés depuis longtemps en industrie alimentaire,
cosmétique, pharmaceutique et pétrochimique (De Oliveira Pateis et al., 2018). La majorité
d’entre eux sont de nature phénolique. Les plus disponibles et commercialisés sont le
Butylhydroxyanisol BHA, le butylhydroxytoluene BHT, le TBHQ tert-Butylhydroquinone et
les antioxydants esters déerivants du gallate comprenant le propyl- (Pg), octyl- (Og) et lauryl-
(Dg) (Wang et al., 2021).

La différence de I’activité antioxydante entre ces antioxydants est liée aux différences au
niveau de leurs structures et propriétés physiques (Madhavi et al., 1996). Ils présentent
plusieurs avantages comme leur stabilité structurale et thermique, leur forte capacité
antioxydante et peuvent étre synthétisés en grande quantité (Zhang et al., 2009). Toutefois,
ces antioxydants pourraient étre associés a des risques pour la santé. En effet, des études ont
rapport¢ que le BHT qui exerce son role antioxydant par Dl’interruption de la chaine
réactionnelle de peroxydation lipidique, exercerait des effets toxiques sur différents organes a

travers 1’étude de différents systémes d’expérimentations in vitro et in vivo (Witschi, 1989).

Chez la souris, des doses egales et supérieures a 150mg/kg de poids corporel (PC)
provoquent une pneumotoxicité réversible qui est observée via la formation de nécroses
alvéolaires (Adamson et al., 1977) et la manifestation d’un état inflammatoire (Bauer et al.,
2001). Cette pneumotoxicité peut promouvoir une carcinogenese pulmonaire (Rostron,
1982).

Les travaux de Faine et al. (2006) ont rapporté des effets toxiques métaboliques du
BHT chez le rat par altération de certains parametres lipidiques seriques (triglycérides, LDL

et VLDL). Ces altérations sont accompagnées d’une toxicité cardiaque.
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D’autres organes présentent des cibles de la toxicité du BHT, citons I’hépatotoxicité
observée chez le rat (Reed et al., 2001) et la nephrotoxicité chez le rat et la souris (Nakagawa
et Tayama, 1988 ; Takahashi, 1992). Par ailleurs, le BHT induit une surproduction de
peroxydes chez les souris et les rats ce qui engendre des dommages au niveau de I’ADN

provoquant le cancer (Olaniyan et al., 1998).

Récemment, il a été rapporté que le BHT est associé au cancer et a 1’asthme chez les
enfants (Wang et al., 2021). Par ailleurs, il a été rapporté que les deux produits, le 2-tert-
butyl-1,4-benzoquinone (TBQ) et le tert-butyl-hydroguinone (TBHQ) issus de la
transformation du BHT présentent une écotoxicité vis-a-vis des systéemes aquatiques (Wang
et al., 2022).

En 1987, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a classé le BHA comme
carcinogene de type 2B. Depuis, des travaux ont montré plusieurs effets toxiques et néfastes
du BHA a travers des modéles expérimentaux d’animaux tels que la dérégulation des
hormones de reproduction (Kang et al., 2005), la génotoxicité (Lin et Fung, 2006), la
perturbation du métabolisme suite a la déplétion en ATP qui est suivie de I’inhibition de la
néoglucogenese et de la détoxification de ’ammonium favorisant ainsi une acidose et une

production de ROS au niveau de mitochondries isolées (De Oliveira Pateis et al., 2018).

Les autres antioxydants synthétiques TBHQ et gallate, moins utilisés que les deux
précédents, exerceraient également des effets toxiques, cancérigéne et tératogéne (Yang et al.,
2018 ; Wang et al., 2021).
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Tableau 11 : Principaux systémes antioxydants enzymatiques dans I’organisme humain

Type Enzyme Mode d’action Références
- Représente la premiere ligne
de défense contre les ROS
- Elle permet la dismutation du
. superoxyde en oxygene eten | (Aslani et
giuspr)r?lztt);(slge(SOD) per'o>'<yde d’hyfirogéne. Son Ghobadi, 2016 ;
activité nécessite les Dontha, 2016)
cofacteurs zinc, cuivre,
magnésium et fer selon
I’isoforme
- Elle permet de finaliser le
processus de détoxification
entamee par la SOD en
Catalase convertissant le peroxyde (Dontha, 2016)
d’hydrogene en eau et en
oxygene en présence des
cofacteurs fer et magnésium
- Comme la catalase, elle
permet la catalyse de la
Antioxydants réduction et 1’élimination du
enzymatiques peroxyde d’hydrogeéne et les
primaires peroxy_des ROOH en eau par
oxydation du glutathion réduit
GSH :
Glutathion (Rahman, 2007)
peroxidase (GPx) | H,O,+ 2GSH — 2H,0 + GSSG (Young et
ROOH +2GSH —» ROH + GSSG + Woodside, 2001)
H,O
- Recyclage du GSH par le
NADPH apporté via la voie
des pentoses phosphate :
GSSG + NADPH+ H" - NADP™ +
GSH
- Reduction des peroxydes
comme le H,O, et différents
Peroxiredoxins Hydroperoxides alkyls (Goncalves et
(Prxs) - Les résidus cystéines contenus | al., 2012)
dans son site actif permettent
la réduction de ces molécules
. - Catalyse la réduction du GSH | (Carochoet
Glutathion disulfide GSSG en sulfhydryle | FerTeira 2013;
réductase (GSR) Sudhahar et
: de GSH Fukai, 2014)
Antloxyc_iants ( Caroé:ho o
enzymatiques | g)ycose -6- S Ferreira, 2013;
secondaires | phosphatase i Eiggt:'a régénération du Sudhahar et
Fukai, 2014)
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Tableau 111 : Principaux systémes antioxydants non enzymatique endogénes

Systeme antioxydant non Caractéristiques et action
enzymatique endogéne

- Tripeptide appelé (antioxydant contenant la cystéine)

- Considéré comme “master antioxydant”

- Le groupement thiol de la cystéine du glutathion réduit (GSH)
cede son électron au radical instable

- La forme oxyde GSSG est obtenue par la réaction de deux
molécules de GSH (Pompella et al., 2003)

Composés thiol
Glutathion
(GSH/GSSG)

- Composé de NADPH, thioredoxine reductase (TrxR) et
thioredoxine (Trx)

- Réduction des disulfides au niveau de protéines et peptides
Systéme thioredoxine Trxs - La Trx oxydée Trx-S2 est réduite par I’activité TrxR
Trx-S2+NADPH+H"* — Trx-(SH)2 + NADP*

Prxox/Protein-S2 + Trx-(SH)2 — Prxred/Protein-(SH)2 + Trx-S2
(Nordberg et Arner, 2001; Holmgren et al., 2005)

- Composé de la protéine Grx, GSH de NADPH, thioredoxine
reductase (TrxR) et thioredoxine (Trx)

- Réduction des disulfides au niveau de protéines (Holmgren et
al., 2005)

Systeme glutaredoxine

- Antioxydant présent au niveau des membranes et du cytosol
- Role scavenger des espéces réactives
Chélation de métaux et réparation de protéines oxydées

Acide lipoique - Régénération de certains antioxydants (Valko et al., 2006 ;
Rahman, 2007)
- Protection des membranes cellulaires contre la peroxydation
lipidique
- Effet scavenger du radical hydroxyle
, . -Protection et stimulation de certains antioxydants
Meélatonine

enzymatiques
- Réduction de la formation des radicaux libres au niveau de la
mitochondrie (Watson et al., 1998 ; Reiter et al., 2003)

- Antioxydant intracellulaire
Coenzyme Q10 - Protection des membranes et des LDL contre les dommages
oxydatifs (Lee et al., 2012)
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1.2.6.2.2.2.2. Systemes antioxydants non enzymatiques exogenes naturels

Les antioxydants naturels sont présents dans les fruits et Iégumes. Certains d’entre eux
sont qualifiés de phytonutriments, il s’agit principalement des vitamines, acide ascorbique
(VIT C) et a tocophérol (VIT E) (Aslani et Ghobadi, 2016), des composes soufrés
isothyanates et allyl sulphides (Mathew, 2011). D’autres, ne présentent pas de propriétés
nutritives mais posseédent d’importants potentiels antioxydants, ce sont majoritairement des
métabolites secondaires tels que les acides phénoliques, lignanes, flavonoides, iso
flavonoides, tanins et coumarines (Craft et al., 2012).

Les composés phénoliques sont largement distribués chez les plantes et présentent la
contribution majeure des métabolites secondaires dans 1’activité antioxydante des aliments
(Tuberoso et al., 2013). En effet, une association inverse entre la consommation de
polyphénols et le risque de développement de maladies chroniques a été rapportée. Les
polyphénols acceptent un électron et forment des radicaux phenoxyls stables ce qui interrompt

la chaine de réactions d’oxydation au niveau des cellules (Mathew et al., 2011).

D’autre part, les métabolites primaires de type polysaccharides isolés a partir de
plusieurs especes végetales ont également été rapportés pour leur important pouvoir
antioxydant. Les travaux de Zhang et al. (2012) ont montré que la majorité des fractions de
polysaccharides obtenues a partir des racines de Sanguisaba officinalis exercaient des
activités antioxydantes dans des systémes d’étude in vitro. Des résultats similaires ont été
obtenus par des travaux menés sur des polysaccharides appartenant a d’autres espéces
végétales, citons par exemple Tamariudus indica L. et Sepia esculenta (Samal et Dangi,
2014 ; Lietal., 2022).

1.3. Toxicité des plantes médicinales

La toxicité indique I'état des effets indésirables induits par l'interaction entre les
substances toxiques et les cellules (Olaniyan et al., 2016). On distingue la toxicité directe qui
est due a I’effet de la substance toxique absorbée et la toxicité indirecte due aux métabolites

de la substance toxique absorbée (Chavéron, 1999).

Les médicaments traditionnels occupent une place importante dans les applications
thérapeutiques en raison de leurs négligeables effets indesirables (Das et al., 2015). Peu de
connaissances sur la toxicité des médicaments traditionnels sont disponibles a cause de la

limite des techniques et méthodes d’évaluation (Yihang et al., 2016).
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Suite & ce manque de validation scientifique, les études de la toxicité des plantes médicinales
sont nécessaires afin d’identifier la gamme de concentrations présentant des indices
thérapeutiques qui pourraient étre utiliseés sans risque de toxicité, mais aussi pour pouvoir
révéler d’éventuels signes provoqués par ces plantes (Mopuri et Meriga, 2014 ; Das et al.,
2015).

La toxicité des plantes est principalement exercée par les coumarines qui peuvent
provoquer une hépatotoxicité (Pitaro et al., 2022) et les monoterpénes qui exercent des effets
toxiques sur le systeme nerveux (EI jemli et al., 2017). Les saponosides sont aussi connus
pour leur effet hémolytique qui leur confere une toxicité sur le systtme hématopoiétique
(Yuldasheva et al., 2005). Plusieurs effets toxiques ont été attribués aux alcaloides comme la
génotoxicité, la neurotoxicité et la tératogenicité (Rajput et al., 2022). De méme, les huiles
essentielles pourraient étre extrémement toxiques pour les humains et les animaux méme a

tres faible dose (Lanzerstorfer et al., 2021).

1.3.1. Evaluation de la toxicité

Les études de toxicité réalisées sur des modéles animaux appropriés sont généralement
utilisées pour évaluer le risque potentiel des médicaments pour la santé humaine. De telles
données fournissent des informations sur les risques pouvant survenir lors d'une exposition
répétée a la substance d'essai. Selon la durée d'exposition des animaux aux médicaments, les
études toxicologiques peuvent étre réparties en quatre catégories ; études aigués, subaigués,

subchroniques et chroniques (Ansah et al., 2016).

1.3.1.1. Toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique ou a court
terme aprés plusieurs prises rapprochées (Ruckebusch, 1981). La toxicité aigué d’une
substance peut étre estimee par le calcul de la DL50 (dose létale 50). Cette derniére est definie
comme etant la dose (habituellement exprimée en mg, g ou ml par kg de poids corporel PC)
qui tue 50% des animaux d’une espece particuliere (Dhamodharan et Mirunalini, 2013).
Bien que D’effet le plus souvent recherché soit la mortalité, la détermination de la toxicité
aigué implique aussi la description de la symptomatologie induite par 1’administration de

doses croissantes du produit (Lauwerys, 2003).
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1.3.1.2. Toxicité subaigué

La durée de ’expérimentation est supérieure au 1/10° de la durée de vie de I’animal. Il
est possible dans ce cas d’avoir une idée plus précise de la toxicité en effectuant un ensemble
de tests tel que I’évolution pondérale, histologic des organes, examens hématologiques,
localisation du produit et de ses métabolites (fluorescence, autoradiographie ou scintigraphie),

la toxicité métabolique, tests de sensibilisation et d’accoutumance (Chavéron, 1999).

1.3.1.3. Toxicité subchronique
Elle résulte d’une exposition, répétée ou continue, au cours d’une période assez bréve

(trois mois en général) (OECD, 2009).

1.3.1.4. Toxicité chronique

Elle implique la détermination des effets d’une substance d’essai, chez une espece de
mammiféres donnée, a la suite d’une exposition prolongée et répétée (OECD, 1979). La
substance est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d’animaux d’expérience a des
doses progressives (OECD, 2009). Les effets de 1’ingestion de doses répétées, s’étendant sur
la plus grande partie de la vie de I’animal sont examinés sur le plan de la croissance, de la
reproduction et de la mortalité. Les animaux sont suivis pendant 3 générations. Cette étude
implique des tests d’accoutumance, de sensibilisation, de blocage de systémes enzymatiques,

de cancérogenese et de mutagenese (Chavéron, 1999).

En plus des tests in vivo d’évaluation de la toxicité, il existe aussi des tests
toxicologiques basés sur la culture cellulaire et tissulaire qui sont des outils essentiels dans
I'évaluation de la sécurité. Leur introduction et leur validation ont considérablement réduit le
nombre d'animaux utilisés pour I'évaluation de la toxicité. Cependant, ces tests présentent des
limites majeures et ne peuvent fournir qu'un premier apercu des conditions in vivo, car ils ne
modélisent pas complétement la physiologie complexe présente dans un organisme
(Lanzerstorfer et al., 2021). Parmi ces techniques nous pouvons citer le test d’exclusion des
cellules mortes au bleu de trypan et la méthode rapide de numération des cellules vivantes aux
sels de tétrazolium (Test MTT) (Sinha et al., 2014).
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1.3.2. Pharmacocinétique et pharmacodynamique des toxiques

A D’exception des effets locaux sur les sites de pénétration, un produit toxique ne peut
provoquer des 1ésions que s’il est absorbé par 1’organisme via la peau, le tube digestif ou
encore les poumons et quelques autres voies minoritaires. Cette absorption implique sa
traversée des membranes plasmiques selon quatre mécanismes incluant la diffusion passive, la
filtration a travers les pores cellulaires et des capillaires, le transport actif et 1’endocytose (Lu,
1992). La distribution du toxique dans les tissus, organes et liquides organiques dépend de sa

disponibilité toxicologique qui est en relation directe avec ses propriétés physicochimiques.

Les toxiques subissent généralement des biotransformations au niveau du foie en

métabolites qui dans certains cas peuvent étre eux méme tres toxiques.

Les principaux systémes de métabolisation hépatique incluent les mono-oxygénases a
cytochrome P450, les epoxydehydratases et les glucoryltransférases. L’élimination se fait
principalement par la voie rénale, cependant certains toxiques peuvent étre éliminées par voie
enterohépatique ou aérienne. Sur le plan pharamacodynamique, les entités toxicodisponibles
ont pour cibles, les constituants cellulaires et peuvent induire des atteintes biochimiques qui
sont caractéristiques de la phase pharmacodynamique. L’intoxication pouvant aller d’une
réaction allergique a une mort cellulaire ou voir méme des mutations irréversibles
(Chavéron, 1999).

1.3.3. Facteurs de variation de la sensibilité a la toxicité des plantes médicinales

La toxicité d’une substance varie suivant I’espéce, la dose ainsi que la voie
d’administration. La variabilité liée a cette derniere peut s'expliquer par le fait que différentes
voies d’administration impliquent des variations dans la biodisponibilit¢é des composants
susceptibles de provoquer une toxicité, 1’absorption par le tractus gastro-intestinal ou encore

la biotransformation en métabolites non toxiques (Madingou et al., 2016).

Des variations de DL50 en fonction de la voie d’administration et de 1’espéce ont été
rapportées par différents auteurs tel que Lahlou et al. (2008) avec I’extrait aqueux lyophilisé
de Tanacetum vulgare et par Al-Ali et al. (2008) avec la thymoquinone, principe actif issu de

Nigella sativa.
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Un autre facteur susceptible de faire varier la sensibilité a la toxicité est le sexe. Selon
I’OECD (Organization for Economic Cooperation and Development, 2001), les femelles sont
plus sensibles aux traitements par certains xénobiotiques et de ce fait elles sont normalement

utilisées pour les tests de toxicité (Lipnick et al., 1995).

1.3.4. Altérations physiopathologiques suite a ’intoxication par les plantes médicinales

Diverses études de toxicité aigué ont rapporté que des extraits de plantes en particulier
les huiles essentielles (Agaricus bisporus, Drimys angustifolia, Drimys brasiliensis,
Pericampylus glaucus, Tetraclinis articulata) provoquaient des troubles du comportement
général et des atteintes physiologiques. Parmi ces atteintes on peut citer, somnolence et
léthargie, apathie, sédation, salivation, perte d’appétit, affaiblissement général, ptosis,
diarrhée, polyurie, changement de I’activité physique parfois accompagnée d’une perte de
mobilité, difficulté respiratoire, convulsion et coma (Dhamdharam et Mirunalini, 2013 ;
Gomes et al., 2013 ; Amani et al., 2015 ; Kifayatullah et al., 2015 ; El jemli et al., 2017).

Les effets toxiques des substances peuvent atteindre tous les systemes et organes.
Cependant, le foie et les reins sont les organes les plus fréquemment touchés car les reins sont
les organes responsables de I'excrétion des déchets métaboliques et du contrble de
I'noméostasie et le foie est le principal organe du métabolisme et de la détoxification des

médicaments (De Lima-saraiva et al., 2012).

La toxicité hépatique est potentiellement marquée par des altérations macroscopiques,
microscopiques et 1’augmentation des transaminases alanine transaminase (ALAT) et aspartate
transaminase (ASAT) qui sont des enzymes hépatiques utilisées comme marqueurs biochimiques de
toxicité, car leurs valeurs biochimiques sont élevées lorsqu'une lésion survient dans le parenchyme
hépatique (Rahman et al., 2001). De nombreuses études ont confirmé que des taux sériques élevés
d'enzymes ASAT et ALAT ne sont pas directement liés aux Iésions hépatiques, mais plutdt a une
inflammation, une fuite cellulaire et des dommages de la membrane cellulaire au niveau des cellules
hépatiques (Kifayatullah et al., 2015).

Un autre systeme cible de la toxicité est le systeme hématopoiétique qui constitue un
indice important de I'état physiologique et pathologique de I'homme et des animaux (Diallo et
al., 2010). Les changements hématologiques tels que I'anémie sont souvent accompagnés
d'une toxicité au niveau de la moelle osseuse (Verbelen et al., 2015).
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D’autres paramétres notamment ceux métaboliques tels que glycémie, triglycérides et
cholestérol ou encore de taux de protéines total et la gamma glutamyl transferase peuvent

témoigner d’une toxicité (Gome et al., 2011 ; Alnajar et al., 2012 ; Lagnika et al., 2016).

1.3.5. Données toxicologiques du genre Cistanche

Les donnees de la recherche sur la toxicité et I'évaluation de la sécurité des plantes du
genre Cistanche ont révélé qu’elles ne présentent pas de danger particulier. Plus de données
de toxicité et de sécurité axées sur Cistanches Herba et ses produits doivent étre collectées
pour garantir leur sécurité et efficacité. La majorité des études expérimentales de la toxicité

sur des modeles animaux ont été réalisées sur C. desertiola et C. tubulosa (Lei et al., 2020).

1.4. Inflammation et phytothérapie
1.4.1. La réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est une réponse physiologique aux infections et lésions
tissulaires (Calder et al., 2009) dont la fonction principale est la résolution de I'infection ou la
réparation des dommages afin de retrouver 1’homéostasie. Elle implique un ensemble de
mécanismes réactionnels de défense par lesquels 1’organisme est capable de reconnaitre,
détruire et éliminer toute substance étrangere en faisant intervenir un ensemble complexe

d'interactions entre des facteurs solubles et des cellules (Nathan, 2002 ; Barton, 2008).

La réponse inflammatoire débute par la reconnaissance des signaux de danger. Ces
derniers peuvent étre exogenes appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns)
qui sont exprimés par les microorganismes ou endogénes, libérés par les cellules agressées.
Ce sont les protéines HSP (Heat shoc proteins), la cytokine CXCL8 et des enzymes dégradant

la matrice extracellulaire (Bianchi, 2007).

Cette reconnaissance se fait par les cellules immunitaires résidentes a savoir les
macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes et conduit alors a I’initiation de la
cascade inflammatoire et la libération de plusieurs médiateurs comme les cytokines IL-1, IL-
6, tumor necrosis factor o (TNFa) et CXCL8, produits de dégradation des phospholipides
membranaires, histamine et les anaphylotoxines du complément (Barton, 2008 ; Medzhitov,
2008). A la suite, le recrutement de cellules sur le site d’infection aboutit & 1’élimination du
pathogéne et la résolution de I’inflammation conduisant au retour a ’homéostasie et a la

cicatrisation du tissu Iésé (Barton, 2008 ; Aymeric et Lefranc, 2009).
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1.4.2. Les différents types de I’'inflammation
Selon la durée et la cinétique du processus inflammatoire, on distingue principalement

deux types d’inflammation : aigué et chronique.

1.4.2.1. Inflammation aigué

Elle représente une réponse immédiate de courte durée du systeme immunitaire face a
une agression, elle est caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs intenses et une
forte présence des polymorphonucléaires au niveau du foyer inflammatoire (Dallegri et
Ottonello, 1997 ; Whyte, 2000 ; Peter et al., 2010). Les inflammations aigués guérissent
spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction

tissulaire est importante (Peter et al., 2010).

1.4.2.2. Inflammation chronique

La persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son contrdle
physiologique conduisent a la chronicité de I’inflammation (Bodamyali et al., 2000). En
effet, certains pathogénes qui peuvent échapper a la clairance par le systéme immunitaire
induisent souvent une réponse inflammatoire chronique qui se traduit par une lésion tissulaire
importante (Kindt et al., 2008). L’inflammation chronique est également provoquée dans le
cas de certaines maladies auto-immunes, ou des antigenes du soi activent continuellement le
systeme immunitaire. Elle peut aussi contribuer aux Iésions et aux destructions tissulaires

associées a de nombreux types de cancer (Anzai et al., 2004 ; Kindt et al., 2008).

Morphologiquement, [l'inflammation chronique est définie par la présence de
lymphocytes, macrophages et plasmocytes dans les tissus. Les macrophages produisent des
cytokines qui stimulent la prolifération des fibroblastes pour fixer le collagene et activer les
autres macrophages et lymphocytes pour libérer des meédiateurs responsables des réponses

inflammatoires.

L’inflammation chronique est déclenchée par des réponses vasculaires impliquant
I’expression des molécules d'adhésion a la surface des cellules endothéliales. Les lymphocytes
et les monocytes adhérent ainsi a I’endothélium ce qui permet leur transmigration vers le

compartiment extravasculaire (Kindt et al., 2008 ; Peter et al., 2010).
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1.4.3. Traitement de ’inflammation

Le traitement d'une inflammation dépend de sa cause et de sa gravité, mais vise
généralement a en diminuer les symptémes, notamment par des anti-inflammatoires. Ces
derniers sont catégorisés en deux grandes classes : les anti-inflammatoires stéroidiens et les

anti-inflammatoires non stéroidiens.

1.4.3.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens AlIS (Glucocorticoides)

Le terme corticoide designe communément les glucocorticoides, un certain type de
corticostéroides. Ces derniers tirent leur nom du fait qu'ils exercent un effet prépondérant sur
le métabolisme du glucose au niveau du foie mais c'est leur importante propriété anti-
inflammatoire qui est utilisée en médecine. Le terme "corticoide" signifie donc un anti-
inflammatoire stéroidien (AIS) (Kenth, 1994). En plus de leur action anti-inflammatoire, Ils

ont aussi des actions antiallergique et immunosuppressive (Guilpain et Le Jeunne, 2012).

Les AIS exercent divers effets dont il en résulte principalement une réduction du
nombre et de I’activité des cellules du systéme immunitaire (Kindt et al., 2008) ce qui
conduit ainsi a [D’inhibition de nombreux mécanismes de la réaction inflammatoire
(Alexandre et al., 2009). Les AIS stimulent la synthese intraleucocytaire de la lipocortine qui
inhibe 1’enzyme membranaire la phospholipase A2, celle-ci est activée dans les cellules
endommagées et est responsable de la formation d’acide arachidonique. Ce dernier est
métabolisé en médiateurs inflammatoires comprenant les prostaglandines (PGs), les
leucotrienes et le facteur d’agrégation plaquettaire PAF sous ’action des enzymes cyclo-
oxygénases COX-1/2 et lypoxygénases LOX. Par ailleurs, les AIS dépriment les génes codant
pour la phospholipase A2, la COX-2 et les récepteurs pour I’IL-2. Ces genes sont
normalement activés par le NF-kB mais les AIS induisent la synthése du IkB qui se lie au NF-

kB et I’inhibe en bloquant son acces au noyau.

Les AIS diminuent la fonction des monocytes/macrophages et réduisent le nombre des
lymphocytes T circulants de méme que la libération des IL-1 et IL-2 (nécessaires a
I’activation et a la stimulation de la prolifération des lymphocytes). Les AlS se diffusent dans
les cellules et se lient a leur récepteur cytoplasmique. Le complexe activé récepteur-
glucocorticoide entre dans le noyau et se lie au niveau de certaines régions cibles de I’ADN ce

qui induit soit la synthése d’ARNm spécifique, soit la répression des génes (Neal, 2007).
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Du fait que les AIS interferent avec de nombreux métabolismes (hydrosodé,
phosphocalcique, lipidique, glucidique, azoté), leur usage est associé a de nombreux effets
indésirables qui s’accroissent avec le prolongement de la durée du traitement conduisant a des
troubles aigus tels que I’hypertension artérielle, I’ulcéres gastro-duodénaux, 1’hyperglycémie,
la perte de protéines musculaires, 1’ostéoporose et la suppression surrénalienne (Henzen,
2003 ; Neal, 2007 ; Alexandre et al., 2009).

1.4.3.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens AINS
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement utilisés et possedent des
effets analgésiques, antipyrétiques et a forte dose des effets anti-inflammatoires (Neal, 2007).

1.4.3.2.1. Mécanisme d’action des AINS

Les AINS exercent leur effet anti-inflammatoire via leur capacité a inhiber les COX et
donc la production des PGs. Il existe deux isoformes de la COX connues depuis longtemps ;
la COX-1 qui est constitutive et présente dans tous les tissus. La COX-2 est la deuxieme
isoforme induite par I’inflammation dont I’inhibition est probablement responsable de I’effet
anti-inflammatoire des AINS. L’inhibition de la COX-1 serait responsable de leur toxicité
gastro-intestinal. En effet, la COX-1 induit dans I’estomac la production des PGs de type
PGE2 et PGI2, qui stimulent la sécrétion de mucus et de bicarbonate ainsi qu’une
vasodilatation ce qui engendre une cytoprotection de la muqueuse gastrique (figure 04) (Neal,
2007).

Les AINS, en inhibant la synthese des PGs, peuvent aggraver l'insuffisance cardiaque
congestive et augmenter la pression artérielle. Ils sont liés a des événements cardiovasculaires

indésirables, tels que l'infarctus du myocarde et I'ischémie (Risser et al., 2009).

Récemment, une variante d'épissage de COX-1 a été décrite comme COX-3 (Shehata,
2010). Elle est pleinement exprimée dans le cerveau, la moelle épini¢re et le coeur. Sa
fonction principale est la régulation des réponses a la douleur et la fievre. Cette isoforme a été

postulée comme étant le site d'action de I'acétaminophéne (Resnik, 2018).
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Figure 04 : Mécanisme d’action des AINS (Burke et al., 2006)
1.4.3.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Plusieurs travaux in vivo, in vitro et in silico ont rapporté des propriétés anti-
inflammatoires exercées par des extraits végetaux (Kupelie et al., 2007 ; Orhan et al., 2007 ;
Rege et al., 2021). Ces recherches ont mis 1’accent sur les composés phytochimiques qui
possédent des propriétés anti-inflammatoires. Beaucoup sont présumés d’agir en bloquant les

voies de la COX ainsi que par d'autres mécanismes (Xin et al, 2012 ; Dhote et al., 2021).
1.4.4. Etudes antérieures sur I’effet anti-inflammatoire du genre Cistanche

Plusieurs études ont été menées sur ’activité anti-inflammatoire du genre Cistanche
aussi bien a I’échelle in vitro qu’in vivo. L’ensemble de ces études a rapporté des effets anti-
inflammatoires d’extraits obtenus a partir de différentes especes de Cistanche. Ces effets

seraient etroitement liés aux composés de type PhGs, iridoides et les polysaccharides.

En 2000, des chercheurs japonais ont montré que 07 PhGs (2'-acétylactéoside, actéoside,
cistanoside A, echinacoside, isoactéoside, tubuloside A et tubuloside B) extraits a partir des
tiges de C. deserticola ont exercé des activités de piegeage du radical NO, ce qui serait lié a

leurs effets anti-inflammatoires (Xiong et al., 2000).
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Les travaux de Lin et al. (2002) sur cette méme espéce ont rapporté une diminution de
I'cedéme induit par la carragénine chez des rats par les couches butanolique et aqueuse. Par
ailleurs, Nan et al. (2013) ont trouvé que les composés de type PhGs tubuloside B et
cistanoside K inhibent de maniere hautement significative la production du NO induite par les

lipopolysaccharides LPS dans les cellules microgliales de souris (cellules BV-2).

D’autre part, les iridoides exerceraient aussi un effet anti-inflammatoire. Ze-Dong et al.
(2016) ont rapporté que I’iridoide acide 8- epiloganique extrait a partir de la tige de C.
desertiocola a exercé un effet inhibiteur remarquable sur la production du NO par les cellules
microgliales de souris BV-2 induite par les LPS.

Il a été démontré que I’extrait aqueux des tiges de C. tubulosa a provoqué une inhibition
de la production du NO par les macrophages murins RAW 264.7 apres traitement par I’IFNy et
LPS (Lee et al., 2005).

Les travaux de Bougandoura et al. (2016) ont montré une importante activité anti-
inflammatoire de I'extrait aqueux méthanolique de C. violacea récoltée en Algérie. Cette
étude a porté sur les modéles de la stabilisation de la membrane des globules rouges humains
et l'inhibition de la dénaturation de lI'albumine. Elle suggere que C. violacea pourrait présenter

une bonne source de nouveaux agents anti-inflammatoires.
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2.1. Présentation de la région de récolte

La wilaya de Béni Abbes (ex commune de la wilaya de Bechar) est localisée au sud-
ouest de 1’Algérie (30° 4’ 48" N, 2° 6’ 0” W) (figure 05). Cette région s’étend sur la rive
gauche du lit de I’oued Saoura en bordure ouest du grand erg occidental. Elle regroupe
différents paysages typiquement sahariens : I’Erg, la Hamada et Ioued. C’est une région
caractérisée par un climat aride et renferme les formations caractéristiques du désert (Zatra,
2008).
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Figure 05 : Carte de localisation de la région de Béni Abbes (Bachir et Aouar, 2019).
2.2. Récolte et sechage du matériel végétal

Les jeunes pousses de racines de C. phelipaea (figure 06) ont été récoltées en matinée et
en hiver au mois de Janvier, 2015 sur sol sableux. Ces racines sont des parasites de 1’arbre
Tamatix. Au mois d’avril, 2015, une récolte de I’inflorescence au méme site a été faite afin
d’assurer I’identification taxonomique (figure 07). Cette derniere a été établie par le
professeur Rachid Amirouche, spécialiste en botanique systémique a ’'université des Sciences
et de la Technologie Houari Boumediene, Alger. Un spécimen a été déposé au niveau de
I’herbier de I’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA), Alger, Algérie (Annexe 1).

Le matériel végétal a été lavé et coupé en de fines rondelles, ces derniéres ont été mises
a secher dans un endroit aéré a I’abri de la lumiére et de I’humidité. Aprés séchage, le matériel
végetal a été conservé et le broyage en poudre fine n’a été effectué qu’au moment de la

préparation des extraits afin d’éviter toute altération.
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() (b) (©

Figure 07 : Photos de I’inflorescence (tiges et fleurs) de C. phelipaea dans le site de récolte a
Béni Abbes (Auvril, 2015).

(a) et (b) : photos de I’inflorescence avant récolte. (c) : photo de I’inflorescence apres récolte.
2.3. Criblage phytochimique de la poudre végétale des racines de C. phelipaea

Le criblage ou screening phytochimique est un ensemble de réactions de caractérisation
phytochimique d’ordre qualitative visant a indiquer la présence relative de différentes familles
chimiques de molécules. Globalement, ces réactions sont basées sur deux principes, le
premier étant la précipitation due a la formation de complexes insolubles et le deuxiéme est la
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formation de complexes colorés a la suite d’une conjugaison ou instauration dans une

molécule (Badiaga, 2011).

Afin d’effectuer les tests de screening phytochimiques, différents extraits ont été
préparés a partir du matériel végétal en fonction de la spécificité physico-chimique et
réactionnelle des différentes classes de molécules recherchées (tableau 1V). Les protocoles de

préparations de ces extraits sont rapportés en annexes (Annexe 02).

Tableau IV: Types d’extraits utilisés pour le screening des différentes classes

phytochimiques (Qzinvecht, 1983)

Extrait Classes phytochimiques recherchées
Infusé a 5% Tanins
Flavonoides
Décocté a 10% Oses et holosides
Mucilages
Extrait aqueux obtenu par extraction a Saponines
reflux Amidon
Extrait chloroformique Dérivés anthracéniques libres

O- hétérosides
C-hétérosides

Extrait éthéré Stérols et triterpénes
Caroténoides

Extrait éthanolique Coumarines

Extrait obtenu en milieu acide Alcaloides

Les différentes classes de molécules recherchées ainsi que les principes des différents
tests utilisés dans cette étude sont présentés dans le tableau V. La caractérisation des

composés chimiques s'est faite, en se référant aux protocoles de Badiaga (2011).
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Tableau V : Principes des tests de caractérisations utilisés dans le screening phytochimique

Classe
phytochimique

Protocole

Caractérisation

Saponines La détection des saponines est réalisée | Pas de mousse = test négatif
sur le décocté, ce dernier est fortement | Mousse moins de 1 cm = test
agité pendant 15 secondes puis, il est | faiblement positif
laissé pendant 15min Mousse de 1-2 cm = test positif
Mousse plus de 2 cm = test trés
positif
Tanins 30ml d’infusé + 15ml du réactif de | Apparition d’une coloration
Galliques Stiasny puis chauffage a 90C pendant | bleue-noire
hydrolysables 15min au bain marie, la solution est

filtrée et saturée par S5g d’acétate de
sodium et 1ml de FeCl; a 10% est ajouté

Catéchiques non | 5ml d’infusé + 1ml HCI concentré, le | Formation d’un précipité rouge
hydrolysables tout est porté a ébullition pendant 15min | insoluble dans [I’alcool iso-
amylique
Amidon Chauffer 5 ml de I’extrait aqueux avec | Apparition d’une coloration
10 ml d’une solution de NaCl saturée | bleue violacée
dans un bain-marie jusqu’a ébullition.
Aprés  ébullition, quelques gouttes
d’amidon sont ajoutées
Flavonoides

Flavonoides libres

Réaction a la cyanidine : 5ml d’infusé +
5ml HCI (50% dans 1’éthanol) = alcool
chlorhydrique puis ajout de 1mL
d’alcool iso-amylique et quelques
copeaux de magnésium.

Coloration :
rose-orange = flavones
rose-violacée = flavanones

Leucoanthocyanes Réaction a la cyanidine sans ajout de | Coloration :
copeaux de magnésium et avec | rouge-cerise=flavonols et
chauffage pendant 15min au bain-marie | flavanonols

Anthocyanes 5ml d’infusé + 5ml H,SO, (10%) + 5ml | Coloration accentuée par
NH,OH (50%) acidification puis vire au bleu en

milieu basique
Dérivés Iml extrait chloroformique + 1ml | Coloration plus ou moins rouge
anthracéniques NH,OH diluée

libres
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O-hétérosides

C-hétérosides

Iml extrait chloroformique + 10ml H,O
+ 1ml HCI, ce mélange réactionnel est
chauffé ~ pendant  15min,  apres
refroidissement le filtrat est récupéré

5ml de filtrat + 5ml CHCI; sont agités et
Iml de NH4;OH diluée est rajouté a la
phase organique

La phase aqueuse obtenue est mélangée
avec 10 ml d’eau et Iml de Fe Cl; (10%),
chauffage pendant 30min et
refroidissement. 5ml de filtrat + 5ml
CHCI; sont agités et 1ml de NH,OH
diluée est rajoutée a la phase organique

Coloration plus ou moins rouge

Coloration plus ou moins rouge

Stérols et tri
terpenes

Iml de CHCljest ajouté a I’extrait éthéré
puis ajout du H,SO,

Formation d’un anneau rouge
brunatre ou violet a la zone de
contact des deux liquides

Caroténoides

3 gouttes d’une solution de SbCl; saturée
dans du CHCI; sont ajoutées a 1’extrait
éthéré

Coloration bleue devenant rouge

Coumarines 0,5 ml de KOH dilué (10%) a été ajouté | L’observation  d’un  milieu
a Sml de [Dextrait ¢éthanolique. | réactionnel trouble indique la
L’ensemble a ¢été chauffé puis la | présence des coumarines
neutralisation est faite par I’ajout de
quelques gouttes de HCI a 10%

Mucilage Iml de décocté a 10% + 5Sml d’éthanol Formation  d’un  précipité

floconneux

Oses et holosides Décocté a 10% + H,SO, + thymol saturé | Coloration rouge
dans de I’éthanol

Alcaloides 5 gouttes de réactif de Dragendorff | La présence d’une turbidité

(annexe 2) ont été ajoutées a 1 ml du
macérat acide

apres 15 min indique la présence
d’alcaloides
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2.4. Etude phytochimique des extraits aqueux de C. phelipaea
2.4.1. Préparation des extraits aqueux

En phytothérapie, il existe de nombreuses formes d’utilisation des plantes médicinales.
Les tisanes représentent 1’une de ces formes, ce sont des préparations traditionnelles
d’herboristerie a partir d’une seule plante ou d’un mélange. La préparation de tisanes requiert
3 modes possibles généralement choisis en fonction de la partie de la plante (drogue) utilisée,
il s’agit de la décoction DEC, infusion INF et macération MAC (Perry, 2013). Les extraits
bruts initiaux obtenus par les différents procédés d’extraction contiennent un mélange
complexe de nombreux métabolites végetaux, tels que les composés phénoliques, les

alcaloides, les glycosides et les terpénes (Azwanida, 2015).

Nous nous proposons d’étudier I’'impact de différentes techniques classiques
d’extraction a partir des racines de C. phelypaea sur la composition phytochimique ainsi que
sur I’activité antioxydante et anti-inflammatoire. Les méthodes de décoction et infusion seront

réalisées avec la chaleur alors que la macération sera réalisée a froid.

2.4.1.1. Préparation de la décoction

Dans ce procédé, le matériel végétal est porté a ébullition dans un volume spécifié d'eau
pendant un temps défini, il est ensuite refroidi et égoutté ou filtré (Perry, 2013). Cette
technique convient a l'extraction de constituants solubles dans l'eau et thermostables. Ce
processus est généralement utilisé dans la préparation d'extraits ayurvédiques appelés « quath
» ou « kawath » (Handa, 2008).

Afin de préparer la décoction (DEC), 200 ml d’cau distillée ont été portés a ébullition
puis 5g de poudre vegétale ont éte rajoutés et la mixture obtenue a éte laissee frémir a petit

bouillon et sous agitation pendant 30min.
2.4.1.2. Préparation de I’infusion

C’est la méthode la plus courante de préparation de tisanes, elle est généralement
employeée dans le cas ou les drogues a intérét thérapeutiques sont des feuilles, fleurs ou fruits
a huiles essentielles (Perry, 2013). Ce procédé consiste a faire macérer le matériel végétal
avec l'eau froide ou bouillante pendant une courte durée. Il est souvent mentionné que les
infusions concentrées sont le résultat d'une procédure de percolation ou de macération
modifiée (Handa, 2008).
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L’infusion (INF) a été préparée par mélange de 200 ml d’eau distillée qui ont été portés
a ébullition avec 5g de poudre végetale. Cette mixture a été soumise a une agitation pendant

30 min a température ambiante.
2.4.1.3. Préparation de la macération

Cette méthode d’extraction fut utilisée depuis longtemps pour la préparation domestique
de toniques. A I’heure actuelle, elle représente un moyen populaire et économique d’obtention
des composés bioactifs. Cette méthode peut étre utilisée pour toute partie de plante, fragile ou
non. Dans ce procedé, le matériel végétal broyé est mis en contact avec le solvant
d’extraction. Le tout est laissé¢ au repos pendant un certain temps (allant jusqu’a plusieurs
jours) a température ambiante et sous agitation. Le traitement est destiné a adoucir et briser la
paroi cellulaire de la plante pour libérer les composés phytochimiques solubles. A la fin du
procédé, le résidu sec ou marc est pressé et le liquide est récupéré par filtration apres une
décantation (Azmir et al., 2013; Perry, 2013; Azwanida et al., 2015 ; Pisoschi et al., 2016).

L’extraction par macération (MAC) a été realisée par ajout de 59 de poudre végétale a
200 ml d’eau distillée et la mixture obtenue est laissée macérer sous agitation a température

ambiante pendant 24h.

Chaque procédé d’extraction a été répété 3 fois sur différents €chantillons. Les extraits
obtenus ont été récupérés par filtration des fractions liquides et centrifugation de ces dernieres

a 3000g pendant 30min. Les surnageants récupérés ont été lyophilisés puis conservés a -20°C.
2.4.2. Calcul du rendement d’extraction

Le pourcentage en extrait brut sec a été calculé par la formule suivante :
R(%) =M /My x 100
R (%) : Rendement exprimé en %.
M: Masse en gramme de I’extrait sec résultant.
My : Masse en gramme du matériel végétal utilisé.

Le rendement a été présenté sous forme de la moyenne de trois extractions indépendantes.
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2.4.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoligues totaux (CPT) a été déterminée selon la méthode de
Folin-Ciocalteu avec des modifications mineures (Singleton et al., 1999). Le réactif de Folin
est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui sont
réduits lors de l'oxydation des phénols en mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de
750 nm dont I’intensité est proportionnelle au taux de composés phénoliques. Brievement,
des aliquotes de 0,2 ml, préparées par la dissolution de chaque extrait sec dans de l'eau
distillée a une concentration de 1 mg/ml ont été mélangées avec 1 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu dilué au 1/10 et 0,8 ml d’une solution de carbonate de sodium (7,5 %). Apres 30
min d'incubation dans I'obscurité, I'absorbance de chaque mélange réactionnel a été lue contre
un blanc a 765 nm. Une courbe d'étalonnage a été tracée en utilisant I'acide gallique comme
étalon (Annexe 3, figure 1) et la teneur moyenne en phénols totaux a été exprimée en mg

équivalents en acide gallique par gramme d’extrait brut (mg EAG /g d’extrait).

2.4.4. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides (TFT) a été déterminée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d'aluminium selon le protocole de Subedi et al. (2014) avec de légeres
modifications. Pour cela, des aliquotes de 0,5 ml, préparées en dissolvant chaque extrait sec
dans de I'eau distillée a une concentration de 0,5 mg/ml ont été mélangées avec 1,5 ml d'eau
distillée puis avec 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (5 %). Aprés 5 min d’incubation
a température ambiante, 150 pl d’une solution de trichlorure d'aluminium (5 %) ont été ajouté
et laissé reposer pendant 6 min puis 500 ul d’une solution d’hydroxyde de sodium (4 %) ont y
été ajoutes. L'absorption du mélange réactionnel contre le blanc est immédiatement lue a 510
nm.

Une courbe d'étalonnage de la quercétine a été réalisée dans les mémes conditions
(Annexe 3, figure 2) et la teneur totale en flavonoides a été exprimée en mg équivalents en

quercétine /g d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

2.4.5. Dosage des sucres totaux
Le dosage des sucres totaux au niveau des trois extraits aqueux des racines de
C.phelipaea a eteé réalisé selon le protocole de de Dubois et al. (1956). Un volume de 500pl

de chaque extrait aqueux a été mélangé avec Iml d’une solution de phénol a 5% et 5ml
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d’acide sulfurique (96%). Apres refroidissement du milieu réactionnel, les échantillons sont
incubés a 30°C pendant 30min. Les mesures d’absorbances ont été effectuées a une longueur
d’onde de 485 nm. Le contenu en sucres totaux exprimé en mg/g d’extrait a été déterminé

pour chaque extrait a partir d’une courbe étalon de glucose.

2.4.6. Analyse LC- ESI-QTOF -MS

L'analyse de la composition phytochimique des différents extraits aqueux des racines de
C. phelypaea a été réalisée par Chromatographie liquide—electrospray ionisation—couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-ESI-QTOF-MS et MS/MS).

2.4.6.1. Principe de la LC- MS

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) ou
chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-
MS) est une technique hautement sensible combinant la séparation chromatographique de
haute résolution avec la détection sensible et spécifique de la spectrométrie de masse (MS).
Elle permet I’analyse des composés volatils et thermolabiles par la détermination de leur
structure, composition élémentaire ainsi que leur poids moléculaire PM (Parasuraman et al.,
2014 ; Akash et Rehman, 2020).

Le systtme LC-MS typique est une combinaison de la HPLC avec la MS a l'aide d’une
interface représentée par une source d'ionisation. Initialement I'échantillon est séparé par la
LC, puis les molécules séparées sont pulvérisées dans une source d'ions a pression
atmosphérique, ou ils sont alors transformés en ions en phase gazeuse. L'analyseur de masse
est ensuite utilisé pour trier les ions en fonction de leur rapport masse sur charge m/z et le
détecteur compte ces ions sortant de I’analyseur. En conséquence, le spectre de masse obtenu
représente un tracé du signal ionique en fonction du rapport m/z (Lim et Lord, 2002 ;
Korfmacher, 2005).

La spectrométrie de masse en tandem, également connue sous le nom de MS/MS ou
MS2, est une technique d'analyse instrumentale ou deux ou plusieurs analyseurs de masse
sont couples ensemble en utilisant une étape de réaction supplémentaire pour augmenter leurs

capacités a analyser des échantillons chimiques (IUPAC, 2006).
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2.4.6.2. Mode d’ionisation (Electrospray ionisation) ESI

En spectrométrie de masse, il existe plusieurs types de sources ioniques qui représentent
les différents dispositifs utilisés pour ioniser 1’échantillon opérant selon différents processus
d’ionisation. L’état physique de chaque échantillon détermine le dispositif le plus adéquat a
I’analyse (Akash et Rehman, 2020). Le systéeme d’ionisation utilisé dans notre étude est la

source Electrospray ionisation (ESI).

Cette technique dite « douce » a été decrite pour la premiere fois en 1984 par Masamichi
Yamashita et John Fenn (Yamashita et Fenn, 1984). Le prix Nobel de chimie a été attribué a
ce dernier en 2002 pour le développement de la technique dans I’analyse des biomolécules
(Markides et Graslund, 2002). Depuis son développement, elle représente la technique
d’ionisation la plus utilisée en biologie pour 1’analyse des molécules neutres et de haut PM

(Pitt, 2009 ; Akash et Rehman, 2020).
2.4.6.2.1. Principe de I’ionisation ESI

Le principe de la technique repose sur la création d’une fine pulvérisation de gouttelettes
hautement chargées en présence d'un fort champ électrique qui permet la production de
molécules ionisées a partir d’une solution liquide. Une trés haute tension (2 a 6 kV) est
appliquée a la pointe du capillaire métallique relative au cone d'échantillonnage de la source
ou au capillaire chauffé. Ce fort champ électrique provoque la dispersion de la solution
d'échantillon dans un aérosol en électrospray hautement chargé en gouttelettes. Ces derniéres
sont ensuite attirées électrostatiquement vers l'entrée du spectrométre de masse. Un gaz sec,
de la chaleur ou les deux sont appliqués aux gouttelettes avant qu'elles n'entrent dans le vide
du spectrometre de masse, provoquant ainsi I'évaporation du solvant de surface. Le transfert
des ions de la solution a la phase gazeuse n'est pas un processus énergétique, mais plutdt de
désolvatation. Ainsi, les ions des échantillons a faibles énergies internes sont autorisés a entrer
dans le spectrométre de masse a partir de la sonde électrospray, et la structure des echantillons
reste généralement intacte (pas de fragmentation) lorsque les conditions instrumentales

appropriées sont utilisées (Banerjee et Mazumdar, 2012).

Au fur et a mesure que la taille de la gouttelette diminue, la densité du champ électrique
a sa surface augmente, la répulsion mutuelle entre des charges similaires sur cette surface
devient si grande qu'elle dépasse les forces de tension superficielle et les ions commencent a

quitter la gouttelette a travers ce qu'on appelle un «taylorcone» ou cone de Taylor.

39



Matériel et méthodes

Les ions sont alors dirigés dans un orifice a travers des lentilles électrostatiques menant
a l'analyseur de masse au niveau duquel, les ions sont séparés en fonction de leur rapport m/z
(Siuzdak, 2006). Une fois séparés, les ions sont transmis au détecteur afin de mesurer leur
concentration et les résultats sont affichés sur un graphique appelé spectre de masse

(Banerjee et Mazumdar, 2012).

2.4.6.2.2. Mécanismes d’ionisation en mode ESI

Lorsque le spectrometre est réglé en mode ions positifs en maintenant la buse de
pulvérisation a un potentiel positif, la charge se produit généralement par protonation, mais en
mode ions négatifs (buse de pulvérisation maintenue a un potentiel négatif), la charge se
produit par déprotonation de 1'échantillon. Cependant il existe d’autres mécanismes qui
peuvent étre impliqués dans ce processus d’ionisation (tableau VI).
Il est a signaler que les especes ioniques détectées ne sont pas les vrais ions moléculaires
formés par la perte ou le gain de I'électron, mais ce sont plus préférentiellement des molécules
protonées ou déprotonées (Todd, 1991).

Les principaux mécanismes d’ionisation sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI: Différents mécanismes chimiques impliqués en spectrométrie de masse en mode
ESI (Pitt, 2009 ; Akash et Rehman, 2020).

Mécanisme Description Forme ionique obtenue
Protonation Addition d’un proton M+H"—» M-H*
Concernent les molécules de faible PM
possédant un groupement fonctionnel capable

de porter une charge électrique
Déprotonation Perte d’un proton M-H'> (M-H)*

Concernent les molécules de faible PM
possédant un groupement fonctionnel capable
de porter une charge électrique

M*NH,", M*Na’,
MTK*

M* formate™
M*acetate”

Addition d’un cation Peuvent se dérouler en présence de sels

Addition d’un anion

Désorption

Conversion de 1’échantillon de 1’état liquide
en état gazeux

M*(Solution)— M*

Transfert de charge

Molécules de haut PM avec plusieurs
groupements fonctionnels portant des charges
comme les protéines et les peptides

Charges multiples
Tel que :M*2H*?
M*3H"
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2.4.6.3. Analyseur QTOF

En MS plusieurs analyseurs ont été développés, La sélection appropriée de I'analyseur
de masse dépend de la résolution, de la plage de masse, de la vitesse de balayage et de la

limite de détection requises pour 1’analyse (Banerjee et Mazumdar, 2012).

La combinaison des analyseurs de masse a permis le développement de spectromeétres en
tandem dits hybrides, citons comme exemple la combinaison de ’analyseur quadripolaire a
celui du piégeage ionique (QTrap), ou encore la combinaison (QTOF) utilisée au cours de
notre étude et dans laquelle le troisiéme quadripdle de 1’analyseur quadripolaire est remplacé
par ’analyseur TOF (Pitt, 2009).

2.4.6.3.1. Analyseur quadripolaire

Ce mode d’analyse permet 1’obtention d’une bonne qualité¢ de résultats quantitatifs.
L’analyseur de masse de type quadripolaire Q est constitué de quatre tiges métalliques avec
section hyperbolique ou circulaire. Chaque paire de tiges opposées posseéde une charge
positive ou négative. Au niveau de 1’espace entre ces tiges, ’application d’un champ
électrique provoque le déplacement des ions oscillants entre les tiges appariées du quadripdle,

la trajectoire de ces ions détermine ainsi leur rapport m/z (Akash et Rehman, 2020).

Il est important de noter que les collisions des ions avec un gaz inerte induisent la
fragmentation de ces derniers, ce phénomeéne est appelé la « dissociation par collision ». Des
dispositifs de quadripdles ont été spécifiquement congus afin d’induire ce phénoméne, parmi-
eux nous citons le spectromeétre triple quadripble dans lequel une cellule de collision est
placée entre deux analyseurs de masse quadrip6les. Cet exemple de spectrométrie de masse en
tandem permet 1’application de deux ou plusieurs analyses de maniére indépendante, ce qui
augmente ainsi la spécificité de I’analyse. L’analyse des produits ioniques permet d’une part
I’obtention d’informations sur la structure des composés analysés et d’autre part, elle est

qualifiée d’empreinte digitale qui permet la confirmation de 1’identit¢é moléculaire (Pitt,
2009).

2.4.6.3.2. Analyseur a temps de vol (TOF)
Dans ce mode d’analyse TOF pour Time of Flight Analyzer, 1’application d’une haute

tension induit 1’accélération des ions qui parcourent ainsi un tube de vol afin d’atteindre le
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détecteur. La vitesse et le temps de ce parcours déterminent le rapport m/z de chaque ion. Les
avantages de ’analyse par le TOF sont la rapidité, la haute sensibilité et une bonne exactitude
qui permet la détermination des formules moléculaires de petites molécules (Bristow, 2006).
Cependant cet analyseur est utilis¢ uniquement pour |’analyse MS simple, pour la
configuration MS/MS il doit étre associé a un quadripdle (QTOF), ou a un autre TOF (TOF-
TOF) ou encore & un piége a ions (QIT/TOF) (Parasuraman et al., 2014).

2.4.6.4. Protocole expérimental de la LC-ESI-QTOF-MS/MS

Les poudres des extraits lyophilisés ont été dissoutes dans de I'acide formique a 0,1%
(v/v) puis filtrées sur une membrane hydrophile stérilisée PVDF avec des pores de 0,45 mm
(Millipore ®). Apres dilution, les échantillons ont été analysés par une pompe capillaire
Agilent Technologies®1200 couplée avec une double source ESI sur un spectrométre de
masse 6520 Q-TOF. Les analyses ont été effectuées en phase inverse sur une colonne C18-
XDB ZORBAX Eclipse (Rapid Resolution HT, 2.1 x 50 mm, 1.8 um, Agilent
Technologies®) dans des conditions acides (acide formique 0.1%, v/v) suivant un gradient
linéaire de 5 & 55% (v/v) d'acétonitrile avec un débit de 150 pl min™ pendant 43 min.
L'analyse a été réalisée en modes négatif et positif. La source ESI a été réglée a 350°C et a
3500 V et 3000 V en modes positif et négatif respectivement. L'acquisition des données a été
réalisée dans une plage allant de 125 a 1500 rapportée au rapport de la masse sur charge
(m/z).

L'interprétation des pics chromatographiques a été effectuée a l'aide du logiciel
MassHunter Workstation (version B.03.01, Agilent Technologies®). Les affectations des
composés en mode négatif étaient vérifiées par des analyses MS/MS ciblées avec une largeur
d'isolement d’un rapport m/z 4 et une énergie de collision fixée a 30 ou 40 V. Les spectres
MS et MS/MS ont été interprétés selon la littérature. La quantification relative des composes
identifiés a été basée sur des analyses MS en extrayant le EIC individuel (Extracted lon
Current, £ 20 ppm) en mode négatif et positif. La quantité de chaque composé a été exprimée
en pourcentage relatif d'abondance par rapport a la valeur moyenne des échantillons. Trois

échantillons ont été analysés pour chaque type d’extraction aqueuse (n = 3).
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2.4.7. Analyse statistique

L’analyse statistique pour le calcul du rendement d’extraction et 1’analyse
chromatographique a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (San Diego, USA).
La normalité a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. La comparaison des moyennes a été
faite par le test d’analyse des variances ANOVA1L (Analysis of Variance) suivi du test de
Tukey pour la comparaison multiple. Toutes les valeurs sont exprimées sous forme de
moyenne * Erreur Standards a la Moyenne SEM. Le seuil de significativité a été fixé a p
<0,05.

2.5. Etude in vitro de I’activité antioxydante de C. phelipaea

Plusieurs méthodes conventionnelles et innovantes sont utilisées dans 1’évaluation de la
capacité antioxydante a travers des systemes réactionnels particuliers (Badarinath et al.,
2010). Chacune de ces méthodes doit inclure un initiateur ou déclencheur de 1’oxydation, un
substrat et un moyen de mesure approprié du point final. La capacité antioxydante peut étre
estimée selon différents aspects comme 1’aptitude a controler le degré d’oxydation, le pouvoir
de piégeage du radical peroxyle (ORAC, TRAP et FRAP) ou de radicaux organiques (DPPH),
la capacité de réduire des métaux (FRAP, CUPRAC) ou sur la quantification des produits
formés lors de la peroxydation lipidique (TBARS). L’activité antioxydante ne peut étre
conclue a la base d’un seul test car les antioxydants agissent selon différents mécanismes et il

n’existe pas de consensus pour une méthode standard plus pratique que d’autres (Karadag et

al., 2009 ; Dontha, 2016).

L’impact de trois méthodes conventionnelles d’extraction aqueuse sur [|’activité
antioxydante des racines de C. phelypaea a I’échelle in vitro a été estimé par trois essais
impliquant différents mécanismes antioxydants. Il s’agit des tests : de piégeage du radical
DPPH, du pouvoir antioxydant réducteur ferrique et de la détermination de [Dactivité

antioxydante totale.

2.5.1. Essai de Piégeage du radical DPPH

Cet essai se base sur le mécanisme de transfert d’électron, il détecte I’aptitude d’un
antioxydant a transférer un électron afin de réduire le radical libre 2,2-diphényl 1-
picrylhydrazyle DPPH (Wright et al., 2001). Une fois réduit, I’oxydant change de couleur ce

qui implique une décoloration. Le degré de changement de couleur est proportionnel a la
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concentration de I’antioxydant (Huang et al., 2005). Il se traduit par une diminution de

I’absorbance ce qui est corrélé a la concentration en échantillon (Gupta, 2015).

Une solution de radicaux DPPH de concentration (0,004 %, p/v) a été fraichement
préparée puis 1 ml de cette solution a été ajouté a 1 ml de différentes concentrations allant de
3,9 a 125 pg/ml des extraits aqueux. Les mélanges ont été secoués et incubés a température
ambiante pendant 30 min dans I’obscurité. Apres incubation, I'absorbance a été mesurée a 517
nm et l'activité anti-radicalaire (RSA) exprimée en pourcentage d’inhibition de la formation
du radical libre a été calculée a l'aide de I'équation (Gurnani et al., 2016) :

RSA (%) = [(DO DPPH — DO échantillon) / DO DPPH] x 100.

Des graphiques représentant les pourcentages RSA en fonction de différentes
concentrations de chaque extrait ont été tracés et les résultats sont exprimeés en valeurs IC50
(Inhibitory Concentration 50) qui sont calculées a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 a
partir de ces graphiques. Les IC50 correspondent a la concentration de chaque extrait assurant
50% de I'activité anti-radicalaire. L acide ascorbique (AAS) a été utilisé comme standard.

2.5.2. Essai du pouvoir antioxydant réducteur ferrique

De la méme maniere que pour le DPPH, ce test implique aussi un transfert d’électrons,
mais il détecte cette fois-ci I’aptitude d’un antioxydant a transférer un électron afin de réduire
un ion métallique ce qui se traduit par une coloration bleue-verdatre (Wright et al., 2001 ;
Gupta, 2015).

L’estimation du pouvoir réducteur ferrique FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
a été réalisée selon les protocoles décrits par Gavamukulya et al. (2014) et Liao et al. (2015).
Des aliquotes de 0,2 ml ont été prélevées de chaque extrait dans une gamme de concentration
allant de 3,9 a 125 pg/ml et ont été mélangées avec 500 pl de tampon phosphate de sodium
(200 mM, pH 6,6) et 500 pul d’une solution de ferricyanure de potassium (1 %). Les mélanges
ont été incubés a 50°C dans un bain-marie pendant 20 min, et 500 pl d’une solution d’acide
trichloroacétique (10%) ont été ajoutés. Par la suite, les mélanges ont été centrifugés a 3000 g
pendant 16 min et 700 pl d'eau distillée ont été ajoutés a 700 pl de surnageant obtenu, puis
140 pl de chlorure ferrique (0,1 %) ont été ajoutés aux mélanges réactionnels. Aprés 10 min,
I'absorbance a été lue a 700 nm. La concentration de I'extrait qui a donné une absorbance de
0,5 appelée EC50 (Effective Concentration 50) a été calculée a partir d'une analyse de

régression linéaire. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard.
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2.5.3. Détermination de I’activité antioxydante totale

L'activité antioxydante totale (AAT) des extraits aqueux a été déterminée par 1’essai au
phosphomolybdéne selon le protocole modifié de Do et al. (2014). En bref, des aliquotes (0,2
ml) des différents extraits aqueux ont été ajoutées a 1,8 ml d’une solution réactionnelle
constituée d’un mélange d’acide sulfurique 0,6 M, phosphate de sodium 28 mM et de
molybdate d'ammonium 4 mM. Les mélanges ont été incubés dans un bain-marie a 90°C
pendant 90 min, aprés leur refroidissement & tempeérature ambiante I'absorbance a été mesurée
a 695nm. Une courbe d'étalonnage a été réalisée par I’AAS et ’activité antioxydante totale a

été exprimée en mg d’équivalents en acide ascorbique /g d'extrait (mg ESAAS/g extrait).

2.5.4. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
USA). La normalité a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. La comparaison des moyennes
a été faite par le test d’analyse des variances ANOVA1 (Analysis of Variance) suivi du test de
Tukey pour la comparaison multiple. L’analyse de la corrélation a été étudiée par le test de
Pearson. Toutes les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne * Erreur Standards a la

Moyenne SEM. Le seuil de significativité a été fixé a p <0,05.
2.6. Etude de la toxicité aigué et de I’activité anti-inflammatoire in vivo
2.6.1. Animaux

Des souris BalbC de sexe males et femelles & statut holoxénique dont le poids varie
entre 20-30g ont été utilisées dans 1’évaluation de la toxicité aigué. Ces animaux ont été
obtenus a partir du centre animalier de I’institut Pasteur d’Algérie. Ils proviennent d’un
élevage de type conventionnel et ne présentent aucun signe clinique de pathologies. Ils ont été
identifiés individuellement et placés dans des cages quelques jours avant le début de 1I’étude
afin de leur permettre de s’acclimater aux conditions du laboratoire (température ambiante,

disposés de granules d’aliments standard et un cycle de lumiére/obscurité de 12/12h).

2.6.2. Evaluation de la toxicité aigué

La toxicité aigué des extraits aqueux de la racine de C. phelipaea a été recherchée a
travers un modele murin selon le protocole établi par 1’Organisation pour la Coopération
Economique et de Développement OECD, 2004 (Organization for Economic Cooperation

and Development).
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2.6.2.1. Traitements des animaux par les extraits aqueux de la racine de C.phelipaea

Les souris ont ¢été mises a jeun pendant 12h avec acces libre a I’eau. Elles ont été
subdivisées pour les deux sexes en 7 lots, constitués chacun de 6 souris. Les lots ont été
arbitrairement attribués pour I’administration par gavage intragastrique des doses de 2 et
5g/kg de poids corporel (PC) des extraits aqueux. Le volume administré est de 10 ml/Kg de
PC.

Les souris ayant subi une mauvaise manipulation lors du gavage ont été exclues de
I’étude et remplacées par d’autres afin de compléter I’effectif des lots.

Les animaux des différents lots ont été traités comme suit:

Lot 1 : représente le lot témoin, gavage intragastrique de NaCl a 0.9%.

Lot 2 : gavage intragastrique du décocté a une concentration de 2g/kg de PC.
Lot 3 : gavage intragastrique du décocté a une concentration de 5g/kg de PC.
Lot 4 : gavage intragastrique de I’infusé a une concentration de 2g/kg de PC.
Lot 5 : gavage intragastrique de I’infusé a une concentration de 5g/kg de PC.
Lot 6 : gavage intragastrique du macérat a une concentration de 2g/kg de PC.
Lot 7 : gavage intragastrique du macérat a une concentration de 5g/kg de PC.

2.6.2.2. Suivi de la mortalité et du comportement

Apreés administration des extraits aqueux DEC, INF et MAC des racines de C. phelipaea
aux doses de 2 et 5g/kg de PC chez les souris des deux sexes, toute mortalité ou déviation du
comportement général associées a 1’administration de ces doses ont été recherchées pendant
les 5 heures qui ont suivi le traitement et intermédiairement pendant les premiéres 24 heures.

Ce suivi a été prolongé quotidiennement durant les 14 jours de traitement.

2.6.2.3. Etude des variations pondérales

L’¢étude de la variation du poids corporel des animaux a été évaluée par le suivi du poids
des animaux au 7°™ et 14°™ jour aprés le traitement. Aprés ce dernier, les animaux ont été
sacrifiés et les poids des organes : foie, reins, rate, poumons et cceur ont été mesurés.
Les variations pondérales entre les animaux temoins non traités et ceux traités par les deux
doses des trois extraits ont été estimées via la comparaison des moyennes du PC et celui des

organes.
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2.6.2.4. Etude statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
USA). La normalité a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. Selon la normalité des
populations, la comparaison des moyennes a été €tudiée soit par les tests d’analyse des
variances a un facteur ANOVA 1 et a deux facteurs ANOVA 2 soit par le test Kruskal-Wallis.
La comparaison multiple a été étudiée par les tests de Holm-Sidak’s ou de Tukey (post
ANOVA) et le test de Dunn (post Kruskal-Wallis). Toutes les valeurs sont exprimées sous

forme de moyenne + Erreur Standards. Le seuil de significativité a été fixé a p <0,05.

2.6.3. Etude de ’activité anti-inflammatoire in vivo

L’étude de I’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux de C. phelipaea a été menée
par le modele inflammatoire de I’cedéme induit par la carragénine tel que décrit par Winter et
al. (1962). Dans ce mode¢le, I’inflammation est induite par injection de la carragénine au
niveau de la patte arriére droite de la souris. Cet agent phlogogéne provoque la formation d’un
cedéme caractéristique d’une réaction inflammatoire aigué dont 1’évaluation est réalisée par la
mesure du diameétre de la patte en fonction du temps permettant ainsi de suivre I’évolution du

processus inflammatoire.

2.6.3.1. Prétraitement des animaux par les extraits aqueux de la racine de C. phelypaea
Des souris BalbC males ont été réparties en 04 lots et mises a jeun pendant 12h avant

I’expérimentation. Le diamétre de la patte arriere droite a ét¢ mesuré a 1’aide d’un pied a

coulisse a To.

Les souris des 04 lots ont subi les traitements suivants :

Lot 1 : représente le lot témoin (n=5). Les animaux de ce lot ont recu une solution de NaCl a
0.9% via un gavage intragastrique.

Lot 2 : représente le lot traité par le décocté (n=5). Les animaux de ce lot ont recu le décocté
de la racine de C. phelypaea a une dose de 250mg/kg de PC via un gavage intragastrique.

Lot 3 : représente le lot traité par I’infusé (n=5). Les animaux de ce lot ont recu I’infusé de la
racine de C. phelypaea a une dose de 250mg/kg de PC via un gavage intragastrique.

Lot 4: représente le lot traité par le macérat (n=5). Les animaux de ce lot ont recu le macérat

de la racine de C. phelypaea a une dose de 250mg/kg de PC via un gavage intragastrique.
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Une heure apres le prétraitement, 1’cedéme a été induit chez les souris des 04 lots par injection

de 50 pl de carragénine a 1% au niveau de leurs pattes arriére droites.

2.6.3.2. Suivi de I’évolution de ’inflammation aprés prétraitement

Aprés induction de I’cedéme, Le diametre de la patte arriere droite des 04 lots a été
mesuré a I’aide d’un pied a coulisse a des intervalles réguliers pendant 5 heures.
Le pourcentage de l’augmentation de ’cedéme a été calculé pour chaque heure selon

1’équation suivante :

% d’augmentation de I’cedéme = [(Dn— Do)/ Do] x100
Avec:
D, : diameétre de la patte arriére droite a chaque heure aprés injection de la carragénine.

Do : diametre de la patte arriere droite avant I’injection de la carragénine.

2.6.3.3. Etude statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
USA). La normalité a été veérifiée par le test de Shapiro-Wilk. La comparaison des moyennes
a été faite par les tests d’analyse des variances ANOVA 1(Analysis of Variance) et Kruskal-
Wallis. Ces tests sont suivis respectivement par les tests de Tukey et de Dunn pour la
comparaison multiple. Toutes les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne * Erreur

Standards a la Moyenne. Le seuil de significativité a été fixé a p <0,05.
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Résultats et discussions

3.1. Criblage phytochimique de la poudre végétale des racines de C. phelipaea

Les résultats expérimentaux des tests de criblage phytochimique réalisés sur le matériel

végetal broyé de la racine de C. phelipaea sont regroupés dans le tableau VII.

Tableau VII : Résultats du criblage phytochimique de la poudre des racines de C. phelipaea

Classes de Caracterisation réactionnelle Photo
COMpPOSEs
Saponines Formation d’une mousse de plus de
2cm indiquant une forte teneur en
saponines
Flavonoides
Libres Coloration rose-orange
Leucoanthocyanes Absence de coloration
anthocyanes Absence de coloration
Tanins
Galliques Apparition d’une coloration bleue
hydrolysables noire

Catéchiques non

Absence de coloration

hydrolysables
Amidon Absence de coloration
Stérols et Formation d’un anneau rouge

triterpénes

brunatre a la surface entre les deux
liquides
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Carotenoides + | Apparition d’une légere coloration
rouge

Oses et holosides | + | Apparition d’une coloration rouge
brique

Mucilage - | Absence de précipité

Coumarines + | Milieu réactionnel trouble

Dérivés - | Absence de coloration
anthracéniques
libres
O-hétérosides - | Absence de coloration
C-hétérosides - | Absence de coloration
Alcaloides - | Pas de milieu trouble

Les signes (+) (-) indiquent respectivement la présence et 1’absence des classes phytochimiques.
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Le criblage phytochimique est un ensemble de tests qualitatifs préliminaires qui sont
menes afin de détecter la présence a la fois des métabolites primaires et secondaires
(Abubakar et Haque, 2020). Les résultats illustrés dans le tableau V11, indiquent la présence

de plusieurs métabolites de type secondaires.

Dans la classe des composes phénoliques, les tests de screening phytochimique
témoignent d’une part, de la présence des flavonoides libres, des tanins galliques
hydrolysables et des coumarines, et d’autre part, de ’absence des flavonoides de type
anthocyanes, leucoanthocyanes et des tanins catéchiques non hydrolysables.

Concernant la classe des terpenes, des résultats positifs sont retrouvés pour les triterpénes et

les caroténoides. Par contre la présence des alcaloides n’a pas été détectée.

Par ailleurs, les résultats ont révélé la présence de certains métabolites primaires et
d’autres composés phytochimiques a savoir, les oses/holosides, les stérols et les saponosides.
Enfin, des résultats négatifs ont été notés pour I’amidon, les mucilages, les dérivés
anthracéniques libres et glycosylés. Cette caractérisation phytochimique préliminaire demeure
peu spécifique, cependant elle pourrait orienter vers une identification plus approfondie des
différents métabolites.

Les arguments scientifiques des utilisations thérapeutique et nutritionnelle des racines
de C. phelipaea sont potentiellement liés a leur composition phytochimique en termes de
phényléthanoides glycosides (PhGs), polysaccharides et iridoides (Fu et al., 2018).
Cependant, les classes phytochimiques révélées positives par le présent criblage (flavonoides,
tanins galliques hydrolysables, coumarines, saponosides, triterpénes stérols et caroténoides)
sont connues pour leur diverses propriétés bioactives et thérapeutiques telles-que anti-
inflammatoire, antidiabétique, anti-tumorale, immunomodulatrice, anti-neurodégénérative et
digestives (Harun et al., 2020 ; Caprarulo et al., 2021 ; Abou Baker, 2022 ; Ghosh et al.,
2022 ; Rostom et al.,, 2022 ; Sharma et al., 2022; Xu et al., 2022). Ces classes

phytochimiques n’ont fait ’objet d’aucune étude préalable chez le genre Cistanche.
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3.2. Etude phytochimique des extraits aqueux de C. phelipaea
3.2.1. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction exprimé en % des trois extraits aqueux a été calculé a partir
de trois extractions indépendantes pour chaque procédé d’extraction. Les résultats sont

représentés dans le tableau V111 et la figure 08.

Tableau VIII: Rendement d’extraction des extraits aqueux des racines de C. phelipaea.

Extrait DEC INF MAC
Rendement (%) 32,45+2,32 20,67+5,22 23,01+4,43
ns
*
40+ ‘ ns

= I

(&)
o
|

-
[=]
1

Rendement d'extraction (%)
2 T

DEC INF MAC

Figure 08 : Rendement d’extraction des différents extraits aqueux de C.phelipaea.

DEC: décoction; INF: infusion; MAC: macération. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM (n =
3). ns : différence non significative, différence significative (*) : p<0,05.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction obtenu a partir du décocté
est plus éleve que ceux obtenus par I’infusé et le macérat. Ce rendement est significativement
plus élevé pour le décocté par rapport a I’infusé (p<0,05) avec un facteur d’augmentation de
1,57. Cependant, bien qu’un rendement plus €levé soit observable pour le décocté par rapport

au macéréat, cette variation reste non significative (p>0.05). De méme, aucune différence
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significative n’est notée entre les rendements obtenus a partir de I’infusé et le macérat
(p>0.05).
3.2.1.1. Discussion

Les extraits bruts sont souvent un réservoir de différentes classes de composés solubles
dans le solvant utilisé, ils sont généralement préparés avec la méthode d'extraction par solvant
(Alara et al., 2021). Cette méthode conventionnelle implique la pénétration du solvant dans
la matrice solide, la dissolution du soluté emportant les molécules solubles dans le solvant
puis ce soluté diffuse a partir de la matrice solide. Ainsi, I’optimisation de 1’extraction par
solvant implique tout facteur capable d’augmenter les paramétres solubilité et diffusion.
L’efficacité de I’extraction est affectée par : la nature du solvant, la taille des particules a
extraire, le ratio solvant/solide, la température et le temps d’extraction (Zhang et al., 2018b).
Au cours de notre étude, nous avons opté pour le solvant aqueux qui représente le solvant
typique de la médecine traditionnelle. Les parametres mouvants des extractions réalisées sont
la température et le temps de chauffage.

Le rendement de 1’extraction est un parameétre important dans la mesure ou il permet de
prévoir la quantité de maticre active exploitable a partir d’'une méthode d’extraction donnée. Il
permet également de prévoir la quantité de matiére seche active exploitable d’un organe
donné issu d’une méme plante ou de plantes différentes. De maniére générale, plusieurs
facteurs peuvent influencer le rendement d’extraction. En effet il varie en fonction de I’espece
et des organes végétaux, de la composition phytochimique, des conditions de récolte ainsi que
celle du séchage. Par ailleurs le solvant et la technique d’extraction influence le rendement

d’extraction (Isidore et al., 2019).

Dans la présente étude, le rendement d’extraction peut étre interprété comme 1’efficacité
du solvant aqueux dans I’extraction des composés bioactifs de C. phelipaea selon différents
procédés d’extraction employés. Il s’agit d’un indicateur des effets de la température et du
temps sur I’extraction des composés polaires a partir de la matrice végétale. Ce rendement
montre une augmentation significative liée a ’augmentation du temps de chauffage dans le
procédé de DEC par rapport a celui de I’'INF. La temperature et le temps de chauffage
augmentent la solubilité des particules ainsi que le coefficient de diffusion (Ennaifer et al.,
2018). Les hautes températures augmentent I’efficacité de 1’extraction en rendant les parois
cellulaires plus perméables au solvant et aux molécules, ce qui fait augmenter ces deux
coefficients (Saklar et al., 2015).
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Par ailleurs, I’utilisation d’un solvant a sa température d’ébullition réduit sa viscosité et
sa surface de tension lui permettant ainsi d’atteindre plus facilement la matrice solide et

d’entrer en contact avec les molécules solubles a extraire (Mezzomo et al., 2011).

Le temps d’extraction prolongé augmente la capacité du solvant de traverser le tissu et
les parois, de méme qu’une augmentation du taux de transfert de masse afin d’augmenter la
perméabilité et la diffusion des metabolites. Il permet par ailleurs, la déprotonation de

molécules induisant I’augmentation du poids en rendement (Kim et al., 2014).

Plusieurs travaux ont montré que la température élevée et un temps d’extraction
prolongé augmentent le rendement de 1’extraction en particulier dans les décoctions. Une série
de travaux de Kim et al. (2013, 2014) sur différentes décoctions de plantes ont montré que la
prolongation du temps d’extraction permettait d’obtenir un meilleur rendement d’extraction,
du contenu total en solides solubles et de certaines molécules phytochimiques comme les
coumarines. De méme, les travaux de Naima et al. (2015) ont montré que 1’augmentation de
la température de 40°C a 80 °C de I’infusion de Acacia mollissima augmente le rendement en
polyphénols et en tanins hydrolysables. Lopes et al. (2019) ont rapporté que la température
est un paramétre qui permet d’obtenir un meilleur rendement d’extraction de plusieurs
composés y compris les sucres a partir du café. Ils ont montré par ailleurs, que le rendement
d’extraction des polysaccaharides galactomannane augmente avec la température alors que

celui de I’arabinogalactane augmente plus avec le temps.

Cependant, notre étude ne révele pas de différence significative entre le rendement du
décoté et celui du macérat. Cela peut étre expliqué par le fait que I’augmentation du temps de
chauffage implique la dégradation de certaines molécules thermosensibles et qui seraient donc

mieux extraites a temperature ambiante (Pisoschi et al., 2016).
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3.2.2. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux

Les valeurs de la teneur en composés phénoliques totaux (CPT) des différents extraits
aqueux déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu et rapportée en équivalents d’acide
gallique sont représentées dans le tableau 1X. Ces résultats montrent que le procédé de DEC a
permis d’extraire une quantité significativement plus ¢levée de composés phénoliques totaux
(92,45+ 0,73 mg EAG /g d’extrait) par rapport aux procédés d’INF et de MAC (79,12 + 1,27
et 78,59 + 4,56 mg EAG /g d’extrait) (p<0,05). Par ailleurs, aucune différence significative
n’a été observée entre ces deux derniers (p>0.05) suggérant ainsi que le court traitement
thermique appliqué pendant l'infusion n’augmenterait pas directement la libération des

composés phénoliques.

D'autre part, le temps de contact au chauffage pourrait étre un facteur prédominant en
permettant une meilleure extraction du fait que le procédé DEC impliquant un temps
d'ébullition plus long a permis D’extraction d’une plus grande quantit¢ de composés
phénoliques trés stables par rapport a I’ INF. Dans ce sens, plusieurs travaux ont montré une
augmentation linéaire du contenu phénolique en fonction de la température et du temps de
chauffage, cela peut étre expliqué par le fait que 1’augmentation de la solubilité et de la
diffusion des composés phénoliques a de hautes températures améliore le transfert de masse
(Lazar et al., 2016 ; El hassani et al., 2019).

Les quantités similaires retrouvées dans ces deux extraits INF et MAC, suggerent que
d'autres types de composés phénoliques pourraient étre plus extractibles par le processus de
macération a froid et seraient des composés phénoliques thermosensibles. En effet, des
températures élevees généralement au-dela de 60°C peuvent provoquer la dégradation
thermique de certains polyphénols (Naima et al., 2015 ; El hassani et al., 2019) tel que les
catéchines qui sont dégradées a partir de 80-85 °C (Saklar et al., 2015).

A notre connaissance, aucune étude n'est disponible sur le contenu en composés phénoliques

de C. phelypaea.
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3.2.3. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Les résultats de la teneur en flavonoides totaux (TFT, tableau 1X) révélent que les
extraits obtenus par les procédés de DEC et INF montrent des quantités similaires en
flavonoides (14,26 + 0,54 et 14,71 + 0,30 mg QE/g d’extrait). Par contre, 1’extrait obtenu par
MAC présente une valeur de 09,85+0,55 mg QE/g d’extrait. Cette derniére est
significativement plus faible par rapport aux deux extraits DEC et INF (p<0,01 et p<0,001
respectivement). Des niveaux plus élevés de TFT ont été obtenus lorsque les extraits ont été
préparés a chaud par rapport a ceux obtenus a température ambiante. Cela peut étre lié a la

haute solubilité des flavonoides a haute température.

Contrairement au CPT, il semblerait que le temps de chauffage n'aurait pas influencé le
rendement d'extraction en flavonoides. De plus, vu que I’infusé contient plus de flavonoides
que le macérat, il semblerait donc que l'augmentation du temps d'extraction a température

ambiante n'a pas compenseé I'absence de chauffage.

Au meilleur de nos connaissances, il n'y a pas de rapports concernant la composition en
flavonoides de C. phelypaea, d’ou un intérét particulier serait souhaitable pour I'étude des
flavonoides dans cette plante notamment au niveau de la partie aérienne. En effet, les organes
aériens comme les fleurs et les feuilles sont généralement plus riches en flavonoides. Cette
dominance est expliquée par le fait que cette partie est plus exposée au soleil, nécessitant ainsi
une forte production de flavonoides ayant un réle protecteur contre les radiations solaires
(Chirinos et al., 2013 ; Lezoul et al., 2020).

3.2.4. Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés meéthyles et les
polysaccharides) au niveau des trois extraits agueux a montré une augmentation significative
(p<0,05) du contenu en sucres contenus dans le décocté par rapport a celle de I’infusé et du
macerat (tableau 1X). Ce résultat indique que I’augmentation du temps de chauffage permet
une extraction plus importante des sucres. En effet, I'extraction des polysaccharides connus
comme étant des constituants majeurs de Cistanches herba est influencé par la température.
Zhang et al. (2016) ont démontré que 1’augmentation de la température entre 30 et 50 °C

pendant 40 min augmente le rendement en polysaccharides des tiges de C. tubulosa.
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Tableau IX : Teneurs en composés phénoliques totaux (CPT), en flavonoides (TFT) et en
sucres totaux dans les différents extraits aqueux des racines de C. phelypaea.

Extrait | CPT TFT Sucres totaux
(mg EAG /g d’extrait) (mg EQ /g d’extrait) (mg/g d’extrait)
DEC | 92.45%0.73 14.26+0.54° 130.8 +4.91°
INF 79.12+1.27° 14.71+0.30° 103.2+7.06°
MAC | 78.59+4.56" 9.85+0.55" 99.72+0.88"

Les valeurs représentent la moyenne + SEM de trois essais indépendants utilisant 3 échantillons dans
chaque essai (n=3). Les différentes lettres en exposant dans la méme colonne indiquent des différences
significatives (p<0,05). EAG, équivalents en acide gallique; EQ, équivalents en quercétine.

3.2.5. Analyse LC-ESI-QTOF-MS

L'étude phytochimique LC-ESI-QTOF -MS des différents extraits aqueux des racines de
C. phelypaea a été réalisée a la fois en mode d'acquisition négatif et positif. Les ions séparés
sur la base du rapport m/z sont déterminés proportionnellement a leur abondance. Ce résultat
est obtenu sous forme de spectre de masse qui représente le tracé entre I'abondance des ions et
le rapport m/z. Les composés détectés dans les profils chromatographiques ont été attribués

suivant les données de la littérature (tableau X).

La quantification des composés caractérisés a été exprimée en pourcentage d'abondance
relative pour chaque composé dans les trois extraits aqueux, détectés dans les modes
d'acquisition négatif et positif (figures 09 et 10, Annexe 4/ tableau 1 et 2). Ces résultats nous
permettent de mettre en évidence certaines variations quantitatives dans les profils chimiques
des trois extraits aqueux, DEC, INF et MAC.

Dans notre étude, l'analyse par spectrométrie de masse en mode négatif a révélé un
profil complexe constitué de 14 composeés, alors qu'en mode positif 6 composés ont été
détectés. D'un point de vue qualitatif, les analyses ont montré des compositions similaires des
composés identifiés au niveau des trois extraits aqueux. Il s’agit de composés de type PhGs et
iridoides glycosides. Cette observation est cohérente avec les différents travaux de I'analyse
phytochimique de Cistanches herba, indiquant que ces composés, avec les lignanes, les
alditols, les oligosaccharides et les polysaccharides sont les principaux constituants
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phytochimiques de ce genre (Jiang et Tu, 2009; Liu et al., 2013; Bougandoura et al., 2016;
Song et al., 2016; Ahn et al., 2017; Yan et al., 2017; Fu et al., 2018).

Les spectres MS des PhGs et des iridoides glycosides indiquent que les analytes sont
détectables en mode positif en tant qu'adduits avec des ions inorganiques, tels que [MNH,]",
[MNa]* and [MK]" (tableau X), cela a déja été souligné pour les PhGs par d'autres auteurs
(Jiang et Tu, 2009). Probablement, ce comportement peut avoir été encore renforcé par les
procédures d'extraction a base d'eau adoptées dans notre étude. Par contre, dans le mode
négatif, les signaux importants ont été observés sous forme de [M- H] (tableau X), comme il
a été précédemment rapporté (Song et al., 2019).

Les profils chimiques obtenus en mode négatif ont révélé la présence de certains
composes avec les mémes ions moléculaires mais avec différents temps de rétention (Tr,
tableau X). Afin d'obtenir des informations supplémentaires sur ces profils, nous avons
effectué une analyse LC-ESI-MS/MS (tableau XI, figure 09). Ainsi, il a été possible de
détecter 05 couples d'isoméres (composés 1-4, 6-8, 11-12, 13-14 et 15-16) dont chacun de ces
couples posséde le méme profil moléculaire ionique et de fragmentation. Cependant I'analyse
LC-ESI-MS/MS n'a révélé aucune différence structurale entre ces isoméres, ce qui implique
que d'autres stratégies, telles que des analyses MS multiples, la résonance magnétique
nucléaire  RMN ou I'utilisation d'étalons spécifiques seront nécessaires pour une

caractérisation plus précise de ces molécules.

Les PhGs sont des composés hydrosolubles appartenant a la classe de polyphénols dont
la structure chimique est caractérisée par un groupement alcool phénéthylique (Cs-Cy) lié au
B-glucopyranose/B-allopyranose. De plus, les substituants tels que des acides aromatiques et
des sucres sont souvent liés a la structure centrale par des liaisons ester ou glycosidique (Xue
et Yang, 2016). Généralement, les PhGs de Cistanches herba se trouvent sous forme de
glycosides monosaccharidiques, disaccharidiques ou trisaccharidiques. L’une des
caractéristiques particulieres de ce genre est que la forme disaccharidique comprend
généralement une liaison Glucose (3—1) Rhamnose, ou le glucose li¢ a l'aglycone est
généralement substitué en C4 ou Cg par un groupement caféoyle ou coumaroyle, tandis qu'en
position Cg, un glucose supplémentaire, ou rhamnose, apparait dans le cas des glycosides
trisaccharidiques (Jiang et Tu, 2009). Actuellement, 69 PhGs ont été identifies par HPLC-
LTQ-orbitrap-MS gréace a I'analyse de trois espéces différentes (Fu et al., 2018).
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La présente analyse nous a permis d’identifier deux PhGs de type monoglycosides en
mode positif, correspondant au salidroside (composé 3) et a la syringine (composé 9) (tableau
X). De plus, 4 paires de PhGs de type disaccharides caféoylés ont été identifiées en mode
négatif, chacune d'elles correspondant a une paire d'isomeres (composé 6-8, 11-12, 13-14 et
15-16). Le profil MS/MS de ces composés est marqué par la présence d'au moins un des
fragments a 179, 161 et 135 m/z qui dérivent respectivement, du clivage d'un fragment d'acide
caféique (AC), de sa déshydratation et de sa décarboxylation (tableau. XI, figure 12, 13, 14,
15) (Wang et al., 2009).

Par conséquent, les composés 6 et 8 ont été identifiés comme étant le cistanoside F et
son isomére. Cependant, il nous a été possible de discriminer la deuxiéme paire d'isomeres, en
attribuant le compose 11 a l'actéoside et le composé 12 a l'isoactéoside sur la base de leurs Tr
(tableau XI) et de leur abondance relative. En effet, selon ce qui a été montré par différents
auteurs grace a l'utilisation d'étalons authentiques en chromatographie en phase inverse, le
premier s'élue en premier et est I'un des principaux PhGs retrouvé dans le genre Cistanche
(Han et al., 2012; Shi et al., 2013; Cui et al., 2016; Li et al., 2016a). De plus, la paire 13-14
est attribuée au campnéoside II et a son isomére. Cette molécule est une forme B-hydroxylée
d'actéoside qui suit le mode de fragmentation typique des PhGs de type actéoside, a
I'exception d'un ion distinctif a 151 m/z (figure 14) correspondant a une fraction
déshydrophénéthanol (Shi et al.,, 2013). Les composés 15-16 sont attribués au 2’
acétylactéoside/tubuloside B. Selon I'étude de Li et al. (2016b), sur la base des différents Tr,
il nous est possible de supposer que le premier pic chromatographique corresponde au 2'-
acetylactéoside et le second au tubuloside B. Cependant, d'autres études sont nécessaires pour

vérifier cette hypothese.

Par ailleurs, quatre PhGs trisaccharides ont été également identifies en mode négatif
(tableau XI, figures 16 et 19). Le premier correspond a I'échinacoside (composé 17) qui est un
autre PhG majeur avec l'actéoside chez les especes de Cistanche, le composé 20 est attribué a
un dérivé acétylé de I'échinacoside qui est le tubuloside A. Le composé 19 est attribué au
kankanoside Hi/H; sur la base d'une substitution acétylée et d'un fragment coumaroyl indiquée
dans le profil MS/MS par les pertes séquentielles de -42 m/z et par I'ion diagnostique a 145
m/z, respectivement (tableau XI, figure 18) (Morikawa et al., 2010; Li et al., 2014). Le
composé 18 est attribué au pheliposide. Ce dernier differe par rapport au tubuloside A en

étant substitué par du xylose au lieu du glucose (Andary et al., 1985). Sur la base du
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mécanisme de fragmentation classique des PhGs, nous pouvons supposer que le pheliposide
pendant la fragmentation a produit I'ion a 635 m/z en perdant sa fraction AC, et I'ion a 593
m/z par les pertes simultanées de I’AC et de l'acétyle en position C, (tableau XI, figure 17).
Un dernier trisaccharide caféoylé est identifié comme étant le cistantubuloside C,/C,

(composé 10) en mode positif (tableau X).

En plus des PhGs, nos résultats ont également permis la caractérisation de cing
iridoides. Cette famille est considérée comme l'un des dérivés cyclopentanoides
monoterpéniques les plus nombreux et peut se présenter soit sous forme glycoside ou

aglycoside notamment dans le genre Cistanche (Bianco, 1994; Jiang et Tu, 2009).

Trois iridoides glycosides ont été identifiés en mode positif par I'analyse LC/MS, il
s’agit du 6-désoxycatalpol (composé 2), bartsioside (composé 5) et le gluroside (composé 7)
(tableau X). De plus, un iridoide et son isomere ont été caractérisé en mode négatif LC-
MS/MS en tant qu'acide 8-épiloganique (composés 1-4) en raison des pertes neutres de
résidus de glucose (213 m/z) et de CO, (169 m/ z) (tableau XI et figure 11).

La majorité des études phytochimiques de Cistanches herba se sont focaliser sur les
especes C. tubulosa, C. deserticola et C. sinensis, mais seules quelques données sont
disponibles sur I’espéce phelypaea. Nos résultats corroborent avec les études montrant
principalement les mémes composés (Melek et al., 1993; Deyama et al., 1995; Trampetti et
al., 2019). De plus, le cistanoside F, le campnéoside Il, le kankanoside Hi/H,, le
cistantubuloside C1/C; et I'acide 8-épiloganique sont rapportés ici pour la premiere fois chez

cette espece.

Jusqu'a présent et au meilleur de notre connaissance, le pheliposide n'a été retrouvé que
chez I'espéce C. phelypaea (Melek et al., 1993). Néanmoins, Deyama et al. (1995) ainsi que
Trampetti et al. (2019), qui ont étudié respectivement les parties aériennes de la plante
récoltée au Qatar et I'ensemble de la plante a fleurs récoltée au Portugal, n'ont pas signalé son
identification chez C. phelypaea. Il est a signalé que ces études ont utilisé du matériel vegétal
issu de différentes périodes de récolte, différents solvants et differentes méthodes d'extraction

et d'analyse.
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Globalement et compte tenu du fait que malgré le grand nombre d'études
phytochimiques menées sur différentes especes du genre Cistanche, le pheliposide n'a pas été
isolé ou identifié chez ces derniéres (Fu et al., 2018), il est donc possible de proposer
I'utilisation de cette molécule comme marqueur chimiotaxonomique typique de C. phelypaea

au sein du genre Cistanche, du moins pour I'organe racinaire.

Par contre, dans notre étude, nous n'avons pas identifié les composés tubuloside E et
ajugol, tel que précedemment décrits par Deyama et al. (1995); cela peut étre dd a plusieurs
facteurs, notamment la méthode d’extraction et le solvant utilisé, les organes végétaux et/ou la
période de récolte. En effet, ces deux composés ont été identifiés dans I'extrait méthanolique
des parties aériennes de C. phelypaea récoltée au Qatar durant le mois de mars. Il serait par
ailleurs intéressant de noter que cette différence suggére une possible variabilité dans la

synthése de ces métabolites secondaires, selon I'organe et le stade de croissance de la plante.

A l'appui de cette hypothese, Trampetti et al. (2019) ont rapporté une variation de la
composition en métabolites secondaires des extraits aqueux de différents organes de C.
phelypaea, montrant que les PhGs, dominés par I'échinacoside, se trouvaient principalement
dans les racines tandis que les iridoides, comprenant le bartsioside, I'ajugol et le gluroside,
étaient plus abondants dans les fleurs. Ils ont également mentionné que les tiges de C.
phelypaea contenaient a la fois des PhGs (essentiellement du tubuloside A et du 2'-
acétylactéoside) et des iridoides. Récemment, quatre nouveaux PhGs trisaccharidiques portant
des substituants coumaroyl ont été isolés a partir d'un extrait butanolique de la partie aérienne

de C. phelypaea, poussant dans le sud-ouest de I'Algérie (Beladjila et al., 2018).

Comme nous l'avons décrit, dans notre étude, le méme schéma chromatographique
qualitatif a été retrouveé pour les trois types d'extraction. Cependant, une différence évidente a
été observée dans l'abondance relative de certains composés. Ces composés comprennent
I'acide 8-épiloganique et son isomere, le cistanoside F et son isomére, ainsi que l'actéoside,
I'isoactéoside, les deux isomeéres du 2'-acétylactéoside/tubuloside B et la syringine (figures 09
et 10).
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Les composés actéoside, isoactéoside et 2'-acétylactéoside/tubuloside B sont
significativement plus abondants dans la DEC et/ou I'lNF que dans la MAC (figure 09). Ceci
pourrait étre attribué a leur grande solubilité dans I'eau chaude. De plus, I'isoactéoside et I'un
des deux isomeéres du 2’-acétylactéoside/tubuloside B ont été extraits plus efficacement par la
DEC que par I'INF (figure 09). Ces résultats suggerent la nécessité d'un temps de contact plus
long dans l'eau a température d'ébullition pour une meilleure extraction de ces PhGs
disaccharides. Fait intéressant, dans ce cas, est que tous ces composés, ayant un
comportement identique dans les procédures d'extraction a température modifiée, sont
structurellement homologues. Leurs structures chimiques sont similaires, constituées de trois
fractions chimiques : CA, hydroxytyrosol (3,4 alcool dihydroxyphénéthylique),

phényléthanoide aglycone et rhamnose.

Cependant, la procédure MAC a montré plus d'efficacité dans I'extraction de I'acide 8-
épiloganique et du cistanoside F, avec leurs isomeres respectifs (figure 09) et la syringine
(figure 10). Ces résultats suggerent d’une part que l'acide 8-épiloganique, le cistanoside F et la
syringine seraient principalement plus extractibles a température ambiante en raison de leur
instabilité thermique ou que d’autre part, la durée prolongée du traitement thermique ait

dégradé une partie de ces composés.
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Tableau X : Composés identifiés par LC-ESI-QTOF-MS au niveau des extraits aqueux des

racines de C. phelypaea.

N. | Composé Formule Mode de | Tr (min) m/z Référence
formation
1 Acide 8-epiloganique C16H24010 [M-HT 4.69+0.10 | 375.13 | Yoshizawa et al., 1990
(isomere A)
2 6-deoxycatalpol C15H2,04 [MNH,] 476 +0.10 | 364.16 | Yoshizawa et al., 1990
[MNa]* 369.11
[MK]* 385.09
[2MNa]* 715.24
3 Salidroside C14H,004 [MNH,]* 5.36 £ 0.08 | 318.15 | Yuejieetal., 2017
[MNa]* 323.11
[MK]* 339.08
4 Acide 8-epiloganique CaH24010 [M-HT 5.88+0.12 | 375.13 | Yoshizawa et al., 1990
(isomére B)
5 Bartsioside C15H»0g [M+H]" 7.24+0.08 | 331.14 | Yuejieetal., 2017
[MNH,]* 348.16
[MNa]* 353.12
[MK]* 369.09
[2MNa]* 683.25
Cistanoside F (isomére A) C,1H25043 [M-HT 8.01+£0.17 | 487.15 | Kobayashi et al., 1985
Gluroside C15H2408 [MNH,] 8.06 £ 0.13 | 350.18 | Yuejie et al., 2017
[MNa]* 355.14
[MK]* 371.11
[2MNa]* 687.28
8 Cistanoside F (isomére B) C1H25043 [M-HT 8.35+0.15 | 487.15 | Taoetal., 2018
Quirantes-piné et al.,
2009
9 Syringine C17H,404 [MNH,]" | 11.10+0.06 | 390.17 | Yuejie et al., 2017
[MNa]* 395.13
[MK]* 411.10
[2MNa]* 767.27
10 Cistantubuloside C,/C, C35H4601 [MNH,]" | 15.68+0.11 | 820.28 | Yuejie et al., 2017
[MNa]* 825.24
11 Acteoside CioH36015 [M-HT 19.74 £ 0.10 | 623.20 | Kobayashi et al., 1985
12 Isoacteoside CaoH36015 [M-HT 20.85+£0.09 | 623.20 | Kobayashi et al., 1985
13 Campneoside Il (isomere A) CaoH36016 [M-HT 16.97 £ 0.13 | 639.19 | Imakura et al., 1985
14 Campneoside Il (isomére B) CaoH36016 [M-HT 17.15+£0.13 | 639.19 | Imakura et al., 1985
15 | 2'-acetylacteoside/Tubuloside B | Cs3;H33044 [M-HT 2258 £0.10 | 665.21 | Lietal., 2016b
16 | 2'-acetylacteoside/Tubuloside B | Cs31H33044 [M-HT 24.09+0.12 | 665.21 | Lietal, 2016b
17 Echinacoside C35H46040 [M-HT 17.41+£0.13 | 785.25 | Kobayashi et al., 1985
18 Pheliposide C36H46050 [M-HT 21.85+0.10 | 797.25 | Jedrejek et al., 2020
19 Kankanoside H;/H, C37H4504 [M-HT 21.25+0.08 | 811.27 | Morikawa et al., 2010
20 Tubuloside A C37H4505; [M-HT 19.93+0.10 | 827.26 | Taoetal., 2018
Chen et al., 2018b

N.: nombre du pic chromatographique. Mode de formation: ions sélectionnés en mode d’acquisition négatif (°)
ou positif (*). Tr: temps de rétention (min). m/z: ratio masse sur charge de ’ion sélectionné.
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Tableau XI : Composés identifiés par LC-ESI-MS /MS en mode négatif au niveau des

extraits aqueux des racines de Cistanche phelypaea.

N. | Compose Tr (min) [M-H] | EC | Fragments ioniques Référence
m/z V) (m/z)
1 Acide 8-epiloganique 469+0.10 | 375.13 | 30 213.07 - 169.08 - Lietal., 2016b
(isomére A) 151.07 Song et al., 2016
4 Acide 8-epiloganique 5.88+0.12 | 375.13 | 30 213.07 - 169.08 - Lietal., 2016b
(isomére B) 151.07 Song et al., 2016
6 Cistanoside F 8.01+£0.17 | 487.15 | 30 179.03 - 161.02 - Lietal., 2016b
(isomére A) 135.04
8 Cistanoside F 8.35+0.15 | 487.15 | 30 179.03 - 161.02 - Lietal., 2016b
(isomére B) 135.04
11 Acteoside 19.74 £0.10 | 623.20 | 40 461.16 - 161.02 - Cuietal., 2016
135.04 Lietal., 2016a
12 Isoacteoside 20.85+0.09 | 623.20 | 40 461.16 - 161.02 - Cuietal., 2016
135.04 Lietal., 2016a
13 Campneoside |1 16.97 £0.13 | 639.19 | 30 621.17 - 529.14 - Song et al., 2016
(isomere A) 459.14 - 179.03 - Shi etal., 2013
161.02 - 151.03
14 Campneoside |1 17.15+0.13 | 639.19 | 30 621.17 - 529.14 - Song et al., 2016
(isomere B) 459.14 179.03 - Shi etal., 2013
161.02 - 151.03
15 2'-acetylacteoside/ 2258 +0.10 | 665.21 | 30 503.16 - 461.16 - Li et al., 2016b
Tubuloside B 161.02 Shietal., 2013
16 2'-acetylacteoside/ 24.09 £0.12 | 665.21 | 30 503.16 - 461.16 - Li et al., 2016b
Tubuloside B 161.02 Shi et al., 2013
17 Echinacoside 17.41+£0.13 | 785.25 | 40 623.21 - 161.02 Lietal., 2016b
18 Pheliposide 21.85+0.10 | 797.25 | 40 635.21-593.20 - Jedrejek et al., 2020
161.02
19 Kankanoside H,/H, 21.25+0.08 | 811.27 | 40 769.25 - 665.22 - Zhang et al., 2015
647.21- 623.21 -
605.20 - 477.16
145.03
20 Tubuloside A 19.93+£0.10 | 827.26 | 40 665.22 - 623.21 - Lietal., 2016b
161.02 Song et al., 2016

Tr: temps de rétention (min). [M-H]': ratio masse sur charge (m/z) de I’ion précurseur. EC: énergie de collision.
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Figure 09 : Abondance relative des composés identifiés au niveau des extraits aqueux des

racines de C. phelipaea par analyse LC-ESI-QTOF-MS en mode d’acquisition négative.
DEC: décoction; INF: infusion; MAC: macération. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM (n =
3). Différentes lettres indiquent des différences significatives selon le test ANOVA suivi du test Tukey. ns :
différence non significative, différence significative (*) : p<0,05, différence hautement significative (**):
p<0.01, (****) : p<0,0001.
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Figure 10 : Abondance relative des composés identifiés au niveau des extraits aqueux des
racines de C. phelipaea par analyse LC-ESI-QTOF-MS en mode d’acquisition positif. DEC:
décoction; INF: infusion; MAC: macération. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM (n = 3).
Différentes lettres indiquent des différences significatives selon le test ANOVA suivi du test Tukey. ns :
différence non significative, différence significative (*) : p<0,05, différence hautement significative (**):
p<0.01.
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Figure 11 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS des molécules 01 et 04
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Figure 12: Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS des molécules 06 et 08
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Figure 13 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS des molécules 11 et 12
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Figure 14 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS des molécules 13 et 14
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Figure 15 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS des molécules 15 et 16
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Figure 16 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS de la molécule 17
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Figure 17 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS de la molécule 18
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Figure 18 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS de la molécule 19
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Figure 19 : Spectre de masse LC-ESI-QTOF-MS/MS de la molécule 20

68



Résultats et discussions

3.2.6. Discussion

Au cours de notre étude nous avons utilise comme solvant d’extraction I'eau, cette
derniere est considérée comme solvant universel qui permet de dissoudre un plus grand
nombre de substances par rapport aux autres solvants chimiques (Machmudah et al., 2022).
Elle permet d’extraire les molécules polaires appartenant a différentes classes phytochimiques
comprenant les composés phénoliques, les terpénes, les saponines, les tanins, les PhGs, les
sucres et les iridoides (Azmir et al., 2013). Deux parameétres ont été variés a travers trois
procédés d’extraction aqueuse DEC, INF et MAC. Ces parametres sont la température et le

temps de chauffage.

La synthese des résultats obtenus a partir de I’étude phytochimique des extraits aqueux
DEC, INF et MAC des racines de C. phelipaea nous menent a discuter deux aspects :

qualitatif et quantitatif.

Sur le plan qualitatif, nos résultats indiquent que ces trois extraits aqueux représentent
une importante source en composés phénoliques y compris les flavonoides et les PhGs ainsi
qu’en iridoides et en sucres. La présence de ces composés ne semble pas varier dans ces trois
processus ce qui souligne que la température et la durée de chauffage n’influence pas la

composition en terme qualitatif.

D’un point de vue quantitatif, les résultats montrent globalement que la DEC permet
d’obtenir une quantité plus importante de composés par rapport aux procédes INF et MAC.
En effet, la DEC a permis 1’obtention d’un contenu plus important en composes phénoliques
totaux, en sucres totaux et en PhGs de type isoactéoside et 1’un des isomeres 2'-
acetylactéoside/tubuloside B. Cela explique que ces molécules phénoliques thermostables et
les sucres sont plus extractibles avec 1’augmentation du temps de chauffage. Cependant,
d’autres composeés phénoliques qui sont les flavonoides et les PhGs de type acteoside et 1’un
des isomeéres 2’-acetylactéoside/tubuloside B ont été mieux extraits a la fois par la DEC et
I’INF par rapport & la MAC indiquant que 1’extraction de ces molécules nécessite le chauffage

sans tenir compte du facteur temps.

Bien que la DEC et I’INF présentent un meilleur pouvoir extracteur de ces molécules
citées, la MAC est un procédé qui a permis d’autre part I’extraction d’une quantité plus

importante de I’iridoide acide 8-epiloganique, les PhGs de type cistanoside F et son isomere
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ainsi que la syringine. De méme, malgré que le rendement d’extraction globale de la DEC soit
significativement plus élevé que I'INF, il n’existe pas de différence significative de ce
rendement entre la DEC et la MAC. De ce fait, nous pouvons déduire qu’il existe une
compensation entre ces deux procédés ; alors que la premiére permet une meilleure extraction
des composés thermostables, la MAC présente une meilleure extraction des composés
thermosensibles.

3.3. Etude in vitro de I’activité antioxydante de C. phelipaea

Les antioxydants intéressent de plus en plus les scientifiques du domaine alimentaire et
les professionnels de la santé en raison de leurs rbles protecteurs dans les produits
alimentaires contre la détérioration oxydative et dans I'organisme contre les processus
pathologiques médiés par le stress oxydatif. La recherche efficace des sources d'antioxydants
naturels et la conception de nouveaux composés antioxydants nécessitent des méthodes

fiables d'évaluation de I'activité antioxydante (Munteanu et Apetrei, 2021).

L’étude du pouvoir antioxydant d’un extrait végétal par un protocole fiable requiert au
minimum deux tests (Jamkhande et al., 2016) afin de considérer les différents mécanismes
réactionnels impliqués dans le pouvoir antioxydant exercés par les constituants
phytochimiques (Wong et al., 2006 ; Igbal et al., 2015). Ceci est d0 au fait que les composes
antioxydants agissent de différentes manieres contre les radicaux libres (Prior et al., 2005).

A cet effet, nous avons utilisé dans la présente recherche trois tests afin d’évaluer le potentiel

antioxydant des décocté, infusé et macérat obtenus a partir de la racine de C. phelipaea.

3.3.1. Essai de piégeage du radical DPPH

L'évaluation du potentiel de piégeage des radicaux libres a été réalisée dans notre étude
par le systéme le plus répandu qui est celui du radical DPPH. Cette méthode colorimétrique
standard et facile refléte la propriété de piégeage d'une molécule antioxydante, par sa capacité
a transférer a la fois I'atome d'hydrogeéne ou I'électron au radical azoté stable DPPH de couleur
violette qui est ainsi réduit en DPPH; de couleur jaune, entrainant ainsi un changement
d'absorbance. La mesure de la quantité de DPPH n'ayant pas réagi est corrélée a la capacité
antioxydante.

Nos résultats ont montré que le test DPPH a révelé un remarquable potentiel de

piégeage des différents extraits aqueux DEC, INF et MAC. En effet, des concentrations
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croissantes de ces extraits allant de 3,9 a 125ug/ml induisent des augmentations de 1’activité
anti-radicalaire RSA qui est exprimée en pourcentages d’inhibition du radical DPPH de
maniere dose dépendante (figure 20). Ces résultats sont en accord avec des études antérieures
qui ont rapporté des activités élevées de piégeage du radical DPPH de différents extraits de
Cistanches herba (Elkamali et Hamed, 2015 ; Peng et al., 2016 ;Wang et al., 2017a).

L’estimation et la comparaison des activités de piégeage du radical DPPH par les trois
extraits ont été effectuées par le calcul des IC50. Comme le montre le tableau XII, aucune
différence significative p>0,05 n’a été retrouvée entre les valeurs des IC50 des trois extraits
aqueux, ce qui indique que ces derniers présentent le méme potentiel de piégeage dans le
systeme DPPH.

Les études comparatives de 1’extraction par différents solvants a partir de différentes
parties et de la plante entiere C. phelypaea ont montré que le meilleur potentiel de piégeage
des radicaux DPPH est exercé par les extraits aqueux (Aboul-Enein et al., 2012 ; Trampetti
et al., 2019). De plus, les travaux réalisés par Trampetti et al. (2019) concernant l'activité de
piégeage de différents radicaux par les tiges, les racines et les fleurs de C. phelypaea ont
révélé que les extraits aqueux des racines présentaient le meilleur potentiel de piégeage du
DPPH avec une valeur 1C50 de 0,37 mg/ml. Cette derniére est supérieure aux valeurs 1C50
retrouvées dans notre étude pour les trois extraits aqueux, indiquant un potentiel de piégeage

plus faible.

Différents travaux ont rapporté que certains composés identifiés au cours de notre étude,
en particulier les PhGs, exercent des potentiels de piégeage du radical DPPH allant d’une
capacité modérée a puissante. Ces composés ont été isolés a partir du genre Cistanche et
d'autres plantes. Certains d'entre eux ont montré des valeurs IC50 égales ou inférieures a
celles obtenues par des standards comme I'a-tocopherol et le BHT (Xiong et al., 1996; Si et
al., 2013).

Cependant, la force du potentiel de piégeage de ces composés varie selon les études. Par
exemple, Xiong et al. (1996) ont isolé 9 PhGs a partir de C. deserticola, parmi lesquels le
tubuloside B qui s'est avéré le plus puissant piégeur du DPPH. Par ailleurs, le 2'-
acétylactéoside a été signalé comme présentant le meilleur potentiel de piégeage parmi 6
autres PhG isolés a partir de C. salsa (Yang et al., 2009). Dans ces études, le potentiel de
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piégeage des molécules a été lié a la présence de groupements catéchols, le nombre et la
position des groupements hydroxyles, la présence du groupement 2-acétyle au milieu du
glucopyranose et I’encombrement stérique. Jedrejek et al. (2020) ont également rapporté que
les PhGs possédant la fraction caféoyle dans leur structure ont montré des activités de

piégeage plus fortes que ceux contenant des fractions féruloyl et p-coumaroyl.

Il a également été rapporté que les iridoides exercent un potentiel de piégeage du DPPH
qui augmente avec la présence des substitutions dihydroxybenzoyle et caféoyle au niveau de

leur structure (Jensen et al., 2010).

== DEC
150- - |INF
-= MAC
== AAS
5100' P _ :
7p]
X 50-
0 1 1 1
0 50 100 150

Concentration pg/ml

Figure 20 : Activité anti-radicalaire RSA exprimée en pourcentage d’inhibition du radical
DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits aqueux des racines de C.

phelipaea. DEC: décoction; INF: infusion; MAC: macération, AAS : acide ascorbique.

3.3.2. Essai du pouvoir antioxydant reducteur ferrique

Le test FRAP a été réalisé afin d'évaluer la capacité des différents extraits aqueux a
réduire l'ion ferrique (Fe*®) en ferreux (Fe*?). De la méme maniére que dans le systéme
DPPH, l'activité réductrice augmente de maniere dose dépendante indiquant ainsi un bon
pouvoir réducteur des analytes. Comme nous pouvons le voir a partir des valeurs EC50

affichées dans le tableau XII, aucune différence significative p>0,05 n’a été observée entre les
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valeurs EC50 de DEC et INF, indiquant ainsi des potentiels de réduction similaires pour ces

deux extraits.

Cependant, I'extrait MAC montre un pouvoir réducteur significativement plus faible par
rapport aux deux extraits précédents (p<0,05), suggérant de ce fait que certaines molécules
antioxydantes pourraient étre mieux extraites a I'eau chaude. Le pouvoir réducteur des extraits
végétaux est lié¢ a I’oxydabilité des composés chimiques capables de transférer des électrons et
il a été rapporté que la capacité de réduction la plus efficace est obtenue par des composes

extraits par I’eau a partir de différentes plantes (Wong et al., 2006 ; Akhtar et al., 2018).

Des études antérieures ont révélé un bon pouvoir réducteur du fer ferrique de différents
extraits de Cistanches herba (Xiong et al., 2013 ; Peng et al., 2016 ; Piwowarczyk et al.,
2020). Néanmoins, les données de ces études ne peuvent étre comparées aux nétres, car les
valeurs sont exprimées difféeremment. Pour l'instant, au meilleur de notre connaissance, il
n’existe pas d’études qui ont été menées sur le pouvoir réducteur du fer ferrique de I’espéce

C. phelipaea.

3.3.2.1. Etude de la corrélation entre le pouvoir antioxydant réducteur ferrique et le
contenu en composes phénoliques, flavonoides et sucres totaux

La différence significative retrouvée dans le pouvoir FRAP des extraits aqueux DEC,
INF et MAC des racines de C. phelipaea nous a mené a étudier la corrélation entre ce pouvoir
et le CPT/TFT/sucres totaux. Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 21, 22 et
23.
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Figure 21 : Analyse de la corrélation entre le pouvoir antioxydant réducteur ferrique FRAP et

le contenu en composés phénoliques totaux CPT. ns : différence non significative.

(4]

o

o
|

i

(4]

o
1

EC50/ FRAP (ug/ml)
w oY
(4] o
T 2

300

8

1 1 1
10 12 14 16
TFT (mg QE/g d’extrait)

Figure 22 : Analyse de la corrélation entre le pouvoir antioxydant réducteur ferrique FRAP et

la teneur en flavonoides totaux TFT. (*) : différence significative (p<0,05).
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Figure 23 : Analyse de la corrélation entre le pouvoir antioxydant réducteur ferrique FRAP et

le contenu en sucres totaux. (ns) : différence non significative (p>0,05).

Ces résultats ne montrent aucune corrélation significative entre le pouvoir antioxydant
FRAP et le CPT des trois extraits aqueux (p>0,05, r = - 0,56). De méme, aucune corrélation
n’a €té retrouvée entre le pouvoir antioxydant FRAP et la concentration en sucres totaux
(p>0,05, r = - 0,61). Par contre une corrélation significative a été retrouvée entre le pouvoir
antioxydant FRAP et la TFT des trois extraits aqueux (p<0,05, r = - 0,99). Cette corrélation
négative entre ’EC50 et la TFT montre que la concentration effective 50 évolue inversement
au taux de flavonoides contenus dans les trois extraits aqueux. De ce fait, il semblerait que le
pouvoir réducteur ferrique de ces extraits n’est pas lié au contenu en composés phénoliques
totaux. Cependant, ce pouvoir réducteur serait fortement dépendant du taux de flavonoides au

niveau des extraits aqueux.

3.3.3. Détermination de I’activité antioxydante totale

Ce test évalué par la méthode au phosphomolybdéne qui est basée sur la réduction de
Mo (VI) en Mo (V) par l'extrait a pH acide. Tous les extraits testés ont montré une grande
capacité antioxydante sans différence significative de leurs valeurs (p>0,05) (tableau XII). Au
meilleur de notre connaissance, aucune valeur de I’AAT n'a été rapportée auparavant pour le

genre Cistanche.
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Notre étude montre des résultats similaires obtenus par les tests AAT et DPPH.
Cependant, bien que les tests FRAP et AAT sont tous les deux basés sur les propriétés de
réduction des composés, différents pouvoir antioxydants ont été obtenus par ces deux tests,
indiquant que les différentes conditions de reaction et les différents ions métalliques

réductibles, impliquent différentes molécules antioxydantes contenues dans ces extraits.

Tableau  XII : Activités antioxydantes des différents extraits aqueux des racines de C.
phelipaea

Extrait Activité de piégeage Pouvoir antioxydant | Activité
du radical DPPH réducteur ferrique antioxydante totale
ICso (g/ml) ECso (ng/ml) mg EsAAS /g extrait
DEC 19,545 + 0,993° 321,6+ 6,87° 319,93 + 3,26°
INF 19,061 +0,211° 327,8+ 16,01° 326,92 + 10,64
MAC 22,748 + 1,498 458,6+ 20,56 " 324,21 + 5,78
AAS 02,20 + 0,068" 100+ 01,05° -

Les valeurs représentent la moyenne + SEM de trois expériences séparés, utilisant chacune 03
échantillons (n=9). Les différentes lettres en exposant dans la méme colonne indiquent des différences
significatives (p<0.05). DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil ; IC50, concentration d’inhibition de
50%; ECs, concentration effective correspondant a une absorbance de 0.5; mg d’équivalents en acide
ascorbique /g d'extrait, ESAAS, équivalents en acide ascorbique.

3.3.4. Discussion

Plusieurs données émanant des études de la composition phytochimique et du potentiel
antioxydant d’extraits aqueux préparés par les procédés d’infusion et de décoction a partir de
différentes plantes, indiquent que pour une méme plante le meilleur pouvoir antioxydant ne
dépend pas obligatoirement de 1’un de ces deux procédés mais plutot du test effectué (Dias et
al., 2013 ; Martins et al., 2015 ; Silva et al., 2019 ; Zengin et al., 2019). Cependant la
décoction présente souvent un meilleur pouvoir antioxydant (Martins et al., 2014 ; Asghari
etal., 2019 ; Baessa et al., 2019).

Au cours de notre étude du potentiel antioxydant, trois systémes in vitro impliquant a la
fois différents mécanismes antioxydants et différentes molécules antioxydantes ont été
utilisés. Les résultats obtenus par ces essais ont montré globalement un bon potentiel

antioxydant des trois extraits étudiés. De maniére générale, ce potentiel est étroitement lié a la
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composition phytochimique des extraits vegétaux en particulier les composés phénoliques y
compris les flavonoides, les coumarines et les tanins (Pietta, 2000 ; Wu et al., 2007 ;
Martins et al., 2016 ; Benzidia et al., 2019). En effet, il est bien admis que les composeés
phénoliques représentent 1’un des constituants les plus actifs contribuant aux activités
antioxydantes des plantes (Kim et al., 2013). Ceci est attribué a la présence de un ou plusieurs
groupements OH acides attachés au cycle aromatique phényl (aréne) au niveau de leurs
structures, ce qui leur confére une haute réactivité en tant que donneurs d’hydrogéne ou
d’électron. De méme, ils peuvent agir comme chélateurs des ions métalliques (Stefanovic et
al., 2015). Un bon pouvoir antioxydant a été également rapporté a la famille des flavonoides
appartenant aux composés phénoliques, qui agissent par le piégeage de différentes especes
oxydantes (Subedi et al., 2014).

Dans I'ensemble, plusieurs auteurs ont rapporté que les composés phénoliques ne sont
pas associés de facon permanente au potentiel antioxydant d'un échantillon et que d'autres
composés sont également de bons antioxydants (Li et al., 2013a ; Wong-paz et al., 2015;
Wang et al., 2017a). Parmi ces composés les polysaccharides et les triterpénes sont bien

connus pour leur bon pouvoir antioxydant (Zhang et al., 2016 ; Zheng et al., 2020).

En se basant sur nos résultats obtenus a partir des dosages phytochimiques et ceux du
criblage phytochimique, ces molécules a pouvoir antioxydant sont susceptibles d’étre
extraites par I’eau et seraient responsables du pouvoir antioxydant des extraits DEC, INF et
MAC.

Le pouvoir antioxydant du genre Cistanche est fortement lié a la famille des composés
phénoliques principalement dominée par les PhGs (Wang et al., 2017a) et plus
particulierement les composés acteoside (Wat et al., 2016) et echinacoside (Chen et al.,
2018a). Wang et al. (2017a) ont montré une corrélation positive entre la teneur totale en
PhGs et I’activité antioxydante de C. deserticola. Cependant, certains échantillons présentant
de hautes teneurs en PhGs, comme les extraits de l'inflorescence, de 1’axe et de la corolle,
n‘ont pas montré un haut pouvoir antioxydant. Les oligosaccharides et les polysaccharides ont
également été rapportés pour leur puissant pouvoir antioxydant dans ce genre (Wang et al.,
2017a ; Zhang et al., 2019).
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De maniere générale, nos résultats suggerent que les différences quantitatives dans
I’abondance de certains PhGs et iridoides déterminées par LC-ESI-QTOF-MS (figures 09 et
10) ainsi que dans les teneurs totales en composés phénoliques, flavonoides et en sucres
totaux (tableau 1X) au niveau des trois extraits DEC, INF et MAC n'ont pas influencé leur
potentiel antioxydant, sauf pour le test FRAP. Dans ce dernier, une forte corrélation a été

retrouvée entre le pouvoir réducteur ferrique et la teneur en flavonoides dans les extraits.

Trois facteurs peuvent influencer le contenu en composeés phénoliques et les activités
antioxydantes ; il s’agit de la matrice végétale, le solvant utilisé et les conditions d’extraction
(Robards, 2003 ; Dahham et al., 2018). Seules ces derniéres ont été modifiées en termes de
température et temps de chauffage dans les trois procédés d’extraction qui ont été appliqués

dans notre étude et representent ainsi le facteur variable qui conditionne les résultats obtenus.

Malgre les différences quantitatives mises en évidence par 1’analyse LC-ESI-QTOF-MS
pour certains composés (acide 8-épiloganique et son isomere, isoacteoside, et 2'-
acétylactéoside ou isomére tubuloside B, figure 09) et dans le CPT et les sucres totaux
(tableau IX), des comportements similaires ont été observés pour les méthodes d'extraction a
chaud (DEC et INF) a travers tous les systemes antioxydants testés suggérant ainsi que le

temps de chauffage n'a eu aucun effet sur la capacité antioxydante.

Cependant, lorsque nous considérons le paramétre température pour I'extraction
aqueuse, nous avons pu constater que le procédé MAC présente une moindre capacité a
extraire certaines molécules (actéoside, isoacteoside, 2'-acétylactéoside/tuboloside B et TFT,
tableau IX et figure 09) que les procédés a chaud. De méme, la MAC a également montré une
capacité de réduction ferrique plus faible, un résultat probablement indiquant que l'activité
antioxydante plus élevée des extraits obtenus avec de I'eau chaude peut étre principalement
attribuée aux composés thermostables nécessitant de la chaleur afin d’étre extraits y compris
les flavonoides. Neanmoins, la MAC a montré le méme potentiel que les procédures a chaud
dans I’essai de piégeage du radical DPPH et le test AAT.

Ces résultats reflétent tres probablement que les composés antioxydants de I'extrait
agissent de maniere complémentaire et synergique. En fait, bien que le procédé de MAC ne
soit pas aussi efficace que les methodes a chaud dans I'extraction des composés
précédemment mentionnés, il semblerait par contre que d'autres composés (acide 8-

épiloganique et son isomere, cistanoside F et son isomére et la syringine) sont plus
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extractibles par cette méthode. Ces composés ont été tous décrits comme de bons piégeurs du
radical DPPH (Pan et Hori, 1996 ; Us et al., 2015).

Il est possible aussi que dautres composés bioactifs contenus dans ces extraits aqueux
bruts et qui n'ont pas été identifiés dans notre analyse aient été extraits de maniére
différentielle au cours des trois procédures testées. Ces composés pourraient par ailleurs

contribuer a la capacité antioxydante.

Le synergisme entre les différents composés phénoliques dans la mixture rend 1’activité
antioxydante non seulement dépendante de la concentration mais aussi de la structure et les
interactions entre ces composés (Rice-Evans et al., 1997). L’isolement et la purification
ultérieurs des composés antioxydants ne sont pas forcément nécessaires car les bénéfices
thérapeutiques et nutritionnels des extraits serraient tres probablement associés a des effets
additifs et synergiques des composes phytochimiques contenus dans ces derniers. Dans ces
conditions, les extraits peuvent étre directement utilisés dans la consommation a domicile et
peuvent également étre utilisés comme composants daliments fonctionnels ou de

médicaments traditionnels dans les industries alimentaires et pharmaceutiques.

3.4. Etudes in vivo de la toxicité aigué et de I’activité anti-inflammatoire

3.4.1. Evaluation de la toxicité aigué

3.4.1.1. Suivi de la mortalité et du comportement

Apres le traitement des souris par les extraits aqueux DEC, INF et MAC aux doses de 2
et 5g/kg de PC, aucun décés n’a été enregistré durant les 14 jours d’observation physique ce
qui indique que la DL50 est supérieure a 5g/kg de PC. Le comportement général de méme
que I’apparence physique (fourrure, yeux et peau) n’ont montré aucune modification chez les
animaux traités par les extraits aqueux en comparaison avec ceux représentant les témoins.
Par ailleurs, aucun signe clinique qui témoignerait d’une toxicité tel que vomissements,
tremblements, convulsion, diarrhée, constipation, hémorragies et coma n’a été noté. Nous
notons d’autre part, que nos observations ne montrent aucune sensibilité entre les deux sexes.
En effet, les études des tests conventionnels de détermination de la DL50 montrent qu’il y a
généralement peu de différence de sensibilité entre les sexes. Dans le cas d’observation de

différences, les femelles sont généralement peu sensibles (Gomes et al., 2013).
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3.4.1.2. Etude des variations pondérales

Les résultats obtenus dans la mesure du poids moyen des animaux (Annexe 5, tableau
let 2) durant les 14 jours de 1’étude de la toxicité aigué n’ont montré aucune différence
significative (p>0.05) entre le poids corporel moyen des souris controles et celles traitées par
les extraits DEC, INF et MAC aux doses de 2 et 5g/kg de PC. Ces résultats observeés a la fois
chez les animaux males et femelles (figures 24 et 25) montrent qu’il n’existe aucun effet de

I’administration orale des extraits aqueux sur le poids corporel.

Une différence significative (p<0.05) dans I’évolution pondérale en fonction du temps
de traitement a été retrouvée a la fois chez le lot témoin et les lots traités par les extraits
aqueux chez les deux sexes (figures 24 et 25). Cependant, la comparaison de cette évolution

pondérale entre les différents lots n’a montré aucune différence significative (p>0.05). De ce

fait, nous ne pouvons établir aucun lien entre 1’administration orale des extraits aqueux de C.

phelipaea et la variation du poids corporel durant les 14 jours de traitement.
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Figure 24 : Evolution du poids corporel des souris males témoins et traitées par les extraits
DEC, INF et MAC aux doses de 2 et 5g/kg de PC durant 14 jours de traitement.
ns : différence non significative, (p>0.05). J : jours.
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Figure 25 : Evolution du poids corporel des souris femelles témoins et traitées par les extraits
DEC, INF et MAC aux doses de 2 et 5g/kg de PC durant 14 jours de traitement.
ns : différence non significative, (p>0.05).J : jours.

Les poids moyens des organes (foie, reins, rate, poumons et coeur) prélevés au 14 eme
jour de traitements a partir des souris témoins et celles traitées par les doses de 2 et 5g/kg de
PC des extraits DEC, INF et MAC sont rapportés en Annexe 5, tableau 3 et 4. Il est a noter
que les organes des souris traitées par ces extraits aqueux n’ont présenté aucune modification

significative notable dans leur aspect et couleur en comparaison avec ceux des souris témoins

(figures 26, 27 et 28).

La mesure pondérale des différents organes n’a montré aucune différence significative
(p>0,05) entre ceux prélevés a partir des témoins et ceux des lots traités par les extraits DEC,
INF et MAC aux doses de 2 et 5g/kg de PC. Les mémes résultats ont été retrouvés chez les
males et les femelles suggérant ainsi qu’il n’existe pas de sensibilité entre les deux sexes

(figures 26, 27 et 28).
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Figure 26 : Effet de I'administration orale de la DEC des racines de C. phelipaea (2 et
5g/kg de PC) sur le poids moyen des organes (g) des souris males (a) et femelles (b).
ns : difference non significative, (p>0.05).
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Figure 27: Effet de I'administration orale de I’INF des racines de C. phelipaea (2 et 5g/kg de
PC) sur le poids moyen des organes (g) des souris males (a) et femelles (b).
ns : différence non significative, (p>0.05).
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Figure 28 : Effet de I'administration orale de la MAC des racines de C. phelipaea (2 et 5g/kg

de PC) sur le poids moyen des organes (g) des souris males (a) et femelles (b).
ns : difference non significative, (p>0.05).
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3.4.2. Etude de Pactivité anti-inflammatoire

L’étude de I’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux DEC, INF et MAC de la
racine de C. phelypaea a été menée par la méthode de la carragénine, cette derniére va induire
un cedéeme au niveau de la patte arriére droite des souris. Le diamétre de la patte a été mesuré
durant les 05 premiéres heures de I’injection et le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme a
été calculé a la fois chez les souris témoins et celles prétraitées par les extraits aqueux. Les
résultats obtenus sont illustrés dans la figure 29.

L’injection de la carragénine provoque une augmentation dans le diametre de la patte
arriere des souris des 04 lots avec le méme profil cinétique. Cette augmentation correspond a
un cedéme formé suite a une réaction inflammatoire aigué. Elle est progressive au cours du

temps et atteint son maximum a la troisiéme heure de 1’injection.
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Figure 29 : Cinétique d’augmentation de 1’cedéme induit par la carragénine. ns : différence
non significative, (p>0.05).
(*) : différence significative, (p<0,05).
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Au cours des cing heures de traitement, le pourcentage d’augmentation de I’cedéme
calculé chez le lot témoin est supérieur a ceux retrouvés chez les lots traités par le décocté,
I’infusé et le macérat (figure 29). Cette élévation dans le pourcentage d’augmentation de
I’cedéme chez le témoin par rapport aux autres lots est significative (p<0.05) durant la premiere
heure. Par contre, durant cette heure, il existe aucune différence significative (p>0,05) dans le
pourcentage d’augmentation entre les lots traités par les extraits aqueux.

Durant la deuxiéme heure, 1’élévation dans le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme chez le

témoin reste significative (p<0.05) que par rapport au lot traité par le décocté.

A partir de la troisitme heure (4h et 5h), une diminution dans le pourcentage
d’augmentation de 1’cedéme est retrouvée chez les 04 lots et aucune différence significative
n’est statistiquement retrouvée entre les 04 lots ce qui refléte ainsi I’atténuation du processus
inflammatoire. Ces reésultats suggeérent ainsi un pouvoir anti-inflammatoire exercé par les trois
extraits aqueux des racines de C. phelipaea qui est trés prononcé durant la premiére heure. Ce

pouvoir demeure plus important pour le décocté durant la deuxieme heure.

3.4.3. Discussion

L’¢tude de la toxicité aigu€ par voie orale des différents extraits aqueux DEC, INF et
MAC de la racine de C. phelipaea a été entreprise a travers un modele murin dans le but
d’évaluer leur innocuité chez ce modele animal servant a étudier 1’éventuel potentiel anti-
inflammatoire de ces extraits. Les résultats obtenus ont révélé que I'administration orale des
doses de 2 et 5g/kg de PC des trois extraits précédents n'a produit aucun cas de décés ou effet

toxique notable chez tous les groupes de souris.

Selon le systeme de classification générale harmonis¢ SGH du protocole de I’OECD qui a
été suivi par la présente étude, les extraits aqueux des racines de C. phelipaea sont classés dans
la catégorie 5 correspondant a une DL50 supérieure ou égale a 5g/kg de PC. Selon I’OECD, ces
extraits sont classés comme non toxiques car la dose limite pour la toxicité aigué est considérée
comme etant 5g/kg de PC (Delongeas et al., 1983 ; Assam et al., 2010). Si aucune mortalité
n’est observée a cette dose, une posologie plus élevée n’est pas nécessaire (Wallace, 1989).
Ainsi la marge de sécurité de nos extraits est trés large aussi bien pour le choix des doses

d’études chez I’animal que pour la consommation humaine.
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Le changement du PC et des poids des organes des animaux suite aux traitements par des
xeénobiotiques, représente un indice interne simple et sensible de toxicité (Traesel et al., 2014 ;
Madingou et al., 2016). Cette variation est le plus souvent reflétée par une réduction dans les
poids (De Lima-saraiva et al., 2012 ; Lagnika et al., 2016). La toxicité est d’autant plus
prononcée dans le cas ou la perte dans le PC représente plus de 10% du poids initial de la souris
(Subramanion et al., 2011). Cependant, la variation pondérale suite a I’exposition a un toxique
peut aussi étre traduite par une augmentation du poids. Les organes ont tendance a gonfler ou a

s’endommager suite a une toxicité (Lagnika et al., 2016).

Nos résultats montrent que les indices de PC et celui des organes n’ont pas été
significativement modifiés par rapport aux témoins suite aux traitements par les extraits aqueux
DEC, INF et MAC aux doses de 2 et 5g/kg de PC. De plus aucune différence n’a été notée
entre les deux sexes ce qui indique 1’absence de sensibilit¢ d’un sexe donné par rapport a
I’autre. Ces résultats obtenus pourraient indiquer I’innocuité de ces extraits sur les organes.
Cependant, ces résultats ne peuvent étre exhaustifs pour pouvoir se prononcer définitivement
sur la toxicité des extraits. En effet, 1’étude histopathologie des organes ainsi que des dosages
biochimiques et hématologiques doivent étre réalisés dans le volet de la toxicité aigué afin
d’affiner nos résultats. De plus, nous avons mené un test de toxicité aigué sur une période
relativement courte d’ou la nécessité de réaliser des tests supplémentaires pour 1’étude de la
toxicité subaigué et chroniques avec des doses répétées afin de chercher des effets toxiques

cumulatifs.

Au meilleur de notre connaissance aucune ¢tude n’a €té publiée sur la toxicité de I’espéce
C. phelipaea. Par contre, la toxicité des especes C. tubulosa et C. deserticola est bien
documentée. Nos résultats rejoignent globalement les données rapportées par ces études.

Cependant I’étendue de 1’étude de la toxicité n’est pas la méme en terme de type de toxicité.

L’étude de Liao et al. (2018), qui a porté sur 1’évaluation des effets génotoxiques et
toxiques par voie orale de la Memoregain® qui est un complément alimentaire de C. tubulosa
n’a montré aucune mortalité ni signe clinique de toxicité chez les rats méles et femelles traités
oralement par des doses croissantes de 0,15, 0,3 et 0,5g/kg de PC. Une diminution du PC a été
retrouvée entre la deuxieme et la troisieme semaine et a la quatrieme semaine de traitement
respectivement chez les souris males traités par 0,15 et 0,3g/kg de PC. Concernant les poids
relatifs des tissus qui ont été enregistrés apres un traitement avec Memoregain® pendant 28
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jours. Chez le lot femelle, aucun changement significatif n'a été retrouvé. En revanche, chez les

males, des différences significatives ont été trouvées dans le cerveau, les testicules et le foie.

Il a été rapporté par ailleurs que la dose orale aigué maximale tolérée de C. deserticola
par les souris était supérieure a 20 g/kg de PC, ce qui était plus de 600 fois supérieur a la dose
humaine recommandeée, indiquant que C. deserticola n'était pas toxique (Huang et al., 2014).
L’étude récente de la toxicité aigué de I'extrait de C. mongolica par voie orale a indiqué que les
faibles doses n’ont pas provoqué des effets secondaires. Cependant lorsque la dose dépasse 8
g/kg de PC, une respiration rapide, un rythme cardiaque rapide ainsi qu’une mobilité réduite
ont été initialement observés. Toutefois I’augmentation de la dose n'a provoqué aucune létalité
au cours des 3-4 premiéres heures. A la suite de ’expérimentation, la DL50, était supérieure a
10 g/kg de PC. Les auteurs ont conclu que du point de vue toxicité aigué, la substance est

pratiquement inoffensive et appartient a la classe 5 (Mukhtorovna, 2022).

Cistanches Herba était généralement considérée comme une médecine traditionnelle sire
en Chine pendant 1000 ans (Herbal Classic de ShenNong). Les réactions cliniques indésirables
courantes des préparations sont légeres et comprennent des nausées et des vomissements, des
douleurs abdominales et des étourdissements. Cependant, des enquétes récentes ont indiqué que
les extraits de Cistanches Herba ne présentent aucune toxicité évidente (Peng et al., 2011 ;
Jiang et al., 2013 ; Huang et al., 2014 ; Qin et al., 2015). La toxicologie peut étre une future

nouvelle direction de recherche (Gu et al., 2016).

Nos résultats de 1’étude de la toxicité aigué nous mene a utiliser une large gamme de
concentrations afin d’évaluer diverses activités biologiques in vivo et notamment 1’activité anti-

inflammatoire chez les souris BalbC sans risque d’effets déléteres.

L’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux des racines de C. phelipaeca a été
évaluée via I’induction d’un cedéme plantaire avec le modéle de la carragénine. Ce dernier est
I’'un des plus utilisé pour évaluer ’activité anti-inflammatoire. Le processus inflammatoire
impliqué dans ce modeéle fait intervenir 3 phases distinctes. La premiére phase fait intervenir
I’histamine et la sérotonine qui favorisent la vasodilatation et la transudation plasmatique. De
ce fait, I’extravasation du fluide et des protéines plasmatiques induit la formation de I’cedéme
(Gao et al., 2009). La seconde phase, fait appel aux kinines qui augmentent la perméabilité
vasculaire (Pradash Babu et al., 2009). Ces deux premieres phases caractérisent les trois

premiéres heures qui correspondent & une augmentation croissante de 1’cedéme plantaire.
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La derniere phase intervient de 3 a 6h apres injection de la carragénine, elle implique la
libération des protéases, lysosomes et PGs qui sont associés a la migration des leucocytes vers
le foyer inflammatoire (Sanogo et al., 2006 ; Marzouk et al., 2011). La réponse vasculaire
maximale, étroitement liée a cette migration, atteint son niveau maximale durant cette phase
(Pradash Babu et al., 2009 ; Li et al., 2011).

L’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux de C. phelypaea retrouvée dans la
présente étude est en accord avec plusieurs travaux ayant rapportés une activité anti-
inflammatoire de certaines espéces du genre Cistanche. Au meilleur de notre connaissance
aucune étude n’a été menée sur le potentiel anti-inflammatoire de C. phelipaea. Cette activité
serait associée a la présence de certains composés phytochimiques comprenant des
polysaccharides, oligosaccharides, PhGs et iridoides. En effet, des études ont montré que ces
composés extraits a partir du genre Cistanche possédent des activités anti-inflammatoires (Nan
etal., 2013 ;Ze-Dong et al., 2016 ; Xue et al., 2016 ; Zhang et al., 2019 ; Wu et al., 2020).

Notre étude phytochimique realisée par LC-ESI-QTOF-MS a révélé la presence de 20
composes de type PhGs et iridoides dont certains comme 1’actéoside et 1’echinacoside ont déja
été rapportés pour leur remarquable potentiel anti-inflammatoire (Chen et al., 2018c;
Trampetti et al., 2018). Le PhG le plus notable par rapport a son effet anti-inflammatoire est
I’actéoside. Ce dernier, est bien connu pour son activité anti-inflammatoire qui serait associée a
son pouvoir inhibiteur de la production des PGs de type PGE2, du NO et du tumor necrosis
factor (TNFa) (Motojima et al., 2013). Lee et al. (2005) ont montré que I’acide 8-
épiloganique pouvait inhiber I'expression de la NO synthase induite par les LPS dans la lignée

cellulaire de macrophages RAW264.7.

Plus tard, 1’étude de Ze-Dong et al. (2016) portant sur 1’évaluation des activités anti-
inflammatoires de certains iridoides isolés a partir de C. deserticola en termes d’inhibition de la
production de NO (induite par les LPS dans les cellules microgliales de souris BV-2) ont
montré que 1’acide 8-épiloganique identifié par notre étude a exercé un puissant effet inhibiteur
sur la production du NO. L'analyse préliminaire de la relation structure-activité a indiqué que la
présence d'un groupe carboxyle en position C, dans ce composé pourrait étre liée a son

importante activité anti-inflammatoire.
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De nombreux travaux montrent que les polysaccharides présentent de nombreuses
activités biologiques telles que I’activité anti-inflammatoire. En effet, des travaux ont montré
que les polysaccharides exercent une importante activité anti-inflammatoire, en induisant une
augmentation des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) et une importante diminution des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6 et TNF-a) (Chen et al., 2018c ; Zhang et al., 2019 ;
Hou et al., 2020). Par ailleurs, ils induisent une réduction dans la migration leucocytaire au site
d'inflammation (Sousa et al., 2018).

De méme, les oligosaccharides de C. deserticola exercent un effet anti-inflammatoire via
la diminution de 1’expression de I’ARN messager de la COX-2, i NOS (NOS inductible), 1L-6
et du TNFa (Zhang et al., 2019).

Notre étude a également montré une intéressante teneur en composés phénoliques connus
pour leur puissant effet anti-inflammatoire (Zhang et al., 2018a) et en flavonoides, qui sont
aussi de bons anti-inflammatoires. 1ls peuvent inhiber les facteurs de transcription et des
enzymes ayant un réle dans le contr6le des médiateurs pro-inflammatoires. De plus ils peuvent
agir par I’inhibition de la synthese des PGs, leucotriénes, NOS et TNFa ou par la modulation

de voies de signalisation (Abou baker, 2022).

Par ailleurs, nos résultats obtenus a partir du screening phytochimique de la poudre
végétale ont révélé la présence de certains groupes de molécules chimiques susceptibles d’étre
extraites par I’eau et qui ont été rapportées pour leur potentiel anti-inflammatoire. Parmi eux les
triterpénes et les saponosides qui sont connus pour leur effet anti-inflammatoire (Akkol et al.,
2007). Cet effet peut étre médié via I’inhibition de certaines voies de signalisation telle que
celle du récepteur Toll Like Receptor 4 (TLR4) (Xu et al., 2022) ou par I’atténuation de
I’induction de génes pro-inflammatoires codant pour les IL-1B, IL-6, INOS, COX2, ou encore
par la suppression des ROS et des RNS (Rho et al., 2020).

Le potentiel anti-inflammatoire plus prononcé du décocté durant la deuxiéme heure de
I’évolution de I’cedéme plantaire pourrait étre attribué a une plus forte teneur en sucres,
composés phénoliques, composés phytochimiques tel que l'isoactéoside et I'un des deux
isoméres du 2’-acétylactéoside/tubuloside B. En effet, ces composés ont été extraits plus
efficacement par la DEC et pourraient donc contribuer au meilleur pouvoir anti-inflammatoire

noté par notre étude.
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Compte tenu de ces résultats émanant de 1’étude de la toxicité aigué et de 1’activité anti-
inflammatoire in vivo, il s’avére que la consommation des racines de C. phelipaea en médecine
traditionnelle serait efficace afin de soulager les états inflammatoires liés aux pathologies. Cette

consommation serait envisageable comme traitements mineurs ou en thérapeutique d’appoint.

A cet effet, la décoction serait la meilleure forme d’application dans laquelle la balance

bénéfices-risques est favorable.

De plus, des études plus poussees sur le potentiel anti-inflammatoire de composés isolés a
partir des racines de C. phelipaea sont a envisager dans le but de développement de nouveaux

phyto-composés dans les indications thérapeutiques majeures.
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Conclusion et perspectives

Ce travail rentre dans le cadre de la valorisation de la flore végétale algérienne et ce a
travers la contribution a I’investigation de la composition phytochimique, la toxicité et les
potentiels bioactifs des racines de Cistanche phelipaea, récoltées au niveau de la wilaya de
Beéni Abbés.

Le criblage phytochimique initial de la poudre végétale des racines de C. phelipaea a
révelé que ces dernieres représentent une bonne source de plusieurs familles de composés

bioactifs.

La suite de I’étude a porté sur trois procédés d’extraction aqueuse qui sont la décoction,
I’infusion et la macération. Ces procédés different principalement par la température

d’extraction et le temps de chauffage.

Sur le plan quantitatif, tous les extraits ont présenté un bon rendement d’extraction ainsi
que des contenus intéressants en composés phénoliques, en flavonoides et en sucres. La
décoction a permis d’extraire une quantité plus importante de composés phénoliques et de
sucres. Par ailleurs, il en ressort de 1’analyse par LC-ESI-QTOF-MS que les trois extraits
montrent le méme profil qualitatif en phényléthanoides glycosides et en iridoides avec
cependant certaines variations quantitatives dans 1’abondance de certains composés. De ce
fait, aucune des méthodes étudiées ne permettrait une extraction optimale de tous les
composés. Globalement, le décocté a présenté un meilleur pouvoir extracteur sur le plan
quantitatif ce qui montre que le temps de chauffage joue un rdle prépondérant dans

I’extraction de certains composes.

Concernant 1’étude du potentiel antioxydant in vitro, les différents tests ont montré un
bon potentiel pour les trois extraits. L’influence de la température d’extraction et du temps de
chauffage n’étaient pas liés a des variations de ce potentiel a I’exception du macérat a froid
qui a montré une plus faible capacité réductrice de fer. Cette derniere a été corrélée au taux de
flavonoides. Ces resultats suggeérent fortement que ces extraits aqueux représentent des
mélanges complexes au niveau desquels il existe une synergie d’action entre les différents

composés phytochimiques.

L’étude de la toxicité aigué des extraits aqueux administrés oralement aux doses de 2 et
5g/kg de poids corporel chez des souris BalbC males et femelles n’a révélé aucun signe de
toxicité sur le comportement, mortalité, poids corporel et celui des organes (foie, rein, cceur,

rate et poumons).
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Conclusion et perspectives

Pour ce qui est de I’étude de 1’activité anti-inflammatoire in vivo, les différents extraits
aqueux ont montré un trés bon pouvoir anti-inflammatoire traduit par une réduction
significative dans le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme plantaire induit par la

carragénine. Dans ce cas, le décocté a présenté un meilleur effet anti-inflammatoire.

Au terme de cette contribution a aspect phytochimique et biologique, il ressort des

résultats obtenus que :

e En phytothérapie et en nutrition préventive, 1’utilisation des jeunes racines de C.
phelipaea sous forme d’extraits aqueux dans la modulation et la prévention des états
pathologiques liés au stress oxydatif et a I’inflammation est tres favorable en terme de

balance benéfices-risques. La décoction serait la forme la plus efficace.

e |l serait intéressant de poursuivre 1’étude de la toxicité chronique de méme que
I’identification et la purification de composés présentant des effets antioxydant et anti-

inflammatoire optimaux pour la formulation de formes galéniques.

Ainsi, en Algérie, un grand intérét devrait étre porté a I’exploitation de C. phelipaea
(Ginseng of desert) notamment pour ses bienfaits comme complément alimentaire et ses

retombées économiques pour le pays.
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Annexe 2

e Protocoles de préparations des extraits pour le screening phytochimique
(Qzinvecht, 1983).
Préparation de I’infusé a 5% : il est préparé a partir de 5g de poudre végétale qui est mise

dans 100ml d’eau distillée bouillante pendant 15 min puis la solution est filtrée.

Préparation du décocté a 10%: il a été préparé par la mise de 10g de poudre végétale dans

100ml d’eau bouillante et maintenue sous ébullition pendant 15min puis la solution est filtrée.

Extraction aqueuse a reflux: Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 2 g de
matériel végétal sont mis en présence de 30 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a reflux

pendant 15 min. Ensuite, le mélange est filtre.

Extraction au chloroforme : 1g de poudre végétale dans 10mL de CHCI3; sont chauffés au

bain marie pendant 3min puis le mélange est filtré.

Extraction par I’éther di-éthylique: 1g de poudre végétale est mise & macérée dans 20ml

d’éther pendant 24h et le résidu est récupéré apreés évaporation.

Extraction par I’éthanol : Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 2 g de poudre
végétale est mise en présence de 30 ml d’éthanol. L’ensemble est porté a reflux pendant 15

min puis le mélange est filtré.

Extraction en milieu acide : Nous avons procéde a une maceération sous agitation pendant 24

h de 10 g de la poudre végétale dans 50 ml de H,SO, a 5% et le mélange a été filtré.

e Préparation du réactif de Dragendorff
Dissoudre 2g de KCl et 1,27g d’iode dans 75ml d’eau, puis ajuster le volume a 100ml avec

I’eau.
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Annexe 4

Tableau 1 : Abondance relative des composés identifiés par analyse LC-ESI-QTOF/MS/MS
en mode négatif au niveau des trois extraits aqueux. Les résultats sont présentés en moyennes

de trois répétitions £ SEM.

Composé DEC INF MAC

Acide 8-epiloganique (isomeére A) 74,45+2 36 100,44+1,97 | 125,09+3,55
Acide 8-epiloganique (isomeére B) 76,01+2,80 102+3,40 121+8,25
Cistanoside F (isomére A) 57,72+1,59 67,59+9,42 174,68+4,78
Cistanoside F (isomere B) 58,43+2,82 71,67+8,26 169,89+1,56
Acteoside 119,04+1,18 124,01+10,12 | 56,93+17,59
Isoacteoside 153,21+£13,95 | 80,90+3,17 65,88+14
Campenoside Il (isomere A) 103,91+8,13 91,89+16,39 | 104,18+11,06
Campenoside 11 (isomere B) 99,57+8,82 92,32+12,70 | 108,10+11,66
2’-Acetylacteoside/tubuloside B 115,19+1,17 117,66+12,14 | 67,15+16,65
2’-Acetylacteoside/tubuloside B 160,58+16,61 | 76,04+6,17 63,37+18,05
Echinacoside 91,11+2,99 104,39+6,26 | 104,49+7,96
Pheliposide 102,24+28,66 | 90,72+10,44 | 107,037+27,38
Kankanoside H;/H, 90,08+2,33 107,9245,72 | 101,99+17,66
Tubuloside A 94,27+2,82 102,26+3,85 | 103+10,70

Tableau 2 : Abondance relative des composés identifiés par analyse LC-ESI-QTOF/MS/MS
en mode positif au niveau des trois extraits aqueux. Les résultats sont présentés en moyennes

de trois répétitions = SEM.

Composé DEC INF MAC
6-deoxycatalpol 83,46£21,59 101,04+11,08 115,49+18,80
Salidroside 89,30£10,29 97,49+9,01 113,20+12,07
Bartisioside 81,59+12,01 97,61+17,51 120,79+20,97
Gluroside 86,59+10,34 103,38+10,42 110,02+17,62
Syringine 78,46+8,83 91,32+5 130,20+6,41
Cistanbuloside C,/C, 102,72+1,16 90+8,47 107,27+£10,01




Annexe 5

Tableau 1 : Poids corporel moyen (g) des animaux males témoins et ceux des lots traités par
les extraits aqueux de C. phelipaea durant les 14 jours de traitement. Les résultats sont
présentés en moyennes + SEM.

Poids jours 1 (g)

Poids jours 7 (g)

Poids jours 14 (g

Témoins 28,17+0,60 28,67+0,5578 30,00+0,5774
DEC 2g/kg de PC 26+1,69 29,00+ 1,506 27,83+1,740
DEC 5g/kg de PC 28,67+0,98 30,50+1,232 28,17+1,138
INF 2g/kg de PC 26,83+1,13 28,17+1,108 27,33+1,145
INF 5g/kg de PC 27,17+1,04 28,17+1,327 1,265+1,265
MAC 2g/kg de PC | 25,83£1,16 27,83+1,078 27,17+1,195
MAC 5g/kg de PC | 271 28,17+0,9804 27,67+0,6146

Tableau 2 : Poids corporel moyen (g) des animaux femelles témoins et ceux des lots traités
par les extraits aqueux de C. phelipaea durant les 14 jours de traitement. Les résultats sont
présentés en moyennes + SEM.

Poids jours 1 (g)

Poids jours 7 (g)

Poids jours 14 (g)

Témoins 24.17+1,13 24,83%1,27 26+1,18
DEC 2g/kg de PC | 25,33+0,88 24.17+1,01 260,96
DEC 5g/kg de PC | 24,670,66 23,50%0,88 26£0,68
INF 2g/kg de PC | 25,50+0,88 24,67+0,88 26,17%0,83
INF 5g/kg de PC | 24,67%0,49 24.17+1 26,50%1,02
MAC 2g/kg de PC | 24,50£0,95 23,83%0,94 25,83%0,74
MAC 5g/kg de PC | 25,330,80 24.67+1,05 25+0,47




Tableau 3 : Poids moyen des organes (g) des animaux males témoins et ceux des lots traités
par les extraits aqueux de C. phelipaea aprés 14 jours de traitement. Les résultats sont
présentés en moyennes + SEM.

Foie reins rate poumons ceeur
Témoins 1,40+0,03 0,456+0,015 | 0,11+0,004 0,30+0,01 0,16+0,009
DEC 2¢/kg 1,37+0,06 0,46+0,019 0,12+0,003 0,270,008 0,15+0,007
(Ilj)?EIZ:CSg/kg 1,39+0,05 0,43+0,025 0,12+0,007 0,29+0,01 0,17+0,003
(IlelFPCZ:g/kg 1,43+0,03 0,46+ 0,02 |0,12+0,005 0,28+0,01 0,16+0,01
(Ijlsl FPCS:g/kg 1,46%0,04 0,43+0,01 0,10+0,003 0,30+0,005 0,17+0,008
(:/T:(C:: 29/kg | 1,44+0,01 0,43+0,03 0,12+0,007 | 0,30+0,01 0,17+0,007
E/Ie:((:: 5g/kg | 1,40+0,03 0,45+0,012 | 0,11+0,003 | 0,30+0,009 | 0,15+0,009
e PC

Tableau 4 : Poids moyen des organes (g) des animaux femelles témoins et ceux des lots
traités par les extraits aqueux de C. phelipaea aprés 14 jours de traitement. Les résultats sont
présentés en moyennes + SEM.

Foie reins rate poumons ceeur
Témoins 1,33+0,03 0,24+0,01 0,12+0,01 0,23+0,01 0,14+0,01
DEC 2g/kg | 1,34+0,13 0,24+0,01 0,12+0,009 0,21+0,02 0,13+0,005
E)I?EIZZCSg/kg 1,17+0,07 0,24+0,009 0,11+0,01 0,17+0,01 0,12+0,007
?ISIFng/kg 1,27+0,04 0,24+0,01 0,11+0,01 0,22+0,02 0,13+0,005
?ISIFP(S:g/kg 1,16+0,09 0,26+0,01 0,12+0,009 0,23+0,02 0,15+0,01
cI\j/eI,L:.C(::ZQ/kg 1,28+0,03 0,23+0,007 0,12+0,007 0,23+0,01 0,13+0,01
E/Ie:é‘:Sg/kg 1,181+0,05 0,25+0,008 0,12+0,005 0,19+0,01 0,130,005
e PC
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Cistanches herba are well-known for their nutritional and therapeutic effects, but only few reports are
available about the species Cistanche phelypaea (L.) Cout. and studies of aqueous extracts are scarce. This
study aimed to elucidate the impact of aqueous extraction methods including decoction, infusion and cold
maceration from C. phelypaea roots on phytochemical composition and in vitro antioxidant activities of the
extracts. In order to accomplish this, determinations of total phenolic and flavonoid contents, liquid chro-
matography electrospray ionization mass spectrometry (LC/ESI-MS and LC/ESI-MS/MS) analyses and in

Edited by Dr B. Ncube . PRy P ; . > ‘
vitro antioxidant activity studies were carried out. All extracts had significant levels of total phenolic con-

Keywords: tent, but the decoction possessed the highest concentration and no significant difference was observed
gleszz'ztéi’:enp helypaea between infusion and cold maceration. Concerning flavonoids, decoction and infusion possessed the highest con-
Infusion centrations. Data obtained from LC/ESI-MS and LC/ESI-MS/MS analyses showed similar qualitative profiles for all

aqueous extracts with 14 characteristic chromatographic peaks in negative mode and 6 in positive mode, which
allowed the tentative identification of syringin, 14 phenylethanoid glycosides and 5 iridoids, including 5 pairs of
isomers. However, significant variations were recorded for the relative abundance of some compounds depending
on the method that was employed. Hot extraction procedures, decoction and/or infusion were more efficient in
extracting acteoside, isoacteoside and two molecules corresponding to isomers of 2'-acetylacteoside/tubuloside B,
and it seems that a longer time of heating-extraction was required for an improved extraction of isoacteoside, and
one of the two isomers of 2'-acetylacteoside/tubuloside B, as decoction gave a significant higher amount of these
compounds. However, 8-epiloganic acid and cistanoside F, with their respective isomers, and syringin were more
extractable by the cold maceration process. All extracts had similar antioxidant properties in scavenging DPPH
radical and total antioxidant activity assays, with the exception of the ferric-reducing power activity assay, in
which cold maceration exhibited a significantly less potent activity. Aqueous extracts of C. phelypaea roots present
an interesting antioxidant potential which is related to the synergistic effects of several antioxidant compounds.

© 2022 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Cold maceration
LC-ESI-MS/MS
Antioxidant activity

Abbreviations: A, absorbance; AAEs, ascorbic acid equivalents; ANOVA, analysis of
variance; CA, caffeic acid; CE, collision energy; CMA, cold maceration; DEC, decoction;
DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil; ECs, effective concentration at which the absor-
bance was 0.5; EIC, extracted ion current; FA, formic acid; FRAP, ferric-reducing antiox-

1. Introduction

idant power; GAEs, gallic acid equivalents; ICsq, inhibition concentration 50%; INF,
infusion; LC- ESI-MS/MS, liquid chromatography electrospray ionization tandem mass
spectrometry; PhG, phenylethanoid glycoside; QEs, quercetin equivalents; RSA, radi-
cal-scavenging activity; RT, retention time; SEM, standard error of mean; TAA, total
antioxidant activity; TFC, total flavonoid content; TPC, total phenolic content
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E-mail address: houalitizi@yahoo.fr (K. Houali).
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0254-6299/© 2022 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

The Cistanche genus, belonging to the Orobanchaceae family, con-
tains 22 species that are perennial parasite plants mainly distributed
in arid and semi-arid areas as well as deserts of the northern hemi-
sphere (Jiang and Tu, 2009). Because of its excellent applications in
traditional medicine and its nutritional benefits, Cistanches herba
have been honored as “desert ginseng” (Tian et al, 2017).
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Furthermore, pharmacological studies of these species revealed a
wide range of biological activities including antiapoptotic (Wat et al.,
2016), antihyperglycemic and hypolipidemic (Xiong et al., 2013),
hepatoprotective (Guo et al., 2016), neuroprotective (Lin et al., 2008),
modulation of the immune response (Zhang et al., 2018) and lifespan
extension (Lin et al., 2017). These activities are mainly related to the
antioxidant potential of the Cistanche species. The main phytochemi-
cal constituents of this genus are phenylethanoid glycosides (PhGs),
iridoids, oligo- and polysaccharides, lignans, alditols and volatile oils.
In particular, PhGs and polysaccharides have been reported to be
strongly associated with the observed pharmacological activities of
the Cistanche species (Jiang and Tu, 2009).

According to Quezel & Santa (1963), the genus Cistanche is repre-
sented in Algeria by three species: C. phelypaea (L.) Cout. (Syn. C. lutea
(Hoffm.) Link.), C. violacea (Desf.) Beck. and C. mauritanica (Coss. and
Dur.) Beck. Cistanche phelypaea is a Saharo-Mediterranean species
appreciated for its nutritional and medicinal properties. Given its
constant abundance regardless of the rainfall regime, this species
was one of the most valuable nutritional sources widely used by
nomadic and sedentary populations of the Algerian Sahara during
periods of famine and drought (Gast, 2000). Nowadays, it is used as a
food condiment and as a remedy for diabetes, abdominal pain, diar-
rhoea, muscle aches and agalactia (Hammiche and Maiza, 2006).
Young roots are the most frequently used; they are consumed as a
vegetable after boiling in water or roasting under hot coals. Powders
are obtained by drying the macerate obtained after crushing the roots
by stones or by drying directly after collection. Furthermore, decoc-
tions are prepared for medical use (Gast, 2000; Benchelah et al.,
2011).

Limited studies have been published about the bioactivities of C.
phelypaea, reporting in vitro antioxidant and anticancer activities
(Aboul-Enein et al., 2012; Elkamali and Hamed, 2015). Recently, it
was reported that solvent extracts and some purified compounds
exhibited inhibitory effects on butyrylcholinesterase, a-glucosidase,
«o-amylase, tyrosinase and monoacylglycerol lipase enzymes which
are involved in some pathological alterations (Beladjila et al., 2018;
Trampetti et al., 2019).

The extraction method may have a decisive impact on the phyto-
chemical composition, and consequently the biological activities of
the herbal extracts will be influenced. Decoction and infusion are two
classical extraction methods that use heating at different contact
times. The products are largely consumed, accepted, and added to
human food. However, thermal decomposition could reduce the bio-
activity of the extracts through the loss of heat-labile substances dur-
ing the application of these methods. Maceration is another classical
procedure without heating and requires a much longer contact time.
In this case, as well, obtaining certain active compounds which
require heating would be restricted (Pisoschi et al., 2016). Besides
that, antioxidant properties of extracts are largely related to the dif-
ferences in their quantitative and qualitative composition resulting
from different extraction settings.

Not much scientific validation has been achieved for this species
for its medicinal uses. Taking into account that this species is tradi-
tionally exploited in water extracts, the present work was conducted
to compare the phytochemical composition and in vitro antioxidant
capacity of C. phelypaea root extracts resulting from various aqueous
extraction methods including decoction, infusion and cold macera-
tion.

2. Material and methods
2.1. Plant collection
Young roots of C. phelypaea were collected from the Beni Abbes

community (30° 4 48” N, 2° 6’ 0” W) located in the South-West of
Algeria in January, 2015. This arid area is located in the Grand
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Oriental Erg. The specimens belong to C. phelypaea. The taxonomic
identification of the plant was confirmed by Dr. Rachid Amirouche, a
specialist in systematic botany at the University of Sciences and Tech-
nology Houari Boumediene, Algiers. The voucher specimen was
placed in the Official Herbarium of the National Superior School of
Agronomy (ENSA), Algiers, Algeria. The collected plant materials
were washed and cut into small pieces, and then air-dried in the
shade at room temperature. The dry material was ground to a fine
powder and stored carefully until used.

2.2. Preparation of the extracts

Three different aqueous extracts were prepared using the conven-
tional methods of decoction, infusion and cold maceration. To pre-
pare the decoction (DEC), 5 g of the powdered dry roots were added
to 200 mL of boiling distilled water, and boiled for 30 min under agi-
tation. To prepare the infusion, (INF) 5 g of the powdered dry roots
were added to 200 mL of boiling distilled water, and the mixture was
left under agitation for 30 min. For the cold maceration (CMA) pro-
cess, 5 g of the powdered dry roots were added to 200 mL of cold dis-
tilled water and left to macerate under agitation at room
temperature for 24 h. After extraction, each extract was filtrated
using gauze and centrifuged at 3000g for 30 min. Supernatants were
lyophilized and then stored at -20°C for further analysis. Each extrac-
tion process was repeated on 3 different samples.

2.3. Phytochemical studies

2.3.1. Determination of total phenolic content

Total phenolic content (TPC) was determined according to the
Folin-Ciocalteu method with minor modifications (Singleton et al.,
1999). Briefly, a 0.2 mL aliquot, prepared by dissolving each dry
extract in distilled water at a concentration of 1 mg/mL was mixed
with 1 mL Folin-Ciocalteu phenol reagent and 0.8 mL sodium carbon-
ate solution (7.5%,w/v). After 30 min of incubation in the dark, the
absorbance of each mixture was read against a blank at 765 nm. A
calibration curve was plotted using gallic acid as standard and total
phenolic content was expressed as the mg of gallic acid equivalents/g
of dry extract (mg GAEs/g extract).

2.3.2. Determination of total flavonoid content

The total flavonoid content (TFC) was determined using the alu-
minium trichloride colorimetric method of Subedi et al. (2014) with
slight modifications. Therefore, 0.5 mL aliquot, prepared by dissolving
each dry extract in distilled water at concentration of 0.5 mg/mL was
mixed with 1.5 mL of distilled water and subsequently with 150 uL
of sodium nitrite solution (5%, w/v). After a 5 min interval at room
temperature, 150 uL of aluminium trichloride solution (5%, w/v) was
added and allowed to stand for 6 more minutes before 500 uL of
sodium hydroxide solution (4%, w/v) was added. The absorption of
the mixture against the blank was immediately recorded at 510 nm.
A calibration curve of quercetin was prepared under the same condi-
tions and the total flavonoid content was expressed as mg of querce-
tin equivalents/g (mg QEs/g extract).

2.3.3. LC-ESI-MS/MS analysis

The phytochemical analysis of the different aqueous extracts of C.
phelypaea roots was carried out by liquid chromatography - electro-
spray ionization - (tandem) mass spectrometry (LC-ESI-MS and MS/
MS). Freeze-dried powders were dissolved in formic acid (FA) 0.1%
(v/v) and filtered onto a sterilized PVDF hydrophilic membrane with
pores of 0.45 m (Millipore ®). After dilution, the samples were ana-
lyzed by an Agilent Technologies®1200 series capillary pump coupled
with a dual ESI source on a 6520 Q-TOF mass spectrometer. Briefly, LC
runs were performed on a reverse-phase ZORBAX Eclipse XDB-C18
column (Rapid Resolution HT, 2.1 x50 mm, 1.8 um, Agilent
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Technologies®) in acidic conditions (FA 0.1%, v/v) applying a 43 min
linear gradient from 5 to 55% (v/v) of acetonitrile with a flow rate of
150 L min~'. The analysis was performed in both negative and posi-
tive acquisition modes. The ESI source was set at 350°C and at 3500 V
and 3000 V in positive and negative modes, respectively. Data acqui-
sition was performed within a range from mass to charge (m/z) of
125 to 1500. Chromatographic peak interpretation was performed
using the MassHunter Workstation software (version B.03.01, Agilent
Technologies®). The compound assignments in negative mode were
verified by targeted MS/MS analyses with an isolation width of m/z 4
and fixed collision energy of 30 or 40 V. The MS and MS/MS spectra
were interpreted according to literature. The relative quantification
of identified compounds was done on MS analyses by extracting the
individual EIC (Extracted Ion Current, & 20 ppm) in negative and pos-
itive mode. The amount of each compound was expressed as the rela-
tive percentage abundance with respect to the average value among
all of the samples. Three samples were analyzed for each type of
aqueous extraction (n=3).

24. In vitro antioxidant activity

2.4.1. DPPH radical scavenging assay

A solution of DPPH (0.004%, w/v) radicals was freshly prepared
and 1 mL of this solution was added to 1 mL of various concentrations
of the extracts (62.5-1000 pg/mL). The mixtures were shaken and left
to stand for 30 min in the dark. After that the absorbance was mea-
sured at 517 nm and the radical-scavenging activity (RSA) (DPPH dis-
coloration) was calculated using the equation: RSA (%)=[(ADPPH -
Asample)/ADPPH] x 100 (Gurnani et al., 2016). Results were
expressed as ICsq values, calculated from the graph of RSA percentage
against extract concentration. The former correspond to the extract
concentration providing 50% of radical-scavenging activity. Ascorbic
acid was used as the standard.

2.4.2. Ferric-reducing antioxidant power assay

The ferric reducing power assay (FRAP) was performed according
to the method described by Gavamukulya et al. (2014) and
Liao et al. (2015). 0.2 mL aliquots were taken from each extract in the
range of 15.62 to 1000 ug/mL, and then mixed with 500 uL of
sodium phosphate buffer (200 mM, pH 6.6) and 500 ©L of potassium
ferricyanide solution (1%, w/v). Mixtures were incubated at 50°C in a
water bath for 20 min, and 500 uL of trichloroacetic solution (10%,
w/v) were added. After that, mixtures were centrifuged at 3000g for
16 min and 700 uL of distilled water were added to 700 wL of the
obtained supernatants, then 140 wL of ferric chloride (0.1%, v/v) were
added and 10 min later the absorbance was read at 700 nm. The
extract concentration that gave 0.5 absorbance (ECsq) was calculated
from linear regression analysis. Ascorbic acid was used as the stan-
dard.

2.4.3. Total antioxidant activity

The total antioxidant activity (TAA) of the aqueous extracts was
determined by phosphomolybdenum assay according to the modified
method of Do et al. (2014). In brief, an aliquot (0.2 mL) of plant
extracts was added to 1.8 mL of reagent solution (0.6 M sulfuric acid,
28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). The
samples tubes were incubated in a water bath at 90°C for 90 min,
then cooled at room temperature and the absorbance was measured
at 695nm. A calibration curve was expressed as mg ascorbic acid
equivalents/g of extract (mg AAEs/g extract).

2.5. Statistical analysis
All the studies were conducted in three independent experiments

using triplicate samples (n=3) and the values were averaged and
expressed as mean + standard error of mean (SEM). The statistical
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significance (p < 0.05) was analyzed using a one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by the Tukey pairwise multiple comparison
test. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v. 8.0
(GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Phytochemical studies

3.1.1. Total phenolic content

The total phenolic content (TPC) of the different aqueous extracts
as determined by the Folin-Ciocalteu method and reported as gallic
acid equivalents (GAEs, Table 1) showed that the DEC process
allowed a significantly higher amount of total phenolics (92.45 +
0.73 mg GAEs/g extract) to be obtained. There was no significant dif-
ference between INF (79.12 4+ 1.27 mg GAEs/g extract) and CMA
(78.59 + 4.56 mg GAEs/g extract) procedures suggesting that, in our
case, the short heat treatment applied during infusion did not
enhance directly the release of phenolic compounds. On the other
hand, the contact time of heating might be a predominant factor
allowing a greater and better extraction, as exhibited by the larger
amount of highly stable phenolic compounds extracted by DEC pro-
cedure, in which a longer boiling time is maintained than INF. To the
best of our knowledge there are no studies available on TPC of C. phe-
lypaea.

3.1.2. Total flavonoid content

The results of total flavonoid content (TFC, Table 1) revealed that
DEC and INF extracts had similar amounts of flavonoids (14.26 + 0.54
and 14.71 + 0.30 mg QEs/g extract) while CMA had the lowest con-
tent (9.85 + 0.55 mg QEs/g extract). Higher levels of TFC were
obtained when extracts were prepared with hot water compared to
those obtained at room temperature. This can be related to the high
solubility of flavonoids at high temperatures.

In contrast to TPC, it seems that the time of heating did not influ-
ence the yield extraction of flavonoids. Moreover, considering that
the TFC in INF was found to be higher than that in CMA, it seems
that increasing the time of extraction at room temperature did not
compensate for the absence of heating. This result does not corre-
spond to that of TPC, since similar amounts of TPC were found in
these two extracts, suggesting that other kinds of phenolic com-
pounds might be more extractable by the CMA process. To our
knowledge there is no report concerning the flavonoid composition
of C. phelypaea, that is why there is a particular interest in the study
of flavonoids.

3.1.3. LC-ESI-MS/MS analysis

The phytochemical investigation of different aqueous extracts
from C. phelypaea roots was carried out by LC-ESI-MS, in both nega-
tive and positive acquisition modes. The compounds detected in the
chromatographic profiles were assigned according to literature
(Table 2). Quantifications of the characterized compounds were
expressed as the relative percentage abundance for each compound

Table 1
Total phenolic (TPC) and flavonoid (TFC) contents in aqueous roots extracts
from C. phelypaea.

Extract TPC (mg GAEs/g extract) ~ TFC (mg QEs/g extract)
Decoction 92.454+0.73% 14.26+£0.54°

Infusion 79.1241.27° 14.71+0.30°

Cold maceration ~ 78.59+4.56" 9.85+0.55"

Values represent the mean + SEM of three separate experiments using trip-
licate samples in each (n=3). Different superscripted letters in the same col-
umn indicate significant differences (p<0.05). GAEs, gallic acid equivalents;
QEs, quercetin equivalents.
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Table 2
Compounds identified in aqueous extracts from roots of C. phelypaea by LC-ESI-MS.
N. Compound Formula Formation mode  RT (min) m/z References
1 8-epiloganic acid (isomer A) Cy6H24010 [M-H]~ 4.69+0.10 375.13 Yoshizawa et al., 1990
2 6-deoxycatalpol Cq5H2209 [MNH,4]* 476 £0.10 364.16 Yoshizawa et al., 1990
[MNaJ* 369.11
[MK]* 385.09
[2MNaJ* 715.24
3 Salidroside Cy4H2007 [MNH,4]" 5.36 + 0.08 318.15 Yuejie et al., 2017
[MNa]* 323.11
[MK]* 339.08
4 8-epiloganic acid (isomer B) C26H24010 [M-H]~ 5.88 +0.12 375.13 Yoshizawa et al., 1990
5 Bartsioside Cq5H220g [M+H]* 7.24 +0.08 331.14 Yuejie et al., 2017
[MNH,4]* 348.16
[MNaJ* 353.12
[MK]* 369.09
[2MNaJ* 683.25
6 Cistanoside F (isomer A) C1H5043 [M-H]~ 8.01 £0.17 487.15 Kobayashi et al., 1985
7 Gluroside Cy5H240g [MNH,4]" 8.06 +0.13 350.18 Yuejie et al., 2017
[MNa]* 355.14
[MK]* 371.11
[2MNa]* 687.28
8 Cistanoside F (isomer B) C1H5043 [M-H]~ 8.35+0.15 487.15 Tao el al., 2018
Quirantes-piné et al., 2009
9 Syringin C17H2409 [MNH,4]* 11.10 + 0.06 390.17 Yuejie et al., 2017
[MNa]* 395.13
[MK]* 411.10
[2MNaJ* 767.27
10 Cistantubuloside C;/C; C35H46021 [MNH,4]* 15.68 £0.11 820.28 Yuejie et al., 2017
[MNa]* 825.24
11 Acteoside Ca9H36015 [M-H]~ 19.74+£0.10  623.20 Kobayashi et al., 1985
12 Isoacteoside CoH36015 [M-H]~ 20.85 +£0.09 623.20 Kobayashi et al., 1985
13 Campneoside II (isomer A) Cu9H36016 [M-H] 16.97 +0.13 639.19 Imakura et al., 1985
14 Campneoside II (isomer B) Ca9H36016 [M-H]~ 17.15+£0.13 639.19 Imakura et al., 1985
15 2'-acetylacteoside/Tubuloside B C31H35016 [M-H]~ 22.58 £0.10 665.21 Lietal., 2016b
16 2'-acetylacteoside/Tubuloside B C31H3g016 [M-H]~ 24.09 +0.12 665.21 Lietal., 2016b
17 Echinacoside C35H46020 [M-H] 17.41+0.13 785.25 Kobayashi et al., 1985
18 Pheliposide C36H46020 [M-H]~ 21.85+0.10 797.25  Jedrejek et al., 2020
19 Kankanoside H;/H; C37H48020 [M-H]~ 21.25+0.08 811.27 Morikawa et al., 2010
20 Tubuloside A C37H45051 [M-H] 1993+0.10 82726  Taoelal,2018

Chenetal,, 2018

N.: chromatographic peak number. Formation mode: ions selected in negative (~) or positive (*) acquisition mode. RT: retention time
(min). m/z: mass to charge ratio of the selected ion.

in the three different aqueous extracts, detected in negative and posi-
tive acquisition modes (Fig. 1 and 2). These results highlighted some
quantitative variations in the chemical profiles of the three different

aqueous extracts, DEC, INF and CMA.
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In our study, the mass spectrometry analysis in negative mode
revealed a complex pattern with 14 compounds, whereas in positive
mode 6 compounds were detected. From a qualitative point of view,

the analyses showed similar compositions of PhGs and iridoid
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Fig. 1. Relative percent abundance of the identified compounds in different aqueous extracts from C. phelypaea roots by LC-ESI-MS analysis in negative acquisition mode.
DEC: decoction; INF: infusion; CMA: cold maceration. Values are the mean + SEM (n = 3). Different letters indicated significant differences assigned according to one-way
ANOVA and Tukey’s post-hoc test (p < 0.05).
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Fig. 2. Relative percent abundance of the identified compounds in different aqueous extracts from C. phelypaea roots by LC-ESI-MS analysis in positive acquisition mode.
DEC: decoction; INF: infusion; CMA: cold maceration. Values are the mean + SEM (n = 3). Different letters indicated significant differences assigned according to one-way

ANOVA and Tukey’s post-hoc test (p < 0.05).

glycosides for the three different aqueous extracts. This observation
is consistent with the previous phytochemical analysis of Cistanches
herba, reporting that these compounds together with lignans, aldi-
tols, oligosaccharides and polysaccharides are the major phytochemi-
cal constituents of this genus (Jiang and Tu, 2009; Liu et al., 2013;
Bougandoura et al., 2016; Song et al., 2016; Ahn et al, 2017;
Yan et al.,, 2017; Fu et al., 2018).

The MS spectra of PhGs and iridoid glycosides showed that the
analytes were detectable in positive mode as adducts with inorganic
ions, such as [MNH,4]", [MNa]* and [MK]* (Table 2), as already
highlighted for PhGs by other authors (Jiang et al., 2009). Probably,
this behavior may have been further reinforced by the water-based
extraction procedures adopted in our study. Conversely, in negative
mode the prominent signals were observed as [M-H]|~ (Table 2) as
previously reported (Song et al., 2019).

The chemical profiles obtained in negative ionization mode
revealed the presence of compounds with the same molecular ions
but different retention times (RTs, Table 2). In order to obtain addi-
tional information about these profiles, we performed an LC-ESI-MS/
MS analysis (Table 3). In particular, it was possible to detect 5 pairs of
isomers (compounds 1-4, 6-8, 11-12, 13-14 and 15-16), each of those
couples having the same molecular ion and fragmentation profile.
The LC-ESI-MS/MS analysis did not reveal any structural differences
between isomers, indicating that other strategies, such as multiple
MS analyses, NMR or the use of specific standards will be required for
further characterization.

PhGs are water soluble compounds belonging to the polyphenols
with a chemical structure characterized by a phenethyl alcohol (Ce-
C,) moiety linked to B-glucopyranose/B-allopyranose. In addition,
substituents like aromatic acids and sugars are often linked to the
core structure by ester or glycosidic linkages (Xue and Yang, 2016).
Generally, PhGs of Cistanches herba are found as monosaccharide,
disaccharide or trisaccharide glycosides. Moreover, a peculiar charac-
teristic in this genus is that the PhG disaccharide form generally
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comprises a Glucose (3—1) Rhamnose linkage, where the glucose
linked to the aglycone is usually substituted at C4 or Cg by a caffeoyl
or coumaroyl moiety, while at the Cg position, an additional glucose,
or rhamnose, appears in the case of the trisaccharide glycosides
(Jiang and Tu, 2009). Until now, 69 PhGs have been identified by
HPLC-LTQ-orbitrap-MS through the analysis of three different species
(Fuetal, 2018).

To specify, we were able to identify two monoglycosides in the
positive mode analysis, corresponding to the PhG salidroside (com-
pound 3) and syringin (compound 9) (Table 2).

In addition, 4 pairs of caffeoylated PhGs disaccharides were tenta-
tively identified in the negative mode, each of them corresponding to
a pair of isomers (compound 6-8, 11-12, 13-14 and 15-16). The MS/
MS profile of these compounds is marked by the presence of at least
one of the fragments at 179, 161 and 135 m/z, which were derived
from the cleavage of a caffeic acid moiety (CA), and its subsequent
dehydration and decarboxylation, respectively (Table 3, Wang et al.,
2009). Consequently, the compounds 6 and 8 were identified as cista-
noside F and its isomer. Interestingly, we were able to discriminate
among the second pair of isomers, assigning the compound 11 to
acteoside and the compound 12 to isoacteoside on the basis of their
RTs (Table 3) and relative abundance (unpublished results). Indeed,
according to what was proposed by different authors through the use
of authentic standards, in reverse phase chromatography the former
elutes first and is one of the major PhGs in the Cistanche species
(Han et al., 2012; Shi et al., 2013; Cui et al,, 2016; Li et al,, 2016a).
Moreover, the pair 13-14 was assigned to campneoside II and its iso-
mer. This molecule is a 8-hydroxylated form of acteoside that follows
the typical fragmentation mode of the acteoside-type PhGs, with the
exception of a distinctive ion at 151 m/z corresponding to a dehydro-
phenethanol moiety (Shi et al., 2013). Finally, compounds 15-16
were assigned to 2'-acetylacteoside/tubuloside B. According to the
study of Li et al. (2016b), on the basis of the different RTs it is possible
to speculate that the first chromatographic peak corresponds to 2'-
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Table 3
Compounds identified in aqueous extracts from roots of C. phelypaea by LC-ESI-MS/MS analysis in negative mode.

N. Compound RT (min) [M-H] " m/z  CE(V) Fragmentions (m/z) References

1 8-epiloganic acid (isomer A) 4.69+0.10 375.13 30 213.07 - 169.08 - 151.07 Lietal., 2016b
Song et al., 2016

4 8-epiloganic acid (isomer B) 5.88 +0.12 375.13 30 213.07 - 169.08 - 151.07 Lietal., 2016b
Song et al., 2016

6 Cistanoside F (isomer A) 8.01+0.17 487.15 30 179.03 - 161.02 - 135.04 Li et al,, 2016b

8 Cistanoside F (isomer B) 835+0.15 487.15 30 179.03 - 161.02 - 135.04 Li et al, 2016b

11 Acteoside 19.74 £0.10  623.20 40 461.16 - 161.02 - 135.04 Cuietal, 2016
Lietal, 2016a

12 Isoacteoside 20.85+0.09  623.20 40 461.16 - 161.02 - 135.04 Cuietal, 2016
Lietal, 2016a

13 Campneoside II (isomer A) 16.97 £0.13  639.19 30 621.17 - 529.14 - 459.14 179.03 - 161.02 - 151.03 Song et al., 2016
Shietal., 2013

14 Campneoside II (isomer B) 17.15+0.13 639.19 30 621.17 - 529.14 - 459.14 179.03 - 161.02 - 151.03 Song et al,, 2016
Shi et al., 2013

15 2'-acetylacteoside/ Tubuloside B 22.58 £0.10  665.21 30 503.16 - 461.16 - 161.02 Lietal., 2016b
Shietal., 2013

16 2'-acetylacteoside/ Tubuloside B 24.09 £0.12  665.21 30 503.16 - 461.16 - 161.02 Lietal., 2016b
Shietal., 2013

17 Echinacoside 1741 +£0.13  785.25 40 623.21-161.02 Li et al.,, 2016b

18 Pheliposide 21.85+0.10 797.25 40 635.21-593.20 - 161.02 Jedrejek et al., 2020

19 Kankanoside H;/H, 21.254+0.08 811.27 40 769.25 - 665.22 - 647.21 623.21 - 605.20 - 477.16 145.03  Zhanget al., 2015

20 Tubuloside A 19.93 £0.10  827.26 40 665.22 - 623.21 - 161.02 Li et al,, 2016b

Song et al., 2016

RT: retention time (min). [M-H] : mass to charge ratio (m/z) of the precursor ion. CE: collision energy (V).

acetylacteoside and the second one to tubuloside B. However, further
studies are needed to verify this hypothesis.

Four PhGs trisaccharides were also identified in negative mode
(Table 3). The first was echinacoside (compound 17), another major
PhG along with acteoside in Cistanche species, while compound 20
was assigned to tubuloside A, an acetylated derivative of echinaco-
side. Compound 19 was assigned to kankanoside H;/H; on the basis
of an acetylated substitution and a coumaroyl moiety indicated in the
MS/MS profile by the sequential losses of -42 m/z and by the diagnos-
tic ion at 145 m/z, respectively (Table 3, Morikawa et al., 2010;
Li et al.,, 2014). At the same time, compound 18 was identified as phe-
liposide. This molecule differs with respect to tubuloside A in being
substituted by xylose rather than glucose (Andary et al., 1985). Based
on the classical fragmentation mechanism of PhGs, we can suppose
that pheliposide during fragmentation produced the ion at 635 m/z
by losing its CA moiety, and the ion 593 m/z by the concurrent losses
of CA and acetyl at C, position (Table 3). Finally, a caffeoylated trisac-
charide PhG was identified as cistantubuloside C;/C, (compound 10)
in positive mode (Table 2).

In addition to PhGs, our results also allowed the characterization
of five iridoids. This family is considered to be one of the most numer-
ous cyclopentanoid monoterpene derivatives, and it occurs in the gly-
cosides and aglycosides forms comprised in the Cistanche species
(Bianco, 1994; Jiang and Tu, 2009). Three iridoid glycosides were
found in positive mode by the LC/MS analysis, corresponding to 6-
deoxycatalpol (compound 2), bartsioside (compound 5) and gluro-
side (compound 7) (Table 2). Moreover, one iridoid and its isomer
were characterized in negative mode LC-ESI-MS/MS as 8-epiloganic
acid (compounds 1-4) due to the neutral losses of glucose residue
(213 m/z) and CO, (169 m/z, Table 3).

The majority of the phytochemical studies of Cistanches herba
have focused on the C. tubulosa, C. deserticola and C. sinensis species
but only a few reports about the phelypaea species are available. Our
results are consistent with surveys showing mainly the same com-
pounds (Melek et al., 1993; Deyama et al., 1995; Trampetti et al.,
2019). In addition, cistanoside F, campneoside I, kankanoside H;/Ho,
cistantubuloside C;/C, and 8-epiloganic acid are reported herein for
the first time in this species. Until now, and to the best of our knowl-
edge, pheliposide was reported only in the species C. phelypaea
(Melek et al., 1993). Nonetheless, Deyama et al. (1995) as well as
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Trampetti et al. (2019), who studied the aerial parts from Qatar and
the whole flowering plant from Portugal respectively, did not report
its identification in C. phelypaea. However, these studies employed
different periods of collection, as well as different solvents and meth-
ods of extraction and analysis. Overall, considering the fact that
despite the large number of phytochemical studies pheliposide was
not isolated or identified in other Cistanche species (Fu et al., 2018), it
is possible to propose the use of this molecule as a typical chemotax-
onomical marker of C. phelypaea within the Cistanche genus, at least
for the root organ.

At the same time, in our study we could not identify the com-
pounds tubuloside E and ajugol, previously described by
Deyama et al. (1995); this can be due to several factors, including sol-
vent extraction, plant organ, and/or the period of collection. In fact,
these two compounds have been identified in the methanolic extract
from the aerial parts of C. phelypaea collected in March. Interestingly,
this difference suggests a possible variability in the synthesis of these
secondary metabolites, according to the organ and stage of plant
growth. In support of this hypothesis, Trampetti et al. (2019) have
reported a variation in the secondary metabolite composition of the
water extracts from different organs of C. phelypaea, showing that
PhGs, dominated by echinacoside, were found mainly in roots while
iridoids, i.e., bartsioside, ajugol and gluroside, were more abundant
in flowers. They also mentioned that the C. phelypaea stems con-
tained both PhGs (essentially tubuloside A and 2’-acetylacteoside)
and iridoids. Recently, four new PhGs, trisaccharide glycosides carry-
ing coumaroyl substituents have been isolated from a butanolic
extract of the aerial part of C. phelypaea, growing in the southwest of
Algeria (Beladjila et al., 2018).

As we have described, in our study the same qualitative chro-
matographic pattern was found for all the three kinds of extraction.
However, an obvious difference was observed in the relative abun-
dance for some compounds. These compounds include 8-epiloganic
acid and its isomer, cistanoside F and its isomer, as well as acteoside,
isoacteoside, two isomers of 2’-acetylacteoside/tubuloside B and
syringin (Fig. 1 and 2).

The compounds acteoside, isoacteoside and 2'-acetylacteoside/
tubuloside B were significantly higher in abundance in DEC and/or
INF than in CMA (Fig. 1). This can be attributed to their high solubility
in hot water. In addition, isoacteoside and one of the two isomers of
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2'-acetylacteoside/tubuloside B were extracted more efficiently by
DEC than INF (Fig. 1). These results suggest the requirement of a lon-
ger contact time in water at boiling temperature for a better extrac-
tion of these PhGs disaccharides. Interestingly, in this case, all of
these compounds, having an identical behavior in modified tempera-
ture extraction procedures, are structurally homologous. Their chem-
ical structures are similar, since they all consist of three chemical
moieties: CA, hydroxytyrosol (3.4 dihydroxyphenethyl alcohol) phe-
nylethanoid aglycone, and rhamnose.

However, the CMA procedure showed more efficiency in the
extraction of 8-epiloganic acid and cistanoside F, with their respec-
tive isomers (Fig. 1) and syringin (Fig. 2). These results suggest that
the 8-epiloganic acid, cistanoside F and syringin are extractable
mainly at an ambient temperature because of their thermal instabil-
ity.

3.2. Invitro antioxidant activities

Several pathological alterations such as cancer, diabetes, degener-
ative disorders and inflammation are strongly related to oxidative
stress, which is the result of an imbalance between endogenous body
antioxidant systems and free radical production, leading to the cellu-
lar damage of macromolecules (Kohen and Nyska, 2002). Thus, exog-
enous antioxidant compounds taken as food and as extracts from
medicinal plants may support the endogenous body antioxidant sys-
tems to fight oxidative damage and, consequently, can be used as
chemopreventive and reducing agents against oxidative stress-
induced alterations (Costamagna et al., 2013).

The evaluation of the broad antioxidant activities of plant extracts
needs several antioxidant test systems because of the phytochemical
complexity of bioactive compounds that respond in a different man-
ner to the variable assay mechanisms. For this purpose, three in vitro
antioxidant methods were used to evaluate both the scavenging and
reducing ability of the aqueous extracts from C. phelypaea roots.

3.2.1. DPPH radical scavenging activity

Assessment of the scavenging potential was performed by the
widespread DPPH system. This standard and easy colorimetric
method reflects the scavenging property of an antioxidant molecule,
through its ability to transfer both the hydrogen atom or electron to
the stable nitrogen radical DPPH: (purple) which is reduced to DPPH,
(yellow), resulting thus in absorbance change. The measurement of
the amount of unreacted DPPH- is correlated to the antioxidant’s
capacity.

Our results showed that the DPPH assay revealed a marked scav-
enging potential of the different aqueous extracts, as increased con-
centration improved the percentage inhibition of the DPPH radical in
a dose-dependent manner (unpublished results). Estimation and
comparison of sample scavenging activities were carried out by ICsq
values. As shown in Table 4, no difference between them indicates
that aqueous roots extracts of C. phelypaea exhibited the same scav-
enging potential in the DPPH system. Our results are in agreement
with previous studies which reported high radical scavenging

Table 4
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activities towards the DPPH radical for different extracts of Cis-
tanches herba (Elkamali and Hamed, 2015; Peng et al., 2016;
Wang et al., 2017).

Comparative solvent extraction studies for C. phelypaea have
shown that the best DPPH radical scavenging potential is exerted by
the water extracts of different parts as well as of the whole plant
(Aboul-Enein et al., 2012; Trampetti et al., 2019). In addition, studies
performed by Trampetti et al. (2019) regarding the scavenging activ-
ity of stems, roots and flowers of C. phelypaea towards different radi-
cals revealed that the water extracts from roots showed the highest
DPPH scavenging potential with an ICsq value of 0.37mg/mL, which is
higher than our ICsq for the three aqueous extracts found in the cur-
rent study.

Compounds identified in our study, mainly PhGs, have been
reported to exert from moderate to potent scavenging activity when
isolated from the Cistanche genus and other plants, as some of them
have shown equal or lower ICsq values than standards like «-tocoph-
erol and BHT (Xiong et al., 1996; Si et al., 2013). Furthermore, the
sequence of the strength of the scavenging potential for these com-
pounds was variable. For instance, Xiong et al. (1996) have isolated 9
PhGs from C. deserticola, among which tubuloside B was shown to
have the strongest DPPH scavenging potential. At the same time, 2'-
acetylacteoside has been reported to exhibit the best scavenging
potential among 6 PhGs isolated from C. salsa (Yang et al., 2009). In
these studies, the scavenging potential of molecules has been related
to the presence of catechol groups, the number and position of
hydroxyl groups, the presence of 2-acetyl in the middle glucopyra-
nose, and steric hindrance. Jedrejek et al. (2020) also reported that
PhGs with the caffeoyl moiety exhibited stronger scavenging activi-
ties than those with feruloyl and p-coumaroyl ones.

Iridoids have also been reported to exert a DPPH scavenging
potential, which is increased by dihydroxybenzoyl and caffeoyl sub-
stitutions (Jensen et al., 2010).

3.2.2. Ferric-reducing antioxidant power assay

The FRAP assay was carried out in order to evaluate the ability of
the different aqueous extracts to reduce the ferric ion (Fe*3) to ferrous
(Fe*2). Similarly to the DPPH system assay, the reducing activity
increased by increasing sample concentration (unpublished results)
indicating a good reducing power of the analytes.

As we can see from the ECsq values displayed in Table 4, no signifi-
cant difference was observed in the ECsq values of DEC and INF, indi-
cating similar reducing potentials. However, CMA extract exhibited a
significantly lower reducing power among the samples, suggesting
that some antioxidant molecules might be extracted better by hot
water. Earlier studies revealed a good reducing power by the FRAP
assay for different Cistanches herba extracts (Xiong et al., 2013;
Peng et al., 2016; Piwowarczyk et al.,, 2020). Nevertheless, the data
from these studies cannot be compared to ours, because the values
were expressed differently. So far, to the best of our knowledge, no
studies have been conducted on the potency reduction of the phely-
paea species. The reducing capacity of plant extracts is related to the
oxidizability of the chemical compounds that are able to transfer

Antioxidant activities of different aqueous extracts from C. phelypaea roots.

Extract DPPH scavenging activity ICso (1g/mL)  FRAP assay ECso (ug/mL)  TAA assay mg AAEs/g extract
Decoction 19.545 + 0.993* 321.6+6.87° 319.93 + 3.26°

Infusion 19.061 £0.211° 327.8+ 16.01° 326.92 +10.64*

Cold maceration ~ 22.748 + 1.498° 458.6+20.56* 32421 +£5.78*

Ascorbic acid 02.20 + 0.068° 100+ 01.05 ¢ -

Values represent the mean + SEM of three separate experiments using triplicate samples (n=3). Different superscripted letters
in the same column indicate significant differences (p<0.05). DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil; FRAP, ferric-reducing anti-
oxidant power; TAA, total antioxidant activity; ICso, inhibition concentration 50%; ECso, Effective concentration at which the

absorbance was 0.5; AAEs, ascorbic acid equivalents.
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electrons, and it was reported that the most efficient reducing capac-
ity is obtained by compounds extracted with water from different
plants (Wong et al., 2006; Akhtar et al., 2018).

3.2.3. Total antioxidant activity

TAA was evaluated by the phosphomolybdenum method, based
on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the extract at acidic pH. All
the tested extracts showed a great antioxidant capacity with no sig-
nificant difference in their values (Table 4). To the best of our knowl-
edge, no TAA values have previously been reported for C. phelypaea.

Our results show a similar trend of TAA and DPPH tests. However,
despite the fact that FRAP and TAA are based on the reduction prop-
erties of compounds different trends were obtained in this study,
indicating that different reaction conditions, as well as different
metal reducible ions, involve different antioxidant molecules con-
tained in the extracts.

Generally, our results suggest that the quantitative differences in
some PhG and iridoid abundances determined by LC-ESI-MS (Fig. 1
and 2) as well as in the amounts of TPC and TFC (Table 1) in the three
water extracts did not influence their antioxidant potential, except
for the FRAP assay. Overall, several authors reported that phenolic
compounds are not permanently associated with the antioxidant
potential of a sample and that other compounds are also good antiox-
idants. Wang et al. (2017) showed a positive correlation between
total PhG content and antioxidant activity of cultivated C. deserticola.
However, certain samples with high PhG content, such as inflores-
cence, axis and corolla extracts, did not show a high antioxidant
potential.

Despite the quantitative differences for some compounds
highlighted by LC-ESI-MS (8-epiloganic acid and isomer, isoacteoside,
and 2'-acetylacteoside or isomer tubuloside B, Fig. 1) and in the TPC
(Table 1), similar behaviors were observed in all tested antioxidant
systems for hot extraction methods (DEC and INF), suggesting that
the time of heating-extraction had no effect on the antioxidant capac-
ity. However, when we considered the temperature parameter for
water extraction, we were able to find that CMA had less extractive
ability than hot processes for some molecules (i.e. acteoside, isoacteo-
side, 2'-acetylacteoside/tuboloside B and TPC/TFC, Table 1 and Fig. 1).
CMA also exhibited lower ferric reducing capacity, a result probably
indicating that the higher antioxidant activity of extracts obtained
with hot water can be mainly attributed to those compounds. Never-
theless, CMA showed the same potential as hot procedures in scav-
enging the DPPH radical as well as in the TAA tests. These results
most likely reflect that the antioxidant compounds of the extract act
in a complementary and synergistic manner. In fact, although CMA is
not as effective as hot methods in the extraction of the previously
mentioned compounds, it seems that other compounds (8-epiloganic
acid isomers, cistanoside F isomers and syringin) are more extract-
able by this method, and, interestingly, all of them have been
described as good DPPH scavengers (Pan and Hori, 1996; Us et al.,
2015).

Finally, it is possible that other bioactive compounds contained in
the crude extracts, that have not been identified in our analysis and
that contribute to antioxidant capacity, were differentially extracted,
during the three tested procedures. In fact, the extraction of polysac-
charides known as major constituents of Cistanches herba is influ-
enced by temperature. Zhang et al. (2016) demonstrated that the
increase in temperature between 30 to 50 °C during 40 min increases
polysaccharide yield from C. tubulosa stems. Additionally, it was
found that these polysaccharides exert a considerable antioxidant
activity.

4. Conclusion

In this study, the obtained results revealed that aqueous extracts
from C. phelypaea roots prepared by decoction, infusion and cold
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maceration methods showed the same qualitative PhG and iridoid
phytochemical profiles when analyzed by the LC-ESI-MS analysis.
Nonetheless, quantitative differences in the abundance of some indi-
vidual compounds as well as in phenolic and flavonoid contents were
observed. Interestingly, the influence of temperature and the extrac-
tion time was not related to significant variations in antioxidant
capacity, except for the cold macerate which showed the weakest fer-
ric reducing power. Altogether, our findings suggest a synergistic
antioxidant effect of the phytochemical components of these com-
plex mixtures, although further studies should be performed to iden-
tify other antioxidant compounds of interest from these extracts.
Decoction and infusion preparations can be used as good alternative
dietary supplements, and along with maceration, these procedures
can provide pharmaceutical, nutritional and cosmetic products.

Funding

This research is supported by the Ministry of Higher Education
and Scientific Research. Algeria.

Declaration of Competing Interest
The authors declare that they have no conflict of interest.

Acknowledgements

Authors are grateful to Dr. Antonio Servadio and Dr. Djamel Mes-
saoudene for their precious help during the research.

References

Aboul-Enein, A.M., El-Ela, F.A,, Shalaby, E.A., EI-Shemy, H.A., 2012. Traditional medici-
nal plants research in Egypt: Studies of antioxidant and anticancer activities. ]J.
Medicinal Plants Res. 6, 689-703.

Ahn, J., Chae, H.-S., Chin, Y.-W., Kim, J., 2017. Dereplication-guided isolation of new
phenylpropanoid-substituted diglycosides from Cistanche salsa and their inhibi-
tory activity on NO production in macrophage. Molecules 22, 1138.

Akhtar, N., Haq, 1.-U., Mirza, B., 2018. Phytochemical analysis and comprehensive eval-
uation of antimicrobial and antioxidant properties of 61 medicinal plant species.
Arabian J. Chem. 11, 1223-1235.

Andary, C,, Privat, G., Wylde, R., Heitz, A., 1985. Pheliposide et arenarioside, Deux nou-
veaux esters heterosidiques de I'acide cafeique isoles de Orobanche arenaria. ]. Nat.
Prod. 48, 778-783.

Beladjila, K.A., Berrehal, D., De Tommasi, N. Granchi, C, Bononi, G., Braca, A,
De, Leo, M., 2018. New phenylethanoid glycosides from Cistanche phelypaea and
their activity as inhibitors of monoacylglycerol lipase (MAGL). Planta Med. 84,
710-715.

Benchelah, A.-C., Bouziane, H., Maka, M., Ouahes, C., Monod, T., 2011. Fleurs du Sahara:
Voyage Ethnobotanique avec les Touaregs du Tassili, Second ed. Ibis Press, Paris.

Bianco, A., 1994. Recent developments in iridoids chemistry. Pure Appl. Chem. 66,
2335-2338.

Bougandoura, A., D'Abrosca, B. Ameddah, S., Scognamiglio, M., Mekkiou, R.
Fiorentino, A., Benayache, S., Benayache, F., 2016. Chemical constituents and in
vitro anti-inflammatory activity of Cistanche violacea Desf. (Orobanchaceae)
extract. Fitoterapia 109, 248-253.

Chen, X,, Deng, Z., Huang, X., Geng, C., Chen, J,, 2018. Liquid chromatography—mass spec-
trometry combined with xanthine oxidase inhibition profiling for identifying the
bioactive constituents from Cistanche deserticola. Int. J. Mass spectrom. 430, 1-7.

Costamagna, M.S., Ordonez, R.M., Zampini, I.C., Sayago, J.E., Isla, M., 2013. Nutritional
and antioxidant properties of Geoffroea decorticans, an Argentinean fruit, and
derived products (flour, arrope, decoction and hydroalcoholic beverage). Food Res.
Int. 54, 160-168.

Cui, Q. Pan, Y., Xu, X,, Zhang, W., Wu, X,, Qu, S., Liu, X., 2016. The metabolic profile of
acteoside produced by human or rat intestinal bacteria or intestinal enzyme in
vitro employed UPLC-Q-TOF—MS. Fitoterapia 109, 67-74.

Deyama, T., Yahikozawa, K., Al-Easa, H.S., Rizk, A.M., 1995. Constituents of plants grow-
ing in Qatar: part xxviii. Constituents Of Cistanche phelypaea. Qatar Univ. Sci. J. 15,
51-55.

Do, Q.D., Angkawijaya, A.E., Tran-Nguyen, P.L., Huynh, L.H., Soetaredjo, F.E., Ismadji, S.,
Ju, Y.-H., 2014. Effect of extraction solvent on total phenol content, total flavonoid
content, and antioxidant activity of Limnophila aromatica. ]. Food and Drug Anal.
22,296-302.

Elkamali, H.H., Hamed, S.E.M., 2015. Antioxidant potential of some Sudanese medicinal
plants used in traditional medicine. Int. J. Scientific World 3, 192-198.

Fu, Z,, Fan, X., Wang, X., Gao, X., 2018. Cistanches Herba: an overview of its chemistry,
pharmacology, and pharmacokinetics property. J. Ethnopharmacol. 219, 233-247.


http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0015

M.Z. Rahim, B. Prinsi, L. Espen et al.

Gast, M., 2000. Moissons du désert: utilisation des ressources naturelles en période de
famine au Sahara central. Ibis Press, Paris.

Gavamukulya, Y., Abou-Elella, F., Wamunyokoli, F., AEI-Shemy, H., 2014. Phytochemical
screening, anti-oxidant activity and in vitro anticancer potential of ethanolic and
water leaves extracts of Annona muricata (Graviola). Asian Pacific J. Tropical Med.
7,S355-S363.

Guo, Y., Cao, L., Zhao, Q., Zhang, L., Chen, J., Liu, B., Zhao, B., 2016. Preliminary character-
izations, antioxidant and hepatoprotective activity of polysaccharide from Cis-
tanche deserticola. Int. J. Biol. Macromol. 93, 678-685.

Gurnani, N., Gupta, M., Mehta, D., Mehta, B.K., 2016. Chemical composition, total phe-
nolic and flavonoid contents, and in vitro antimicrobial and antioxidant activities
of crude extracts from red chilli seeds (Capsicum frutescens L.). J. Taibah. Univ.
Med. Sci. 10, 462-470.

Hammiche, V., Maiza, K., 2006. Traditional medicine in Central Sahara: pharmacopoeia
of Tassili N'ajjer. J. Ethnopharmacol. 105, 358-367.

Han, L., Boakye-Yiadom, M., Liu, E., Zhang, Y., Li, W., Song, X,, Fu, F., Gao, X., 2012. Structural
characterisation and identification of phenylethanoid glycosides from Cistanches
deserticola Y.C Ma by UHPLC/ESI-QTOF—MS/MS. Phytochem. Anal. 23, 668-676.

Imakura, Y., Kobayashi, S., Mima, A., 1985. Bitter phenyl propanoid glycosides from
Campsis chinensis. Phytochemistry 24, 139-146.

Jedrejek, D., Pawelec, S., Piwowarczyk, R., Pecio, L., Stochmal, A., 2020. Identification and
occurrence of phenylethanoid and iridoid glycosides in six Polish broomrapes (Oro-
banche spp. and Phelipanche spp., Orobanchaceae). Phytochemistry 170, 112189.

Jensen, S.R,, Gotfredsen, C.H., Harput, U.S., Saracoglu, L., 2010. Chlorinated iridoid gluco-
sides from Veronica longifolia and their antioxidant activity. J. Nat. Prod. 73, 1593-
1596.

Jiang, Y., Li, S.P., Wang, Y.T., Chen, X.J., Tu, P.F., 2009. Differentiation of Herba Cistanches
by fingerprint with high-performance liquid chromatography—diode array detec-
tion—mass spectrometry. J. Chromatogr. A 1216, 2156-2162.

Jiang, Y., Tu, P.-F., 2009. Analysis of chemical constituents in Cistanche species. J. Chro-
matogr. A 1216, 1970-1979.

Kobayashi, H., Karasawa, H., Miyase, T., Fukushima, S., 1985. Studies on the constitu-
ents of Cistanchis herba. V. Isolation and structures of two new phenylpropanoid
glycosides, cistanosides E and F. Chem. Pharm. Bull. 33, 1452-1457.

Kohen, R., Nyska, A., 2002. Invited review: Oxidation of biological systems: oxidative
stress phenomena, antioxidants, redox reactions, and methods for their quantifica-
tion. Toxicol. Pathol. 30, 620-650.

Li, C,, Liu, Y., Abdulla, R., Aisa, H.A., Suo, Y., 2014. Characterization and identification of
chemical components in Neopicrorhiza scrphulariiflora roots by liquid chromatog-
raphy-electrospray ionization quadrupole time-of-flight tandem mass spectrome-
try. Anal. Methods 6, 3634.

Li, Y., Zhou, G., Peng, Y., Tu, P., Li, X., 2016a. Screening and identification of three typical
phenylethanoid glycosides metabolites from Cistanches Herba by human intestinal
bacteria using UPLC/Q-TOF-MS. J. Pharm. Biomed. Anal. 118, 167-176.

Li, Y., Peng, Y., Wang, M., Zhou, G., Zhang, Y., Li, X, 2016b. Rapid screening and identifi-
cation of the differences between metabolites of Cistanche deserticola and C. tubu-
losa water extract in rats by UPLC-Q-TOF-MS combined pattern recognition
analysis. J. Pharm. Biomed. Anal. 131, 364-372.

Liao, D.Y., Chai, Y.C., Wang, S.H., Chen, C.W,, Tsai, M.S., 2015. Antioxidant activities and
contents of flavonoids and phenolic acids of Talinum triangulare extracts and their
immunomodulatory effects. ]. Food and Drug Anal. 23, 294-302.

Lin, Z., Wen, J., Zhu, T,, Fang, Y., Gu, Q., Zhu, W., 2008. Chrysogenamide A from an endo-
phytic fungus associated with Cistanche deserticola and its neuroprotective effect
on SH-SY5Y cells. J. Antibiot. (Tokyo) 61, 81-85.

Lin, W.-Y,, Yao, C,, Cheng, J., Kao, S.-T., Tsai, F.-]., Liu, H.-P., 2017. Molecular pathways
related to the longevity promotion and cognitive improvement of Cistanche tubu-
losa in Drosophila. Phytomedicine 26, 37-44.

Liu, X.-M., Li, ]., Jiang, Y., Zhao, M.-B., Tu, P.-F., 2013. Chemical constituents from Cis-
tanche sinensis (Orobanchaceae). Biochem. Syst. Ecol. 47, 21-24.

Melek, F., EI-Shabrawy, O., EI-Gindy, M., Miyase, T., 1993. Pharmacological activity and
composition of ethyl acetate extract of Cistanche phelypaea. Fitoterapia 64, 11-14.

Morikawa, T., Pan, Y., Ninomiya, K, Imura, K., Matsuda, H., Yoshikawa, M., Yuan, D.,
Muraoka, O., 2010. Acylated phenylethanoid oligoglycosides with hepatoprotective
activity from the desert plant Cistanche tubulosa. Biorg. Medicinal Chem. 18, 1882-
1890.

Pan, N., Hori, H., 1996. Antioxidant action of acteoside and its analogs on lipid peroxi-
dation. Redox Report 2, 149-154.

Peng, F., Chen, J., Wang, X., Xu, C,, Liu, T., Xu, R,, 2016. Changes in levels of phenyletha-
noid glycosides, antioxidant activity, and other quality traits in Cistanche deserti-
cola slices by steam processing. Chem. Pharm. Bull. 64, 1024-1030.

Pisoschi, A.M., Pop, A., Cimpeanu, C., Predoi, G., 2016. Antioxidant capacity determina-
tion in plants and plant-derived products: a review. Oxidative Med. Cellular Lon-
gevity 2016, 9130976.

Piwowarczyk, R., Ochmian, I., Lachowicz, S., Kapusta, I., Sotek, Z., Btaszak, M., 2020.
Phytochemical parasite-host relations and interactions: A Cistanche armena case
study. Sci. Total Environ. 716, 137071.

Quezel, P., Santa, S., 1963. New flora of Algeria and southern desert regions, Tome 2.
Centre National de la Recherche Scientifique, Paris.

Quirantes-Piné, R., Funes, L., Micol, V., Segura-Carretero, A., Fernandez-Gutiérrez, A., 2009.
High-performance liquid chromatography with diode array detection coupled to elec-
trospray time-of-flight and ion-trap tandem mass spectrometry to identify phenolic
compounds from a lemon verbena extract. ]. Chromatogr. A 1216, 5391-5397.

Shi, Y., Wu, C,, Chen, Y., Liu, W., Feng, F., Xie, N., 2013. Comparative analysis of three
Callicarpa herbs using high performance liquid chromatography with diode array

South African Journal of Botany 148 (2022) 259267

detector and electrospray ionization-trap mass spectrometry method. J. Pharm.
Biomed. Anal. 75, 239-247.

Si, C.-L., Liu, S.-C., Hu, H.-Y,, Jiang, J.-Z., Yu, G.-]., Ren, X.-D., Xu, G.-H., 2013. Activity-
Guided Screening of the Antioxidants from Paulownia tomentosa var. tomentosa
Bark. BioResources 8, 628-637.

Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R.M., 1999. Analysis of total phenols
and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin—Ciocalteu
reagent. Methods Enzymol. 299, 152-178.

Song, Q. Li, ], Liu, X,, Zhang, Y., Guo, L, Jiang, Y., Song, Y., Tu, P., 2016. Home-made
online hyphenation of pressurized liquid extraction, turbulent flow chromatogra-
phy, and high performance liquid chromatography, Cistanche deserticola as a case
study. J. Chromatogr. A 1438, 189-197.

Song, Q., Zhou, Z., 1i, J., Cao, Y., Zhao, Y., Deng, S., Qi, H,, Jiang, Y., Song, Y., Tu, P., 2019.
Serial hyphenation of dried spot, reversed phase liquid chromatography, hydro-
philic interaction liquid chromatography, and tandem mass spectrometry towards
direct chemical profiling of herbal medicine-derived liquid matrices, an applica-
tion in Cistanche sinensis. J. Pharm. Biomed. Anal. 174, 34-42.

Subedi, L., Timalsena, S., Duwadi, P., Thapa, R., Paudel, A., Parajuli, K., 2014. Antioxidant
activity and phenol and flavonoid contents of eight medicinal plants from Western
Nepal. J. Tradit. Chin. Med. 34, 584-590.

Tao, Y., Gu, X,, Li, W., Cai, B., 2018. Fabrication and evaluation of magnetic phosphodies-
terase-5 linked nanoparticles as adsorbent for magnetic dispersive solid-phase
extraction of inhibitors from Chinese herbal medicine prior to ultra-high perfor-
mance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry anal-
ysis. J. Chromatogr. A 1532, 58-67.

Tian, S., Miao, M., Bai, M., Wei, Z., 2017. Phenylethanoid Glycosides of Cistanche on
menopausal syndrome model in mice. Saudi Pharmaceutical J. 25, 537-547.

Trampetti, F., Pereira, C., Rodrigues, M.]., Celaj, O., D'Abrosca, B., Zengin, G., Mollica, A.,
Stefanucci, A., Custédio, L., 2019. Exploring the halophyte Cistanche phelypaea (L.)
Cout as a source of health promoting products: In vitro antioxidant and enzyme
inhibitory properties, metabolomic profile and computational studies. ]J. Pharm.
Biomed. Anal. 165, 119-128.

Us, MR, Zin, T., Abdurrazak, M., Ahmad, B.A., 2015. Chemistry and pharmacology of
syringin, a novel bioglycoside: A review. Asian J. Pharmaceutical and Clin. Res. 8,
20-25.

Wang, Y., Hao, H., Wang, G., Tu, P., Jiang, Y., Liang, Y., Dai, L., Yang, H., Lai, L., Zheng, C.,
Wang, Q., Cui, N,, Liu, Y., 2009. An approach to identifying sequential metabolites
of a typical phenylethanoid glycoside, echinacoside, based on liquid chromatogra-
phy—ion trap-time of flight mass spectrometry analysis. Talanta 80, 572-580.

Wang, X., Wang, J., Guan, H., Xu, R,, Luo, X,, Su, M., Chang, X., Tan, W., Chen, ]., Shi, Y.,
2017. Comparison of the chemical profiles and antioxidant activities of different
parts of cultivated Cistanche deserticola using ultra performance liquid chromatog-
raphy-quadrupole time-of-flight mass spectrometry and a 1, 1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl-based assay. Molecules 22, 2011.

Wat, E., Ng, C.F,, Koon, C.M., Wong, E.C.W., Tomlinson, B., San Lau, C.B., 2016. The pro-
tective effect of Herba Cistanches on statin-induced myotoxicity in vitro. J. Ethno-
pharmacol. 190, 68-73.

Wong, C.-C,, Li, H.-B., Cheng, K.-W., Chen, F., 2006. A systematic survey of antioxidant
activity of 30 Chinese medicinal plants using the ferric reducing antioxidant power
assay. Food Chem. 97, 705-711.

Xiong, Q., Kadota, S., Tani, T., Namba, T., 1996. Antioxidative effects of phenylethanoids
from Cistanche deserticola. Biol. Pharm. Bull. 19, 1580-1585.

Xiong, W.-T., Gu, L, Wang, C., Sun, H.-X,, Liu, X., 2013. Anti-hyperglycemic and hypoli-
pidemic effects of Cistanche tubulosa in type 2 diabetic db/db mice. ]. Ethnophar-
macol. 150, 935-945.

Xue, Z., Yang, B., 2016. Phenylethanoid glycosides: Research advances in their phyto-
chemistry, pharmacological activity and pharmacokinetics. Molecules 21, 991.
Yan, Y., Song, Q., Chen, X, Li, J., Li, P., Wang, Y., Liu, T, Song, Y., Tu, P., 2017. Simulta-
neous determination of components with wide polarity and content ranges in Cis-
tanche tubulosa using serially coupled reverse phase-hydrophilic interaction

chromatography-tandem mass spectrometry. J. Chromatogr. A 1501, 39-50.

Yang, J.-H., Hu, J.-P., Rena, K., Du, N.-S., 2009. Structure-activity relationships of phenyl-
ethanoid glycosides in plants of Cistanche salsa on antioxidative activity. J. Chin.
Medicinal Mater. 32, 1067-1069.

Yoshizawa, F., Deyama, T., Takizawa, N., Usmanghani, K., Ahmad, M., 1990. The constit-
uents of Cistanche tubulosa (SCHRENK) HOOK. f. IL.: isolation and structures of a
new phenylethanoid glycoside and a new neolignan glycoside. Chem. Pharm. Bull.
38,1927-1930.

Yuejie, L., Haiyan, C,, Ting, L., Lijun, L., Wenhai, J., 2017. Chemical components identifi-
cation of Cistanche deserticola using X500 QTOF system. Food and Environmental
SCIEX. Asia Pacific Application Support Center, ShanghaiChina. RUO-MKT-02-
6091-A.

Zhang, ], Li, C,, Che, Y., Wy, ]., Wang, Z., Cai, W., Li, Y., Ma, Z., Tu, P., 2015. LTQ-Orbitrap-
based strategy for traditional Chinese medicine targeted class discovery, identifica-
tion and herbomics research: a case study on phenylethanoid glycosides in three
different species of Herba Cistanches. RSC Adv. 5, 80816-80828.

Zhang, W., Huang, J., Wang, W., Li, Q., Chen, Y., Feng, W., Zheng, D., Zhao, T., Mao, G.,
Yang, L., Wu, X,, 2016. Extraction, purification, characterization and antioxidant
activities of polysaccharides from Cistanche tubulosa. Int. J. Biol. Macromol. 93,
448-458.

Zhang, A., Yang, X., Li, Q,, Yang, Y., Zhao, G., Wang, B., Wu, D., 2018. Immunostimulatory
activity of water-extractable polysaccharides from Cistanche deserticola as a plant
adjuvant in vitro and in vivo. PLoS One 13, e0191356.


http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0036
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0036
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0038
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0038
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0042
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0042
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0056
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0056
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0056
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0057
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0057
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0057
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0058
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0058
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0059
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0059
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0059
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0061
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0061
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0061
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0061
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0062
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0062
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0062
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0063
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0063
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0063
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0063
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0064
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0064
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0064
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0064
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0066
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0066
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0066
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0066
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0067
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0067
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(22)00202-2/sbref0067

Résumé

Les especes appartenant au genre Cistanche sont bien connues pour leurs effets nutritionnels et thérapeutiques,
cependant tres peu de rapports scientifiques sont disponibles sur l'espece Cistanche phelypaea (L.) Cout. Ce travail vise
principalement a élucider I'impact des méthodes d'extraction aqueuse comprenant la décoction, I'infusion et la macération a
froid des racines de C. phelypaea sur la composition phytochimique, I’activité antioxydante in vitro et celle anti-
inflammatoire in vivo. L’etude phytochimique a été réalisée par des tests de criblage phytochimique au niveau de la poudre
végétale. De plus, des dosages du contenu total en composés phénoliques, en flavonoides et en sucres suivis de 1’analyse par
chromatographie liquide (LC/ESI-QTOF-MS et LC/ESI-QTOF-MS/MS) ont été réalisés pour les trois extraits aqueux.
L’activité antioxydante de ces extraits a été étudiée et comparée par les tests de piégeage du radical DPPH, le pouvoir
réducteur du fer ferrique et I’activité antioxydante totale. La toxicité aigué a été évaluée par I’administration orale des doses
de 2 et 5g/kg de poids corporel des extraits aqueux a des souris BalbC males et femelles et le potentiel anti-inflammatoire a
été étudié par le modéle d’eedéme plantaire induit par la carragénine chez les souris BalbC. Les résultats du criblage
phytochimique ont indiqué la présence de flavonoides libres, tanins galliques hydrolysables, coumarines, triterpénes,
caroténoides, oses/holosides, stérols et saponosides. La décoction a permis d’obtenir un meilleur rendement d’extraction et
des contenus plus élevés en composés phénoliques et en sucres totaux. Concernant les flavonoides, la décoction et I'infusion
ont montré des contenus plus élevés que la macération. Les données obtenues a partir des analyses chromatographiques ont
montré des profils qualitatifs similaires avec 14 pics chromatographiques caractéristiques en mode négatif et 6 en mode
positif, ce qui a permis l'identification de la syringine, 14 glycosides phényléthanoides et 5 iridoides. Des variations ont été
enregistrées pour I'abondance relative de certains composés en fonction du procédé d’extraction employé. Tous les extraits
ont présenté des propriétés antioxydantes similaires dans les trois systemes étudiés a I'exception du macérat qui a montré un
pouvoir réducteur moins puissant du fer ferrique. Ce pouvoir a été corrélé au taux de flavonoides. L’administration orale des
trois extraits n'a produit aucun effet toxique. Une réduction significative dans le pourcentage d’augmentation de I’cedéme
plantaire a été enregistrée chez les souris traitées par les trois extraits aqueux avec une réduction plus remarquable chez celles
traitées par le décocté. A la lumiére des résultats obtenus, I’utilisation des jeunes racines de C. phelipaea sous forme
d’extraits aqueux dans la modulation et la prévention des états pathologiques liés au stress oxydatif et a I’inflammation est
trés favorable en terme de balance bénéfices-risques et la décoction serait la forme la plus efficace.

Mots clés: Cistanche phelypaea, décoction, infusion, macération, phytochimie, antioxidant, toxicité aigie, anti-
inflammatoire.

Abstract

Species belonging to the genus Cistanche are well known for their nutritional and therapeutic effects, however very
few scientific reports are available on the species Cistanche phelypaea (L.) Cout. This work mainly aims to elucidate the
impact of agueous extraction methods including decoction, infusion and cold maceration of the roots of C. phelypaea on the
phytochemical composition, the antioxidant activity in vitro and that anti-inflammatory activity in vivo. Phytochemical
studies were carried out by phytochemical screening tests of the vegetable powder. In addition, determination of the total
phenolic, flavonoid and sugar contents followed by the analysis of the extracts by liquid chromatography (LC/ESI-QTOF-
MS and LC/ESI-QTOF-MS/MS) were performed in the different water extracts. The antioxidant activity of these extracts
was studied and compared by DPPH radical scavenging test, ferric iron reducing power and total antioxidant activity. Acute
toxicity was evaluated by oral administration of doses of 2 and 5g/kg of body weight of the aqueous extracts to male and
female BalbC mice and the anti-inflammatory potential was studied by the plantar edema model induced by carrageenan in
BalbC mice. Phytochemical screening results indicated the presence of free flavonoids, hydrolysable gallic tannins,
coumarins, triterpenes, carotenoids, saccharides/holosides, sterols and saponosides. The decoction resulted in a higher
extraction yield and higher content of total phenolic compounds and sugars. Regarding flavonoids, decoction and infusion
showed higher contents than maceration. Data obtained from chromatographic analyzes showed similar qualitative profiles
for all aqueous extracts with 14 characteristic chromatographic peaks in negative mode and 6 in positive mode, which
allowed the identification of syringin, 14 phenylethanoid glycosides and 5 iridoids. Variations have been recorded for the
relative abundance of some compounds depending on the extraction process used. All extracts exhibited similar antioxidant
properties in the three systems studied with the exception of the macerate which showed a less powerful reducing power of
ferric iron. This power was correlated with the level of flavonoids. Oral administration of the three extracts produced no toxic
effects. A significant reduction in the percentage increase in plantar edema was recorded in mice treated with the three
aqueous extracts with a more remarkable reduction in those treated with the decoction. In the light of the results obtained, the
use of young roots of C. phelipaea in the form of aqueous extracts in the modulation and prevention of pathological states
linked to oxidative stress and inflammation is very favorable in terms of benefit-risk balance and the decoction would be the
most effective form.

Key words: Cistanche phelypaea, decoction, infusion, maceration, phytochemical, antioxidant, acute toxicity, anti-
inflammatory.



