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RESUME

Combretum glutinosum Perr.Ex DC est une plante de la pharmacopée traditionnelle sénégalaise dont
les feuilles sont utilisées dans le traitement de diverses maladies. Quatre triterpénoides bétulinol 1, bétulonal 2,
acide bétulonique 3 et cabraleone 4 ont été isolés des extraits a I’hexane et au dichlorométhane des feuilles de
cette plante. L'isolement et la caractérisation de ces composés ont été effectués respectivement par
chromatographie sur gel de silice et par analyse spectrale RMN (1D, 2D) et ESI-MS. Ce travail a permis de
confirmer les études ethnopharmacologiques réalisées sur cette plante.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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Structural determination of triterpenoids isolated from leaves combretum
glutinosum Perr. Ex DC (Combretaceae)

ABSTRACT

Combretum glutinosum Perr.Ex DC is a plant of the Senegal traditional pharmacopoeia whose leaves
are used in the treatment I of various diseases. Four triterpenoids betulinol 1, betulonal 2, betulonic acid 3 and
cabraleone 4 were isolated from the hexane and dichloromethane extracts of the leaves. Isolation and
characterization of this compounds were respectively done by chromatography on silica gel and by NMR (1D,
2D) and ESI-MS spectral analysis. This work allowed us to confirm the ethnopharmacological studies carried
out on this plant.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION
Combretum glutinosum Perr. ex DC
(Combretaceae), est une plante de la

pharmacopée traditionnelle sénégalaise dont
les feuilles, les tiges et I’écorce des racines
sont utilisées au Sénégal et dans d’autres pays
de I’Afrique de 1’Ouest. La décoction ou
I’infusion des feuilles et des écorces
de Combretum  glutinosum Perr. ex DC
(Combretaceac) est trés couramment utilisée,
surtout pour soigner les problemes urinaires,
hépatiques et le paludisme,
réduction de I’hypertension. Les feuilles sont
également utilisées pour leurs propriétés
antitussives et désinfectantes.

Les ¢études ethnopharmacologiques
déja réalisées sur la plante (feuilles, tiges et
racines) ont montré son importance sur le plan
physiologique et son intérét thérapeutique
(Mohamed et al., 2014, Silje et al., 2011;
Hedvig et al, 2013). Les travaux
phytochimiques (Abdoulaye et al., 2008)
réalisés révelent la présence de tannins, de
stérols insaturés, de triterpénes, de saponines,
de flavonoides, d’acides gras et d’acides
aminés. A partir des feuilles de Combretum
glutinosum, seuls les métabolites secondaires
de type tanins et polysaccharides ont été isolés
et identifiés (Silje et al., 2011; Abdoulaye et
al., 2008).

Les feuilles de Combretum glutinosum
sont trés utilisées sur le plan thérapeutique au
Sénégal en particulier dans la région de la
Casamance. Cette étude d’isolement et de
caractérisation des métabolites secondaires
présents dans les feuilles a été entreprise en
vue de comprendre 1’activité thérapeutique de
cette plante.

rénaux, la

MATERIELS ET METHODES

Les feuilles de Combretum glutinosum
ou Combretum Passargei (Engl et Diels),
Combretum leonense ont été recoltées en
Avril 2015 dans le village de Ngayéne Sabakh
(Kaolack, Sénégal). Les échantillons de
feuilles ont été séchés a I’abri des rayons
solaires et & la température ambiante (27 °C)
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du laboratoire LCPM (Laboratoire de Chimie
Physique des Matériaux) de 1’Université
Assane Seck de Ziguinchor (Sénégal). La
plante a été authentifiée par le Professeur
Emanuel BASSENE, laboratoire de
Pharmacognosie et Botanique de la Faculté de
Meédecine, de Pharmacie et d’Odontologie de
I’Université Cheikh Anta Diop de Dakar. Un
spécimen a ¢été déposé a I’herbier du dit
laboratoire sous le numéro 2015/019. Les
drogues séchées ont été broyées a l'aide d'un
broyeur (type Bradender OHG Duisburg). La
poudre fine (200 g) ainsi obtenue apres
pulvérisation a été utilisée comme matiére
premiére pour faire extractions. Un
épuisement successif de la poudre a été réalisé
par des solvants de polarités croissantes
(hexane, dichlorométhane, éthanol, et eau). En
effet, 200 g de poudre ont été introduits dans
un ballon de 3 L contenant 1,5 L de solvant
puis le mélange a été laissé en macération
pendant 24 heures. Cette procédure a été
reprise pour chaque solvant apres filtration et
séchage des marcs. L’extrait hexane a été
évaporé a sec pour donner un résidu de masse
de 15 g. Cet extrait brut a été purifié par
chromatographie sur gel de silice [colonne :
Gel de silice 60 M, 0,04-0,063 mm / 230 —
400 mesh ASTM, ¢luant : un systéme de
gradient de solvant: éther pétrole / éther
diéthylique  (9/1 et 7/3)].  L’extrait
dichlorométhane a été est évaporé a sec pour
donner un résidu brut de masse 11,7 g. Toute
cette  masse est soumise &
chromatographie sur gel de silice (Tableau 2)
[colonne : Gel de silice 60 M, 0,04-0,063mm /
230 — 400 mesh ASTM, éluant : Ether pétrole/
Ether diéthylique (8/2)].

Les spectres RMN (‘H, "*C, COSY,
HMBC, HSQC, ROESY) ont été réalisés avec
un appareil de 600 MHz, sonde TCI Avance
III, marque Briiker. Les spectres de masse
mode ionisation par Electrospray (ESI) ont
été obtenus avec le spectrométre G1019 A
(Hewlett Packard).

les
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RESULTATS ET DISCUSSION

Dans cette étude nous rapportons pour
la premiére fois I’extraction, ’isolation et la
caractérisation de quatre triterpénoides
(Figure 1) dans des feuilles de Combretum
glutinosum Perr. ex DC (Combretaceae).

La purification par chromatographie
sur gel de silice du résidu brut de masse 15 g
de I’hexane a donné les produits caractérisés
DN7 (3) et DN12 (4) qui ont été isolé avec le
systtme de gradient éther pétrole / éther
diéthylique (7/3) (Tableau 1). Celle de
I’extrait dichlorométhane (11,7 g) a fourni les
produits caractérisés DN7 (3), DN12 (4),
DNI18 (2), DN21(1) avec le systetme de
gradient éther pétrole/ Ether diéthylique (8/2)
(Tableau 2). Les masses des composés de
P’extrait a ’hexane et au dichlorométhane sont
consignées dans les Tableaux 1 et 2.

La caractérisation de la molécule 3, a
guidé notre démarche dans la recherche de
structure des composés 1 et 2 dans I’extrait
dichlorométhane pour confirmer la
biosynthése de molécules de la famille des
lupanes. Cependant, nous n’avons pas observé
le bétulinal (hydroxyle en C-3 et aldéhyde en
C-28) et l'acide bétulinique (hydroxyle en C-3
et acide en C-28) molécules intermédiaire clé
a la biosynthése de 1, 2, et 3 (Figure 2). Les
lupanes sont une famille de triterpénes
pentacycliques dont font partie le bétulinol
(1), le bétulonal (2), l'acide bétulonique (3) et
le lupéol (9). Ces molécules ont comme
particularité; un cycle E a cinq chainons, un
groupe isopropyléne en position 19 et une
fonction alcool en position 3. Ces
caractéristiques structurales sont issues du
mécanisme de la biosynthése de cette famille
(Figure 2). Le 2,3-époxy-squaléne (5) lui-
méme biosynthétis€é a partir de l'acide
mévalonique, se replie pour subir quatre
cyclisations. Le carbocation ainsi formé subit
des réarrangements de Wagner-Meerwein
jusqu' a l'obtention du squelette du lupane. La
fin de la réaction s'effectue grace au départ
d'un proton, générant ainsi la double liaison
du groupe isopropyléne. C'est ainsi que le
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lupéol (8) est biosynthétisé. Des oxydations
successives en position 28 conduisent d'abord
au bétulinol (1) puis au bétulinal et enfin a
l'acide bétulinique. Ainsi, vraisemblablement
I’oxydation de I’hydroxyle en C-3 du bétulinal
et I’acide bétulinique fournissent
successivement le bétulonal 2 et de 1’acide
bétulonique 3. L’intermédiaire 6 peut encore
subir des réarrangements pour former d'autres
familles comme le composé 4 isolé (Figure 2).

Le bétulinol 1 est Il'alcool naturel,
pentacyclique de triterpene (lup-20(29)-en-
3pB,28-diol) qui est beaucoup représenté dans
la nature, surtout dans 1'écorce de bouleau d'ou
vient son nom. Il présente une activité anti-
moisissure et antibactérienne et anti-HIV (Ito
et al.,, 2001; Zhang et al., 2008; Chen et al.,
2008). L'acide bétulinique et Il'acide
bétulonique 3 étaient connus comme étant des
agents anti-prolifératifs puissants (Kashiwada
et al., 2007, Chiang et al., 2005; Urban et al.,
2004; Kouzi et al., 2000). Les ADN
Topoisomérases II (Topo II) sont des enzymes
cibles pour le développement de médicaments
chimiothérapeutiques anticancéreux. Wada et
al. (Wada et al., 2005) ont suggéré que 1’acide
bétulinique et ses dérivés étaient des
inhibiteurs catalytiques des activités Topo II.
Zhang et al. (2003) ont rapporté que l'action
anti-tumorale de l'acide bétulonique 3 pourrait
induire 'apoptose en inhibant les voies PI3K,
AKT et en favorisant les activités caspase-3,9.
La modification de l'acide bétulonique 3 et de
l'acide bétulinique en position C-3, C-28 et
I’isopropényle ont joué un rdle déterminant
dans les activités anti-mélanome, anti prostate
(Urban et al., 2004) et anti-VIH (Zhang et al.
2003). Dans une étude de relation structure -
activité  des triterpénes de la famille des
lupanes ; il a été démontré que le groupe
carboxyle a C-28 était responsable de
Pactivité cytotoxique (Chiang et al., 2005).
Hata (Hata et al, 2003) a montré que la
cétone en C-3 et le carboxyle en C-28 étaient
nécessaires pour l'effet antiprolifératif contre
certaines cellules cancéreuses. Santos (2009) a
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étudié l'activité antipaludique de l'acide
bétulinique et de ses dérivés, de l'acide
bétulonique, l'acétate de l'acide bétulinique,
I'ester méthylique de I’acide bétulinique et
l'acétate de méthyle méthacrylate d'acide
bétulinique. Ces substances ont montré in
vitro, une activité anti-plasmodiale puissante
contre les parasites Plasmodium falciparum
résistants a la chloroquine, avec des valeurs
ICs respectives de 9,89, 10,01, 5,99, 51,58 et
45,79 uM (Santos et al., 2009). L'activité
allélopathique des dérivés de lupane (lupéol,
acide Dbétulinique, bétulonal 2, bétuline et
messagénine) a été rapportée dans le travail de
Macias (Macias et al., 2007). Ces triterpénes
possédaient potenticllement une activité
allélopathique en particulier sur les espéces
dicotylédones. Les activités anti-cancéreuse,
antimicrobienne et  anti-tumorale  du
cabraleone 4 ont été rapportés dans la
littérature (Jiang et al., 2011; Motohiko et al.,

2010; Feng et al., 2010; Gilaberta et al.,
2015).
Attribution des résonnances et

interprétation des spectres:

Les déplacements chimiques en ppm
des spectres RMN 'H et BC de 1,2,3ct4d et
les corrélations HMBC sont consignés
respectivement dans les Tableaux 3 et 4. Nous
rapportons la détermination structurale de
I’acide bétulonique 3.

Le spectre de masse de 3 (C3oHyO;3 =
454 g/mol) a été réalisé en électrospray (ESI)
mode positif. On observe les pics a m/z
477,34, 931,68, et 1386,02 respectivement
pour [MNa'], [MMNa'] et [MMMNa']
correspondant a la masse molaire moléculaire
du monomeére, du dimére et du trimere
cationisés par un Na. Le spectre IR révéle les
bandes d’absorption suivantes : 3450, 1692,
1642. Sur le spectre de proton de 1’acide
bétulonique 3, on retrouve le triplet de doublet
du proton du proton méthine H-19 et les deux
singulets des protons H-29 de la chaine
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isopropényle caractéristique des lupanes.
L’analyse du spectre de DEPT, C J-modulé
et HSQC permet d’identifier huit carbones
quaternaires, dix CH2, quatre CH et six CHs.
Sur le spectre du COSY, on repére les quatre
protons CH, qui appartiennent aux cycles A,
B, C, D et E, ainsi que les corrélations H-
18/H-13, H-18/H-19, H-13/H-12, H-19/H-21
et H-5/H-6. Ceci se confirme sur le spectre
HMBC, qui a permis d’attribuer les huit
quaternaires (Tableau 4). Grace aux
corrélations suivantes sur les positions 25 (H-
1, H-5, H-9 (jonction des cycles AB), 26 (H-
9, C-14 ; H-7, C-8) (jonction des cycles BC),
27 (C-14, C-8, H-13, H-15) (jonction cycles
CD) et 28 (H-22, H-16, H-18) (jonction des
cycles DE), la jonction des cycles ABCDE a
été établie. L’attribution de la position de
I’isopropényle se fait avec la corrélation
HMBC de C-30/H-29 et H-19.

Le bétulinol (1) et le bétulonal (2) ont
des spectres trés proches de celui de l'acide
bétulonique (3), avec une différence sur la
position C-3 et C-28. Pour le bétulinol on note
une absence de bande carbonyle en I.R. Sur le
spectre de R.M.N. on retrouve les six groupes
méthyles et le systéeme AB (3,38 d ; 3,85 d) di
aux 2 protons d'un groupe hydroxyméthyle
dont I'existence se trouve ainsi confirmée. Le
bétulonal, sur le spectre du proton et DEPT,
on retrouve le proton aldéhyde a 9,65 ppm et
le carbonyle a 206,7 ppm. Enfin, sur le spectre
du cabraleone 4, on note la disparition de la
chaine isopropényle et la présence de huit
groupes de méthyle. Les stéréochimies des
quatre molécules ont été confirmées par
ROESY et les résultats consignés dans les
Tableaux 3 et 4 ont été comparés avec les
données spectroscopiques de la littérature (Xie
et al., 2001 ; Sanz et al., 2006 ; Chen et al.,
2008 ; Chowdhury et al., 2002 ; Nuanyai et
al., 2009; Nuanyai et al., 2010; Grougnet et
al., 2006 ; Gilabert et al., 2011; Raphaél et al.,
2011; Thanesuan et al., 2011).
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Figure 1: Structure du bétulinol 1, du bétulonal 2, de 1’acide bétulonique 3 et de la cabraleone 4.

Tableau 1 : Résultats de la chromatographie sur gel de silice de hexane (15 g).

Composés Tubes a hémolyse Masse (grammes) éther pétrole / éther diéthylique
DN7 (3) 11a42 3,5 7/3
DNI12 (4) 83a124 1,0268 7/3
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Figure 2: Biosynthése des molécules 1, 2, 3 et 4.

Tableau 2: Résultats de la chromatographie sur gel de silice de 1’extrait dichlorométhane (11,7g).

Composés Tubes a Hémolyse Masse (grammes) Ether pétrole/ Ether diéthylique
DN18(2) 7all 0,0185 8/2

DN7 (3) 57a73 0,5409 8/2

DNI12 (4) 138 a 167 0,6839 8/2

DN21(1) 397 a 446 0,3543 8/2
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Tableau 3: spectres RMN C (150 MHz), 'H (600 MHz, mult. J (Hz)), dans le CDCl; des molécules 1, 2, 3,
et 4 avec numérotation [UPAC.

Positions 1 2 3 4
oc Oy oc Oy oc Oy oc Oy
1 38,1 0,95 m; 39,7 1,37m,; 39,7 1,9 m; 40,0 1,91 m;
1,72 m 1,90 m 1,4m 1,46 m
2 27,4 1,65 m; 342 2,41 m; 34,2 2,4 m; 342 2,43 m;
1,65m 2,49 m 2,49 m 2,50 m
3 79,1 3,24 dd; 2182 - 218,3 - 2182 -
J=11,2;4.8
4 388 - 47,4 - 47,4 - 475 -
5 553 0,74d; 55,0 1,33 m 55,0 1,33 m 554 1,33 m
J=9,3
6 18,3 1,44 m; 19,7 1,45m 19,7 1,46 m; 19,7 1,55 m;
1,59 m 1,33 m 1,46 m
7 342 144m 33,7 1,41 m; 33,7 1,46 m; 34,7 1,55 m;
1,44 m 1,41 m 1,41 m 1,55 m
8 409 - 40,9 - 40,7 - 404 -
9 50,4 1,35m 49,9 1,39 m 49,9 1,39 m 50,2 1,43 m
10 37,1 - 37,0 - 37,0 - 36,9 -
11 20,8 1,23 m; 21,4 1,29 m; 21,5 1,31 m; 22,1 1,25 m;
1,47 m 1,42 m 1,48 m 1,51 m
12 252  1,09m; 25,6 1,05 m; 25,6 1,05 m; 27,5 1,25 m;
1,72 m 1,77 m 1,72 m 1,79 m
13 373 1,71 m 38,9 2,07 m 38,6 2,23 m 432 1,60 m
14 42,7 - 42,7 - 42,6 - 50,1 -
15 27,0  1,09m; 28,1 1,45m; 29,8 1,54m; 31,5 1,48m
1,75 m 1,19 m 1,24m
16 29,1 1,27 m; 29,2 1,28m; 32,2 2,29 m; 25,8 1,48 m
1,98 m 2,09 m 1,43 m
17 47,8 - 59,4 - 56,1 - 49,5 1,81 m
18 48,7 1,65m 48,0 1,73 m 49,3 1,63 m 152  098s
19 47,8 2,43dd; 47,6 2,87 m 47,0 3,00 td 16,1 093s
J=14 ;4,7 J=10,7; 4,8
20 150,5 - 149,8 - 1504 - 86,5 -
21 29,7 1,46 m; 29,8 1,47 m; 30,6 1,42 m; 23,7 1,13s
2,03 m 1,88 m 2,00 m
22 339 1,09 m; 333 1,33 m 37,1 1,49 m; 35,8 1,70 m
1,91 m 1,77 m 1,98 m 1,64 m
23 28,0 1,02s 26,7 1,07 s 26,7 1,07 s 26,2 1,88 m
24 153 0,825 21,1 1,01 s 21,1 1,01's 834 3,73t
J=7,2
25 16,1 0,88s 16,1 0,93 s 16,1 0,93 s 71,5 -
26 159 1,08s 15,8 0,95 s 15,9 0,98 s 27,6 1,21s
27 14,7 1,045 14,3 0,99 s 14,7 0,99 s 244  1,12s
28 60,5 3,38d; 206,7 9,65s 181,9 - 21,1 1,03 s
J=11,8
3,85d;
J=11,0
29 109,8 4,65 110,3 4,65 s 109,9  4,64s; 26,8 1,07 s
4,7 s 4,75 s 4,75 s
30 19,1 1,74 s 19,1 1,7s 19,5 1,69 s 16,5 087s

494



D. N'DIAYE et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 11(1): 488-498, 2017

Tableau 4: Importantes corrélations HMBC des Composés 1, 2, 3, et 4, avec numérotation [UPAC.

Molécules
Positions 1 2 3 4
1 H-25, H-3, H-2 H-2, H-25 H-1, H-2, H-25 H-19
2 H-3, H-1a, H-1b H-1 H-1 H-1
3 H-1b, H-2, H-2, H-1, H-1, H-2, H-23, H- H-2a, H-2b,
H-23, H-24 H-23, H-24 24 H-29, H-28.
4 H-3, H-23, H-24 H-5, H-23, H-24 H-5, H-23,H-24 H-29, H-28, H-5
5 H-25, H-23, H-24 H-1, H-23 H-1, H-23, H-1, H-6b, H-
H-3, H-1b H-24, H-25 H-24, H-25 7b, H-29, H-28,
H19
6 H-5 H-5, H-7 H-6, H-5 H-5, H-7, H-29
7 H-5, H-26 HS5, H26 H-6, H-26 H-5, H-18
8 H-26, H-27 H-7, H-26, H-27 H-7, H-9, H-26, H- H-9, H-7, H-11,
27 H-30, H-18
9 H-1a, H-25, H-26 H-5, H-25, H-26 HS5, H, H25, H26 H-19
10 H-1a, H-1b, H-25 H-1, H-2, H-5, H-1, H-2, H-5, H-1, H-6, H-9,
H-9, H-25 H-9, H-11, H-25 H-5, H-19
11 H-12 H-9 H-9 H-9, H-11b
12 H-13 H-11, H-13 H-11, H-13 H-12b, H-17,
H-28
13 H-18, H-21 H-12, H-18, H-19 H-12, H-18, H-27  H-17, H-12a, H-
H-27 11a, H-15a, H-
30
14 H-13, H-18, H-16, H-26, H-27 H-13, H-15, H-18 H-15, H-7, H-
H-26, H-27 H-26, H-27 12, H-18, H-30
15 H-27 H-27 H-15, H-16, H-27 H-30
16 H-28 H-15, H-18 H-15, H-18 H-17, H-6, H-28
17 H-13, H-18 H-16, H-18, H-21, H-16, H-18, H-22 H-12, H-22,
H-22, H-28 H-21, H-15b
18 H-13, H-19 H12, H16,H19,H28 H-19, H-22 H-7, H-6, H-19
19 H-18, H-30 H18, H22,H29,H30 HI18,H22,H29,H30 H-1, H-18
20 H-18, H-19, H-30 H-19, H-29, H-30 H-18, H-19, H-21, H-17, H-21,
H-30 H-22a, H-23
21 H-19 H-19, H-22 H-19, H-22 H-17, H-22(a, b)
22 H-18 H-21 H-21 H-12a, H-17,
H-21, H-23
23 H-3 H-5, H-24 H-5, H-24 H-22a, H-22b
24 H-3 H-5, H-23 H-5, H-23 H-12a, H-17, H-
22, H-26, H-27
25 H-1a, H-1b H-1, H-5, H-9 H-1, H-5, H-9 H-12a, H-17, H-
26, H-27
26 H-7 H-9 H-9 H-24, H-27
27 H-13 H-13, H-15 H-13, H-15 H-24, H-26
28 Hl6a, b, H18,H22 H-22, H-16, H-18  H-16, H-18, H-22 H-5, H-19, H-29
29 H-19, H-30 H-19, H-30 H-19, H-30 H-5, H-28
30 H-19 H-19 H-19, H-29 H-15
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Conclusion

L’étude chimique des feuilles de
Combretum  glutinosum Perr. ex DC
(Combretaceae) nous a permis d’isoler et de
caractériser quatre triterpénoides : le bétulinol
1, le bétulonal 2, I’acide butulonique 3 et le
cabraleone 4. Ces molécules possédent des
activités biologiques diverses. En effet, nous
avons rapporté dans cette étude les activités
allélopathiques, antiprolifératifs, anti-
tumorales, anti-cancéreuses, antipaludéennes
etc. des différentes molécules isolées.

Cette étude a permis de valoriser les
activités décrites sur cette plante car, elle vient
corroborer les propriétés
ethnopharmacologiques décrites sur
I’utilisation des feuilles de Combretum
glutinosum en médecine traditionnelle au
Sénégal. Cette étude ouvre également une
piste de recherche pour la mise au point de
Médicaments Traditionnels Améliorés
(MTA), répondant aux exigences de stabilité,
d’efficacité¢ et d’innocuité, a 1’image des
médicaments modernes. Des études sont en
cours pour explorer les autres parties de la

plante (écorces et racines).
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