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RESUME

Titre : étude des effets antiradicalaires et antilipooxygénases des extraits
d’Erythrina senegalensis DC (Fabaceae).

Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) est une plante issue de la pharmacopée
traditionnelle du Burkina Faso et utilisée dans le traitement de la jaunisse, des fibromes, de la
fatigue et de la sénescence. Nous nous sommes intéressés a cette plante dans le but de mettre
évidence les propriétés antiradicalaires et anti-lipooxygénases des extraits de racines, de

feuilles et d’écorces de tronc.

Nous avons procédé dans un percolateur, & un épuisement successif des feuilles, des racines
et d'écorces de tronc par des solvants de polarité croissante : le dichlorométhane, l'acétate
d'éthyle, le méthanol et l'eau. Nous avons ensuite caractérisé les principaux groupes
chimiques présents dans les extraits par des réactions en tube et par la chromatographie sur
couche mince. L'effet antiradicalaire a été évalué a l'aide du test au DPPH. La 12-
lipooxygénasel-B du soja a servi de modéle expérimental pour évaluer [Il'effet sur la

lipooxygénase.

L'étude a révélé que les extraits au dichlorométhane de racines (ICso : 51.8+0.06) et d'écorces
de tronc (ICso: 57,6+0,68) possédaient les meilleurs potentiels antiradicalaires mais étaient
faiblement inhibiteurs de la lipooxygénase (ICso-Racines: 220,3+1,30; ICso-écorces :
214,6+3,8). Par contre les extraits a I'acétate d'éthyle d'écorces de tronc (ICso-LOX : 49,54+1,12
versus ICso-DPPH : 114+12,6) ainsi que les extraits a l'acétate d’'éthyle de racines (ICs0-LOX :
72,14+2,31 versus ICso-DPPH : 72.7 + 0.13) ont montré a la fois de puissants effets inhibiteurs
de la lipooxygénase et antiradicaliares.

Ces effets pourraient étre imputés aux polyphénols (flavonoides, tanins, coumarines et autres
acides phénoliques) qui ont été abondamment caractérisés dans ces extraits d’E. senegalensis
DC. Les lipooxygénases sont une famille d'enzymes oxydatives dont certaines isoformes telle
gue la 15-lipooxygénase-1 sont surexprimées dans de nombreuses maladies en particulier les
cancers de la prostate et les cancers colorectaux. Dans ces cancers les métabolites actifs de
ces enzymes sont impliqués dans la croissance, l'agressivité et l'invasivité des cellules
tumorales. C’est pourquoi de notre point de vue, l'inhibition de la lipooxygénase par les
extraits d’E. senegalensis DC pourrait ouvrir une voie de recherche de principes
phytochimiques intéressants dans le traitement de ces cancers qui font partie des plus
fréquents dans notre contexte.

L’isolement et l'identification des principes chimiques intéressants seraient nécessaires pour

déterminer leur action antitumorale sur les lignées cellulaires de types PC-3 et LoVo.
Mots-clés : cerbafaso ; E. senegalensis ; antiradicalaire ; antilipooxygénase
Auteur : FOFANA SOULEYMANE, fofanasoul@yahoo.fr
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Introduction
Le cancer est une maladie génétique multifactorielle. Parmi les facteurs on

peut citer le stress oxydatif [1]. Le cancer se définit comme une prolifération
anarchique et incontrolée de cellules anormales, capables de migrer et
d’essaimer a distance sur d'autres organes [2]. Dans les cancers de la prostate
qui est l'un des cancers dominants chez I'homme, on assiste a une

surexpression de la 15-lipooxygénase-1 qui est une enzyme oxydative [3].

Les médicaments anticancéreux sont onéreux et les populations se tournent
souvent vers la médecine traditionnelle. Selon I'OMS, Plus de 80% des
populations africaines [4] ont recours aux remeédes traditionnels qui sont
essentiellement basés sur les extraits végétaux pour résoudre leurs problémes

de santé.

Les premiers médicaments introduits en thérapie anti-tumorale étaient issus
des végétaux [5] et des études [6, 7] ont montré que la riche et diversifiée flore
du Burkina Faso concentre des principes chimiques intéressants dans le

traitement des cancers.

Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) est I'une des plantes médicinales du
Burkina Faso qui est largement utilisé dans le traitement traditionnel du

paludisme, des fibromes, des maladies vénériennes [8].

C’est pour ces raisons que notre intérét s'est porté sur cette plante afin de
caractériser des principes chimiques pouvant présenter des effets

antiradicalaire et anti-lipooxygénase.



Enoncé du probléme
Le cancer constitue un probléeme majeur de santé a l'origine de 7.6

millions de déces dans le monde en 2008 [9]. Malgré I'idée recue selon laquelle
le cancer touche principalement les populations des pays riches, la réalité est
toute autre. Plus de la moitié des nouveaux cas, et plus de 60 % des déces,
sont désormais recensés dans les régions les plus pauvres. Dans ces régions,
le cancer est maintenant I'une des principales causes de déces. Il cause plus de
décés que le SIDA, la tuberculose et le paludisme réunis malgré les
nombreuses stratégies thérapeutiques anticancéreuses disponibles [9].

De nombreux médicaments sont utilisés dans le traitement des cancers.
Cependant, leur manque de sélectivité et de spécificité conduit a I'apparition
d'effets indésirables souvent grave qui, en thérapeutique pose les probléemes
d'inobservance thérapeutique. De plus, malgré ce nombre important de
médicaments anticancéreux certains cancers restent toujours incurables et le
taux de récidives est élevé. Les thérapies anticancéreuses actuelles seraient

souvent cancérigénes [10].

Au Burkina Faso, le probléme est tout autre : le colGt élevé des médicaments
anticancéreux rend le traitement inaccessible & la majorité des patients. Une
étude réalisée sur la pharmacothérapeutique des patients atteints de cancer au
CHU Yalgado OUEDRAOGO de Ouagadougou (Burkina Faso), a montré que la
majorité des patients (97%) n'arrivaient pas a dhonorer leurs cures de

chimiothérapie faute de moyens financiers [11].

Il s'avere alors nécessaire de poursuivre la recherche en vue de trouver de
nouvelles molécules plus sélectives et plus efficaces que les précédentes. C'est
pour cette raison que de nos jours, la recherche est axée exclusivement sur
I'élément déréglé de la cellule tumorale a l'origine du néoplasme [12]. Par
exemple, dans les cancers colorectaux et de la prostate, de nombreuses études
[3, 13] ont révélé une surexpression de la 15-lipooxygénase-1 qui est une
enzyme oxydative. La conséquence de cette surexpression est sans doute la
genése de radicaux libres (péroxydes d’hydrogénes) qui vont aggraver la
pathogénie du cancer. D'autres études ont montré que l'inhibition de la
lipooxygénase induirait la mort de des cellules cancéreuses par apoptose [14,

15].

La recherche de principes chimiques antiradicalaires (anti-oxydants) et anti-

lipooxygénase dans les plantes pourrait alors aboutir au développement de



phytomédicaments financiérement accessibles afin de prévenir le cancer (effet
antiradicalaire) et/ou de le traiter efficacement (effet antilipooxygénase et
cancer de la prostate). C'est ainsi que notre étude trouve toute sa place dans la

lutte contre le cancer.

Le réegne végétal a pourvu le plus grand nombre de médicaments
anticancéreux (vincristine, paclitaxel, irinotécan...) [5]. C'est pourquoi nous
nous sommes penchés sur E. senegalensis (Fabaceae) DC. C'est une plante
utilisée en médecine traditionnelle africaine dans le traitement du paludisme,
des fibromes, de 'aménorrhée, de la douleur, de la fatigue et dans les menaces
d’avortement [8, 16, 17].

Le but de la présente étude était de caractériser les effets antiradicalires et les
effets anti-lipooxygénases des extraits d’Erythrina senegalensis (Fabaceae) DC.



PARTIE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
I. GENERALITES SUR LE CANCER

1.1. Epidémiologie du cancer

1.1.1. Incidence et mortalité dans le monde

Le cancer a causé dans le monde environ 13% de la mortalité globale en

2008 [8]. Les principaux types de cancers sont le cancer de poumons (1.4
millions de déceés), le cancer de I'estomac (740 000 déces), le cancer du foie
(700 000 déces), le cancer colorectal (610 000 déces) et le cancer du sein (460
000 déces).
Plus de 70% des déceés par le cancer surviennent dans les pays a faibles
revenus ou a revenus moyens. De plus, le probleme est en pleine expansion, on
estime qu’il faudra compter avec 15 millions de nouveaux cas dans le monde
d’ici 2020 et 11 millions de décés en 2030 [8].

Le cancer des poumons est le plus fréquent chez I'hnomme, 16,5% des
nouveaux cas, puis viennent en deuxieme et troisieme positions les cancers de
la prostate (13,6%) et du colon- rectum (10%). Chez la femme, le cancer du
sein, avec 22,9% des nouveaux cas, est le plus fréquent suivi des cancers du

colon-rectum (9,4%) et du col de I'utérus avec 8,8% des nouveaux cas [8].

On estime a 21,2% le risque de survenue de cancer chez 'homme avant I'age

de 75 ans, contre 16,5% chez la femme [8].

Le cancer est la principale cause de mortalité chez les femmes de 40 a 79 ans
et chez les hommes de 60 a 79 ans [18]. La probabilité de décéder de son
cancer avant I'dge de 75 ans, est plus élevée chez I'homme (13,4%) que chez la
femme (9,1%) [8] [OMS, 2008].

1.1. 2. L’incidence et la mortalité en Afrique
Selon les estimations de I'OMS en 2002, 530 000 nouveaux cas

surviennent chaque année en Afrique subsaharienne [18]. Parmi ces cas,
251 000 sont des femmes et 279 000 des hommes. Les incidences standard de
I'OMS sont a 136 pour 100 000 chez les hommes, et & 133 pour 100 000 chez

les femmes.

Les cancers les fréquemment retrouvés chez les hommes étaient : sarcome de
Kaposi (15.9%) ; cancer du foie (13.3%) ; cancer de la prostate (10.7%) ; cancer
de I'cesophage 6.0%) ; lymphomes non hodgkiniens (5.8%) ; cancer de I'estomac
(4.5%).



Chez les femmes, les cancers les plus retrouvés étaient : cancers cervicaux
(25.4%) ; cancer du sein (17.4%) ; sarcome de Kaposi (6.2%) ; cancer du foie
(5.5%) ; cancer de I'estomac (3.8%) ; lymphomes non hodgkiniens (3.8%) [4].

Au Burkina Faso, 'OMS [18] estimait en 2005, a environ 8 000 décés par
cancer, parmi lesquels 4 700 avaient moins de 70 ans. Chez les femmes en
2005, le cancer du sein était le plus fréquent et a constitué la premiere cause
de mortalité par le cancer. Chez les hommes en 2005, le cancer de prostate
était le plus dominant et constituait également la premiere cause de mortalité

par le cancer.

1.1.3. Les facteurs favorisants
Le tabagisme, la consommation d'alcool, la consommation insuffisante de

fruits et de légumes et les infections chroniques liées aux virus de I'hépatite B
(HBV), de I'hépatite C (HCV) et du papillome humain (HPV) sont les principaux
facteurs de risque cancéreux dans les pays a faible revenu ou a revenu
intermédiaire [4]. Le tabagisme et la consommation d'alcool sont associés a la

genese de stress oxydatif [19].
A ceux-la, on peut ajouter les facteurs de prédisposition génétique.

1.2. Les mécanismes de carcinogénése
La transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse peut
résulter de l'interaction entre les genes d’'un sujet et des agents extérieurs. Ces
agents peuvent étre physiques (le rayonnement ultraviolet et les rayonnements
ionisants) des carcinogenes chimiques (I'amiante, les composants de la fumée
du tabac, I'aflatoxine, I'arsenic) ou enfin des carcinogenes biologiques (certains

virus, bactéries ou parasites).

1.2.1. Le cancer et les genes
L'altération de cing (05) catégories de genes peut étre impliquée dans la

genése d'un néoplasme : les oncogenes, les anti-oncogénes, les génes de
répartition de I'’ADN, les genes de biotransformation des carcinogénes, et les

genes de prédisposition a certains cancers [20].

Les oncogenes : llIs sont appelés proto-oncogenes lorsqu'ils sont dans leur état
normal et oncogeénes lorsqu'ils sont mutés (ou c-onc) [21]. Ce sont les
régulateurs positifs de la prolifération cellulaire. lls codent pour des protéines
qui assurent la croissance et la différenciation cellulaire [22] : les facteurs de

croissance, les récepteurs des facteurs de croissance (Récepteurs Tyrosines



kinases), les Tyrosine kinases non récepteur, les Serine / thréonine kinases,
les protéines G associées aux membranes, les protéines mitochondriales et
régulateurs nucléaires du cycle cellulaire (bcl2, Pradl, cycline A ou tat.) et les

facteurs de transcription (fos, jun, erba).

Les anti-oncogenes : encore appelés génes suppresseurs de tumeurs. Ces
genes codent pour des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire (les
freins), des protéines stimulant l'apoptose, des gardiens de l'intégrité du
génome (p53, ATM) et des protéines contrdlant la répartition de 'ADN (BRCA,
p53)

Leur inactivation par la perte de leurs deux alleles actifs se fait par mutation,
délétion ou méthylation de leur promoteur qui favorise la prolifération

incontrolée des cellules.

Les genes de répartition de I’ADN : capables de détecter et de réparer les
Iésions de I'ADN qui ont modifié les oncogenes ou les génes suppresseurs de
tumeur. Ces systémes de réparation sont également inactivés dans les cellules

cancéreuses.

Les genes impliqués dans la biotransformation des carcinogénes : La
plupart des carcinogenes chimiques sont en fait des procarcinogénes, qui pour
devenir actifs, doivent subir dans [l'organisme un certain nombre de
transformations métaboliques sous la dépendance de systémes génétiquement
contrdlés. Ces transformations se résument généralement en deux étapes : la
premiére dite phase d'activation et réalisée par les cytochromes P450. La
seconde (permettant son élimination) est une étape de conjugaison qui se fait
sous le controle également denzymes: sulfotransférases, glucuronyl
transférases, et des glutathions transférases. Il existe chez 'homme de fortes
variations d'expression des génes codant pour ces enzymes de détoxification
déterminant l'existence de variations dans la susceptibilité individuelle aux

carcinogenes.

Les genes de prédisposition au cancer : Les mutations de ces genes
déterminent wune prédisposition a certains cancers et peuvent étre
transmissibles. Les mieux caractérisés sont les génes BRCA-2 localisé en 13 p

dont les mutations prédisposent au cancer du sein



1.2.2. Les radicaux libres et la carcinogenese
a. Définition des radicaux libres et du stress oxydatif

Les radicaux libres (RL) sont des especes chimiques (atomes ou
molécules) qui possédent un électron célibataire (ou électron non apparié). Les
radicaux libres sont en majorité des espéces oxygénées d'ou l'appellation de
« forme ou espéce réactive de l'oxygene » Les formes réactives de l'oxygéne
(FRO) sont normalement produites lors des métabolismes aérobiques. Dans les
conditions normales, environ 2-5% de l'oxygene (O2) consommés par les
mitochondries sont converties en formes réactives de I'oxygene [23]. Les FRO

comprennent trois espéces radicalaires majeures qui sont : I'anion super oxyde
(Oz'_), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical hydroxyl (OH') le plus agressif

et le peroxyle (ROO.) [24]. Cette propriété les rend aptes a réagir avec

différentes molécules intracellulaires.

Le stress oxydatif résultera d'un excés provenant d'un défaut de capacité

antioxydante, ou d'une production massive par un emballement des

mécanismes physiologiques (inflammation) ou d'exposition & des sources
exogenes liées a I'environnement : tabac, alcool, médicament rayons gamma ou
ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques...

L’'homme dispose de systéemes naturels de défense enzymatiques et non

enzymatiques contre les FRO. Les principaux systemes sont [25] :

v Les systemes enzymatiques : la super oxyde dismutase (SOD) ; la catalase
(enzyme héminique), la glutathion peroxydase/réductase, les enzymes a
sélénium

v' Les systemes non enzymatiques : le glutathion (GSH) ; le cytochrome c; le
couple vitamine C/vitamine E ; le NADPH ; certains métaux (Sélénium,
Zinc, magnésium, cuivre, manganeése) ; certains principes phytochimiques
apportés par l'alimentation ou issus de plantes médicinales (flavonoides

[26], tannins, anthocyanines [27], saponines [28], caroténoides [29]).

b. Interaction radicaux libres et ADN
Les acides nucléiques (ADN) constituent les plus importantes cibles des formes
réactives de I'oxygene. Les attaques radicalaires de 'ADN peuvent aboutir soit a
une oxydation des bases puriques ou pyrimidiques ou soit a une rupture de
brin. Les dommages peuvent étre aussi des modifications de l'aspect de la

chromatine ou la formation des micronucléi [30].



Les radicaux « hydroxyle (OH") » vont agir et modifier les bases nucléotidiques
en donnant des dérivés prémutagenes dont le plus connu est le 8-
hydroxyguanine (8-OHdG) [31]. Le brin d’ADN peut se rompre lorsque le
désoxyribose interagit avec I'nydroxyle radicalaire [32].

Selon CERUTTI et al [33], l'altération de I'expression d'un géne par les radicaux
libres passe d’abord par la cassure des brins d’ADN. C’est cette cassure qui
entrainer l'activation de la Poly(ADPribose) synthétase dont le substrat est le
NAD+. Celui-ci augmenterait proportionnellement avec les radicaux libres
présents dans la cellule. En conséquence, la polyADPribosylation du matériel
chromosomique augmente et modifie ainsi I'expression du gene attaqué.
Lorsqu’il s’agit d'oncogénes, ou d'anti-oncogénes, ou de genes réparateurs
d’ADN ou tous les autres génes impliqués dans la cancérogénése, il apparait un

néoplasme.

c. Les antiradicalaires et les cancers
Les antiradicalaires sont des composés qu’on peut trouver dans de nombreuses
variétés de fruits et légumes, dans des extraits de plantes. lls peuvent aussi
étre d'origine hémisynthétique.
De nombreuses études ont montré que les composés anti-oxydants inhibent de

nombreux cancers [34-38].

Dans une étude cas-témoin incluant plus de 250 personnes, Greenwald P et al
[39] ont montré que la consommation de fruits, Iégumes et graines inversait le
risque de développer un certain nombre de cancers tels que les cancers de la
bouche, de I';esophage, du pharynx, des poumons, de I'estomac, du colon et du

rectum.

Smith-Warner SA et al [40] ont signalé dans leur étude que la réduction du
risque de développer un cancer de sein était souvent associée a la
consommation de carottes et de légumes verts riches en caroténoides. La
réduction du risque de cancer de prostate était associée a la prise réguliere de
légumes de couleur jaune trés riches en caroténoides et de tomates qui sont

riches en carotenoides lycopene [40].

La consommation des légumes du genre Allium (oignons, ails) réduirait le

risque de cancer de la prostate et des cancers gastrointestinaux [39, 41]. En



effet les espéces du genre Allium concentrent des composés anti-oxydants

organosulfurés et du sélénium [42].

Le thé vert contient des polyphénols qui ont montré une réduction significative
du risque de survenue des cancers du sein et de l'ovaire chez les sujets
asiatiques [43, 44].

Les flavonoides sont des composés phytochimiques polyphénoliques qui
présentent des propriétés anti-oxydantes [45]. Certains flavonoides telles que la
quercétine, la curcumine, le resveratrol et des cathéchines inhibent Ia

carcinogénése sur des modeles cellulaires et animaux [45, 46].

1.2.3. Les lipooxygénases et le cancer
Les lipooxygénases sont une famille d'enzymes retrouvées dans de

nombreux tissus végétaux et animaux. Elles possedent un fer non-héminique
qui leur sert de site catalytique des réactions stéréo et régiospécifiques de
dioxygénation des acides gras polyinsaturés qui possedent un motif 1,4-
pentadiene [47]. Chaque enzyme réalisera la dioxygénastion sur un atome de
carbone a une position précise : 5 ou 8 ou 12 ou 15. En fonction de la position
du carbone sur lequel a lieu l'oxygénation, on distinguera les types de
lipoxygénases suivants : 5-, 8-, 12-, et 15-lipooxygénases [48].

Les lipooxygénases jouent un grand rdle dans les processus physiologiques : la
croissance et le développement des cellules, la cicatrisation des plaies et la
sénescence cellulaire [49].

Chez les mammiféres les lipooxygénases utilisent I'acide arachidonique comme
substrat pour produire les leucotrienes, les lipoxines ou d'autres éicosanoides
en particulier I'acide hydroxyéicosatétraénoique (HETE). Les lipooxygénases et
les produits issus du métabolisme de son substrat jouent un réle significatif
dans la survie, la croissance, la migration et l'agressivité des cellules
cancéreuses [50].

L'acide arachidonique qui est libéré par la phospholipase A2 des phospholides
membranaires est ensuite métabolisé par I'une des deux voies enzymatiques :
la voie des cyclooxygénases (COX) et la voie des lipooxygénases pour générer

des métabolites actifs impliqués dans la carcinogénése [47].



Il a été montré I'implication de la 12-lipooxygénase-1 dans le développement
des cancers du sein, de la prostate, des cancers colorectaux ou elle est
fortement surexprimée [13].

En effet, tout d'abord Myers et al (1999) [14] ont démontré que lorsqu’on
bloque la formation du 5-HETE (métabolite de I'acide arachidonique) par la 12-
lipooxygénase dans les cellules cancéreuses de la prostate, celles-ci rentrent en

apoptose.

De plus, Kelavkar et al (2001) [3] ont pu produire in vitro une inhibition (dose-
dépendante) de la prolifération des cellules du cancer de la prostate (modéle
PC-3) en inhibant la 15-lipooxygénase-1. En outre, les études de Nie et al
(2001), [15] ont montré que linhibition de la 5-lipooxygénase et la 15-
lipooxygénase conduit les cellules tumorales en apoptose, réduit aussi leur
mobilité et leur invasivité ou enfin inhibe la néo-angiogénése et la croissance de

la tumeur cancéreuse.

1.2.4. La chronologie de la transformation cancéreuse

La formation d'un cancer au sens strict comporte 3 étapes distinctes
(figure 1) et nécessairement successives : I'initiation, la promotion tissulaire et

la progression.

[Initiation| [Promotion| |[Progression|

Lésion du Activation des oncogenes
DN A Inactivation des suppresseurs

Figure 1 : les étapes de formation du cancer

Source : D’aprés OUDARD, S (2005, pp5-6) [51]

» L'initiation est la conséquence de la carcinogenese. L'action des
carcinogéenes peut conduire a la mutation de genes importants dans le
maintien de l'intégrité et des caractéristiques de chaque type cellulaire. Il en
résulte des pertes ou gains de fonctions cellulaires : activation ou dérépression

d'un oncogéne, inhibition ou répression d'un gene suppresseur de tumeur.
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» La promotion tissulaire est caractérisée par une grande instabilité
génomique et une augmentation de la perte d'homéostasie. L'instabilité

génomique est due a des mutations de deux types de génes :

v Gate keeper genes : ils assurent le contr6le du passage d'une étape a
une autre du cycle cellulaire, ce sont des « points de contrdle» du cycle
cellulaire. Une perte de fonction de ces génes permet a la cellule cancéreuse de
passer rapidement a la phase suivante du cycle cellulaire, donc de proliférer de
facon incontrélée.

v Care taker genes : ils assurent physiologiquement la réparation des

anomalies liées a I'ADN. Leur inactivation entraine une instabilité accrue et

une accumulation d'anomalies génétiques (mutation, perte d'hétérozygotie...).

Ces points de contr6le et de réparation altérés, la cellule cancéreuse perd la
capacité a «reconnaitre sa vieillesse », a initier sa mort et réparer les
dommages de son ADN. La réponse aux signaux de croissance physiologiques
est en outre disproportionnée, puis la cellule commence a produire ses propres
signaux de prolifération : la croissance incontr6lée d'un pool de cellules n'a

alors plus de limite.

» La progression: Le stroma devient permissif lorsqu'il est le siége d'une
néoangiogenese : il y a une sécrétion par la tumeur de facteurs de croissance
angiogéniques (VEGF) dirigés vers le stroma qui répond avec permissivité en
faisant apparaitre en sa surface des récepteurs aux facteurs angiogéniques
(VEGF-R). Dés lors il apparait des récepteurs tumoraux aux facteurs de
croissances cellulaires (boucle autocrine) ou microenvironnementaux (boucle

paracrine).

1.2.5. Le contrdle cellulaire de la carcinogénese
La carcinogenese s'installe lorsque tous les moyens de réparations de

I’'ADN endommagé et les voies de contrdle du cycle cellulaire sont défaillants
dans la cellule.

Le bon déroulement du cycle cellulaire dépend d'un point de restriction (point
R) et de divers points de contrdle en G1, en S, en G2 et en M [52]. Ces points
vérifient s'il N’y a pas eu de modifications du patrimoine génétique. Dans le cas
ou l'information serait modifiée, le point de restriction et les points de controle
interrompraient le cycle cellulaire (mort cellulaire). En effet, chacun des points

est capable d'interrompre le cycle cellulaire: la cellule est autorisée a
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poursuivre le cycle si elle ne présente pas d’'anomalie de I'ADN [53]. A chaque
point de contréle, la cellule se trouve donc en état de recevoir des signaux lui
donnant la permission de poursuivre le cycle cellulaire.

Ces signaux sont des complexes constitués par des facteurs protéiques (les
cyclines) et d’enzymes (les kinases dépendant de cyclines (les cdks)) qui sont
placées sous le contrdle de deux voies : la voie des MAP kinases et la voie des
PI3kinases. Au départ de ces deux voies, on retrouve un récepteur a tyrosine
kinase [53].

a. Les points de contréle
Il existe quatre points de contréle, un point pour chacune des phases du cycle :
v Le point de contrble en G1 : si une anomalie apparait au cours de cette
phase, en particulier des altérations mémes légéres de I'ADN, le cycle cellulaire
est interrompu.
v Le point de contrdle de la phase S: qui évalue la réplication ou la
non-réplication de I'’ADN.
v Le point de contrdole en G2 : qui vérifie l'existence ou I'absence
d’altération de I'ADN néoformé.
v Le point de contrdole au cours de la mitose: qui dépend de la
formation de la plaque équatoriale et de l'absence d'anomalie de I'ADN. Il
permet, si ces deux conditions sont remplies, la poursuite de la mitose c'est-a-

dire le passage a I'anaphase.

b. Le rétrocontréle du cycle cellulaire
Des protéines contrdlent, a posteriori (rétrocontrdle), les événements qui se
produisent au cours du cycle cellulaire : en cas de dysfonctionnement du cycle
cellulaire, ce rétrocontr6le déclenche la mort de la cellule par apoptose [53].

v' La protéine p53:
C'est une protéine régulatrice de la prolifération de la plupart des types
cellulaires [53]. C'est un facteur de transcription qui, en se fixant sur une
séquence spécifique (SST) de I'’ADN, active des génes impliqués dans le
déclenchement de I'apoptose ou dans I'arrét du cycle cellulaire.
Elle s’exprime dans les cellules soumises a un stress (ADN endommagé). En
effet, les altérations de 'ADN provoquent une accumulation de la protéine p53.
Elle stoppe le cycle cellulaire en phase G1 pour permettre la réparation de
I’ADN avant la phase S ou bien induire I'apoptose de la cellule endommagée.
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Les mutations du gene codant la p53 prédispose au cancer et en particulier
aux cancers du poumon et du sein. L'absence de mécanisme de rétrocontrole
liée a la biosynthese de p53 accroit le nombre des cancers dus a des altérations
génétiques. L'inhibition de la protéine p53 provoque une prolifération cellulaire.
v' La protéine p21 :
La protéine CKI p21 est un médiateur de l'arrét du cycle cellulaire en phase
G1, induit par la protéine p53 en réponse a des altérations de I'’ADN. Lorsque
'ADN est endommagé, p21 ralentit la progression du cycle cellulaire en
inhibant les complexes cyclines/Cdk et en bloquant la réplication de I'antigéne
nucléaire de la prolifération cellulaire (PCNA, nécessaire a la synthese de I'ADN
au cours de la phase S) [53]
v' La protéine pl6 :
La protéine CKI p16 est un inhibiteur de la kinase Cdk4. Dans 60% des lignées
cellulaires provenant des mélanomes malins ou de leucémie et dans 80% des

lignées provenant des gliomes, le gene codant pl16 est altéré [53].

1.3. Le traitement anticancéreux
La thérapeutique anticancéreuse comporte d'une part des traitements

locaux, la chirurgie et / ou la radiothérapie lorsque le néoplasme est bien
localisé. D’autre part on utilise les médicaments (chimiothérapie) en cas de
maladies métastasiques. A cause du manque de sélectivité de ces
médicaments, il apparait des effets indésirables si bien que de nos jours, les
thérapies dites ciblées voient le jour. Ce sont des thérapies qui consistent a
diriger de facon sélective la substance médicamenteuse vers la ou les

composantes cellulaires a I'origine des dysfonctionnements cancéreux [54].

1.3.1. La classification des médicaments anticancéreux
Plusieurs critéres de classification des agents anticancéreux ont été proposés.
Nous avons adopté la classification de Espinosa, E. et al (2003) [55] basée sur
la cible pharmacologique (tableaux I-1V)

a. Les différentes cibles pharmacologiques considérées
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Tableau | : les différentes cibles pharmacologiques des agents anticancéreux

Les axes

Cibles

Les éléments ciblés

1. La tumeur

ADN

Non spécifiques :

- Ladouble hélice

- Les protéines liées a ’'ADN
Spécifiques :

- Hormones, rétinoides

- Interféron a

- Thérapie génique

ARN

Oligonucléotides antisens

Protéines

Récepteurs membranaire

- Domaine extracellulaire

- Domaine intracellulaire
Cytoplasme

- Les voies de transduction
- Les tubulines

2. L’endothélium

ADN

Protéines

Facteurs
FGF-2

angiogéniques :

VEGF,

3. La matrice extracellulaire

Métalloprotéases,
prostaglandines,

4. Le systéme immunitaire Lymphocytes
macrophages
5. Les sites de métastases Les os Bisphosphonates,

ostéoprotogérines

b. Classification des agents anticancéreux dirigés contre I’ADN tumoral

Tableau 11 : les différents anticancéreux selon leur mode d’action sur 'ADN

Dommage / groupe chimique

Médicaments

Mode d’action

1. Cassure de brin d’ADN

Moutard azoté

ifosfamide,

Cyclophosphamide,

chlorambucil

melphalan,

Intercalement

Nitrosourée

BCNU

Intercalement

Triazénes

Dacarbazine, témozolomide

Intercalement

Antibiotiques

Bléomycine, mitomycine

Intercalement

Dérivés de platine

Cisplatine, carboplatine,

oxaliplatine

Intercalement
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2. Inhibition des protéines liées a I’ADN

Antibiotiques

Doxorubycine,

épirubicine, idarubicine

Inhibition de la topoisomérase
1

Podophyllotoxines

Etoposide, téniposide

Inhibition de la topoisomérase
1

Camptothécines

Topotécan, irinotécan,

rubitécan

Inhibition de la topoisomérase
|

Antimétabolites

Antifolates:méthothrexat,

trimétrexate

Inhibition de la Dihydrofolate
réductase (DHFR) et autres

enzymes

Fluoropyrimidines (5FU,
ftorafur, capécitabine) ;
raltitrexed

Inhibition de la thymidilate
synthétase (TS)

Pemetrexed

Inhibition de la DHFR, TS, et
de la glycinamide
ribonucléotide

formyltransferase (GRFT)

Cytarabine, fludarabine

Inhibition de I’ADN
polymérase et la
ribonucléotide réductase (RR)

Gemcitabine

Inhibition de la ribonucléotide
réductase (RR)

Analogues de
I'adénosine :
déoxycoformycine,

cladribine

Inhibition de I'adénosine

déaminase

Autres

Ectéinascidine

Inhibition des facteurs de

transcription

3. Modulateurs de génes spécifiques de I’ADN

Stéroides

Prednisolone,

dexamethasone

Formation d'un complexe (avec
leur récepteur spécifique
cytosolique) modulateur de
transcription de génes

spécifiques dADN

Antioestrogénes :

tamoxiféene, fulvestrant

Antagonisme des récepteurs de
I';estrogéne (facteur de
modulation de la séquence

régulatrice de transcription)
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Antihormones

Antiandrogéenes :

flutamide, bicalutamide

Antagonisme des récepteurs de
I'androgéne (facteur de
modulation de la séquence

régulatrice de transcription)

Antiaromatase :

anastrozole, letrozole,

Inhibition de I'aromatase

Agoniste

gosereline, tryptoreline,

busereline

LH-RH :

Rétinoides

ATRA,

bexaroténe

fenretidine,

Interferon a

Thérapie génique

c. Classification des médicaments anticancéreux dirigés sur les
récepteurs membranaire de la cellule tumorale
Tableau Il1 : les agents anticancéreux ciblant les récepteurs membranaire de la

cellule tumorale

Cibles Médicaments Mode d’action

1. Le domaine extracellulaire des récepteurs membranaires
CD20 Rituximab Anticorps monoclonaux anti-CD20
CD20 Ibritumomab -l ; | Anticorps monoclonaux anti-CD20

Tositumomab-I

CD52 Alemtuzumab Anticorps monoclonaux anti-CD52
Her-2 Trastuzumab Anticorps monoclonaux anti-Her-2
EGFR (Her-1) Cetuximab Anticorps monoclonaux anti-EGFR

(Her-1)

2. Le domaine intracellulaire des récepteurs

membranaires

EGFR (tyrosine kinase)

ZD-1839 (gefitinib)

Petite molécule inhibitrice des

récepteurs tyrosine kinase EGFR

EGFR (tyrosine kinase)

OSI-774 (erlotinib)

Petite molécule inhibitrice des

récepteurs tyrosine kinase EGFR

EGFR (tyrosine kinase) et Her-2 | PKI-166 Petite molécule inhibitrice des
récepteurs tyrosine kinase EGFR et
Her-2

Her (quelque soit le type) CI-1033 Petite molécule inhibitrice de la

tyrosine kinase des récepteurs Her
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d. Classification des médicaments agissant au niveau du cytoplasme de la

cellule cancéreuse

Tableau IV : les agents anticancéreux agissant a l'intérieur du cytoplasme de

la cellule tumorale

Cibles Médicaments Mode d’action
1. Les inhibiteurs des voies de transduction dans la cellule tumorale

Tyrosine kinase de bcr /7 abl et | Imatinib Inhibition de la Tyrosine

c-kit kinase de bcr / abl et c-kit

Ras

Ras Lonafarnib Ras mimétique

Ras farnesyl transférase BMS-214662 Inhibition de la farnesyl
transférase

MEK C1-1040 Inhibition de MEK

Phosphatidyl-inositol and PKC

mMTOR CI-779 Inhibition de mTOR

Protéine kinase C Bryostatine, PKC-412 Inhibition de la protéine
kinase C

Protéasome / Chapérone

Protéasome

PS-341

Inhibition de protéasome

HSP90

17-AAG (ansamycine)

Stimulation de la dégradation
de HSP90

Cycline dependent kinases (Cdk

)

Cdk (indifférenciés)

Flavopiridol, CYC202

Inhibition non sélective des
Cdk

Cdk-2

UCN-01

Inhibition sélective des Cdk-2

2. Les inhibiteurs des tubulines

Microtubules Vinca alcaloides : | Inhibition de la
vincristine, vinblastine, | polymérisation des
vindesine, vinorelbine microtubules

Microtubules Taxanes : paclitaxel, | Stabilisation des

docétaxel, BMS-275183

microtubules (inhibition de la
dépolymérisation)

Microtubules

Epithilones : BMS-257000,
BMS-310705, EPO-906
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e. Classification des médicaments ciblant I'endothélium et la matrice

extracellulaire

Tableau V : les agents anticancéreux agissant au niveau de I'endothélium et de

la matrice extracellulaire

Cibles

Médicaments

Mode d’action

1. Les facteurs de croissance endothéliale

VEGF, b-FGF, TGFa

Thalidomide

Inhibition des facteurs de

croissance

Synthése de VEGF

Carboxiamide-triazol (CAl)

Inhibition de la synthése
du VEGF

COX-2

Coxibs

Inhibition de la COX-2

2. Récepteurs des cellules

endothéliales

Récepteurs au VEGF (VEGFR)

Bevacizumab,

Antagonistes des VEGFR

Tyrosine Kkinase du récepteur | SU-5416, SU-6668, | Inhibition de la tyrosine
VEGFR Endostatine kinase du VEGFR
3. Matrice extracellulaire

Métalloprotéinases Marimastat, AG-3340 | Inhibition des
(prinomastat), AE-941 | métalloprotéinases
(néovastat)

Intégrines Vitaxine Anti intégrines

Thrombospondines ABT-510 Thrombospondines

mimétiques

1.3.2. Les agents anticancéreux d’origine végétale
a. Les alcaloides de la pervenche

Plusieurs de ces alcaloides sont doués de propriété cytostatique. Ce sont en

particulier la vincristine et la vinblastine.

» Source

La vinblastine et la vincristine sont deux alcaloides extraits des parties

aériennes d'une plante originaire de Madagascar, le Catharanthus roseus (L)

G.Don f. (Apocynaceae) encore appelé Vinca rosea L. ou la pervenche de

Madagascar [5]
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» Structure

Ces deux alcaloides sont constitués d'une molécule dihydro-indolique de type
« aspidospermane » et d'une molécule indolique. lls different par la nature du
substituant sur l'azote de la partie dihydroindolique : formyle (vincristine) ou

méthyle (vinblastine) .

R1 R2 R3 R4 R5
Vincristine CHO OCH; OCOCH; CH,CH; OH
Vinblastine CHs OCH;3 OCOCH;3 CH22CHs OH
Vindesine CHs NH> OH CH:CHs OH
Vinorelbine CHs OCH;3 OCOCH;3 CH:CHs H

Figure 2 : structures d’alcaloides de la pervenche de Madagascar

» Dérivés hémisynthétiques

v Vindésine
Cet alcaloide peut étre préparé a partir de la vinblastine (formation de
I'hydrazide de 16-desacétylvinblastine [hydrazine] et réduction de

I'acylhydrazide par le nickel de Raney dans du méthanol.

v Vinorelbine = 5’-noranhydrovinblastine
Il s'agit d’'un dérivé hémisyntétique caractérisé par le remplacement du motif
tryptaminique de la moitié supérieure (indole-CHz2-CH2-N-) par un motif de type
gramine (indole-CH>-N-), c'est-a-dire par [I'élimination d'un carbone. La
vinorelbine est obtenue, via un bisiminium, par une réaction de Polonovski sur
I'anhydrovinblastine ou par l'intermédiaire de la bromoindolénine de cette

derniere.
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» Action pharmacologique

La vincristine, la vinblastine et leurs dérivés hémisynthétiques sont des
antimitotiques. Ils se fixent sur la tubuline et empéchent leur polymérisation
en microtubules nécessaires a la formation du fuseau mitotique. lls bloquent le
processus mitotigue et provoquent une accumulation de cellules en
métaphase. L'appareil microtubulaire joue également un roéle au niveau de la
neurotransmission (microtubules axonaux), dou la neurotoxicité de ces

composés.

b. Les taxanes : paclitaxel et docétaxel
» Source
Le paclitaxel a été initialement extrait en faible quantité (0,01%) des écorces de
tronc d'if du pacifique (Taxus brevifolia Nutt.) (Taxaceae) [5].
Une autre voie d'accés au taxol consiste a le préparer, par hémisynthése, a
partir danalogues structuraux comme la 10-désacétylbaccatine Ill. Ce
diterpéne est largement présent dans les feuilles de I'if d’'Europe, T. baccata ou

encore celle de différents cultivar d'autres especes [5].

» Structure

Le paclitaxel est une diterpéne tricyclique a noyau taxane.

5

Figure 3 : Structure du paclitaxel

» Dérivés hémisynthétiques

Des travaux ont conduit a I'élaboration, a partir de la 10-désacétylbaccatine Ill,
d'esters en 13 dans lesquels la N-benzoyl-3-phénylisosérine est remplacée par
un analogue structural. L’'un de ces analogues est le docétaxel.

» Action pharmacologique

Le paclitaxel est poison du fuseau. Il promeut I'assemblage des diméres de

tubuline en microtubulines qu'il stabilise en inhibant leur dépolymeérisation.
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c. Les dérivés de podophyllotoxines

» Source
Podophyllum peltatum L et and Podophyllum emodii Wallich (Podophyllaceae)
sont des plantes dont les extraits ont longtemps été utilisés par les indiens
d’Amérique dans le traitement des cancers de la peau [56].
Le principal composé, la podophyllotoxine fut isolée dés 1880 mais sa structure
n'a été élucidée qu’'en 1950 [56]

» Structure des dérivés de Podophyllum

i Q)
I

i
0

—0
/0@
0
\

Figure 4: Structure de la podophylotoxine

» Dérivés hémi-synthétiques
Les deux composés actifs introduits en thérapeutique anticancéreuses,
Etoposide (VM 26) et Teniposide (VP 16-213) sont des dérivées hémi-
synthétiques du produit naturel, épipodophyllotoxine (un isomére de la
podophyllotoxine). Les autres dérivés ont été abandonnés a cause de leurs
effets indésirables trop insupportables.

» Action pharmacologique
De nombreuses recherches ont permis de mettre au point I'étoposide et le
téniposide qui sont utilisés en thérapeutique. lls sont indiqués dans le
traitement des lymphomes, des cancers bronchiques et de testicules [57].
Ils agissent par inhibition des topo-isomérases Il, enzymes qui modifient le
degré denroulement de I'’ADN en induisant des cassures transitoires et
parfaitement régulées afin d'assurer la réplication de I'ADN. Par conséquent,
les dérivés de podophyllum agissent indirectement sur I'ADN en bloquant les
enzymes impliquées dans la synthese ou la réplication de 'ADN. L’inhibition de
ces enzymes empéche la réparation des cassures, provoquant un arrét du cycle
cellulaire pouvant conduire a une mort cellulaire programmée de type

apoptotique [58].
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d. La camptothécine et ses dérivés : topotécan et irinotécan
» Source :
Ces composés ont été isolés d’'une plante ornémentale retrouvée en Chine et
en Tibet, Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae) [59]. Le premier composé
est la Camptothécine (sel sodique) a été introduite en clinique par I'Institut
National du Cancer (USA) en 1970, puis abandonné a cause de sa toxicité
rénale [57].

» Structure

Figure 5: Structure de la Camptothécine (R2=R2=R3 = H)

» Dérivés hémi-synthétiques
La camptothécine est le principal composé. C'est un alcaloide quinoline dont
I'effet antitumoral a été découvert en 1958 [57]. Afin de réduire sa toxicité
rénale, la camptothécine a fait I'objet de nombreuses pharmacomodulations.
Ceci a abouti des dérivés moins toxiques, Topotécane (Hycamptin) et Irinotécan

(CPT-11 ; Camptosar) introduite en thérapeutique en 1970 puis égal.

» Action pharmacologique
Topotecane est utilisé dans le traitement des cancers de I'ovaire, des poumons
(canccer a petites cellules) alors que irinotécane est indiqué dans le traitement

de cancer colorectal.

La camptothécine et ses dérivés agissent par inhibition de la topo-isomérase I,
une enzyme essentielle dans le maintien de la structure topographique de
I'ADN pendant la translation, la transcription et la mitose. Cette inhibition

bloque toutes les cellules en phase G2 et entraine leur mort.

e. Autres agents anticancéreux d’origine végétale
D'autres agents anticancéreux derives de plantes utilisés en thérapeutique

sont :
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» L’homoharringtonine
Elle a été isolée d'une plante chinoise, Cephalotaxus harringtonia var. drupacea

(Sieb and Zucc.) (Cephalotaxaceae) [60]

Un mélange racémique d’harringtonine et d’homoharringtonine (HHT) a été
utilisé avec success en Chine dans le traitement de leucémies myéloide (aigu et
chronique).

Purifiée la HHT s’est montrée efficace sur les leucémies, mémes celles qui sont

résistantes au traitement standard [60]

» Elliptinium,
Un derive d'éllipticine, isolée de nombreuses espéces de genres d’Apocynaceae
dont Bleekeria vitensis A.C. Sm., une plante médicinale réputée possedée des

propriétés anticancéreuses [60].

Elliptinium est commercialisé en France et indiquée dans le traitement du

cancer de sein [60].
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I1. Données bibliographiques sur Erythrina senegalensis DC
11.1. Dénominations locales :
Nom vulgaire francgais : Arbre a corail, érythrine du Sénégal
Noms vernaculaires :
v" Mooré : Kulin-tiiga
v Bambara : Béru, ntenbileni
v' Peulh : Mototay
Nom scientifique (botanique) : Erythrina senegalensis DC

11.2. Classification de la plante d’étude
La plante Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) fait partie de :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Leguminosales
Famille : Leguminoseae
Sous famille : Fabaceae (Papilionaceae)
Genre : Erythrina

Espeéce : senegalensis

11.3. Description botanique de la plante d’étude
Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) un arbuste épineux (Photo 3) de 6

a 7 m de hauteur, a cime irréguliere avec une écorce épaisse (Photo 1), claire
liégeuse et crevassée [8].

Les feuilles (photo 6) sont trilobées alternes avec des pétioles épineux
Iégerement cannelés par-dessus. Les courtes épines sont dispersées sur les
rameaux [8].

Les fleurs en longs racémes terminaux s'épanouissent avant ou au début de la
feuillaison. La corolle est longue, écarlate, vive, soudée et a peine ouverte [8].
Les fruits sont en gousse monoliforme (portant un long acumen) a parois
minces fortement incurvées ou enroulées Les graines ovoides sont visibles de
I'extérieur, rouges vif, lisses et brillantes [61].

La pollinisation se fait par les oiseaux et la multiplication par boutures et

graines.
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11.4 Habitat :
Le genre Erythrina de la famille des Leguminosae comprend plus de 110

especes d'arbustres et d’herbacées tres répandues dans les régions tropicales
et intertropicales [62].

En Afrique occidentale Il est disséminé dans les savanes boisées ou arbustives,
en zone soudanienne ou soudano-guinéenne [63]. Il est également rependu en
Afrique centrale (Cameroun, Tchad, Centre-Afrique) [63].

Figure 6: Erythrina senegalensis DC (Fabaceae)
Photo 1: écorce de tronc;

Photo 2 : jeunes feuilles

Photo 3 : plante entiere

25



11.5. Données ethnopharmacologiques
Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) est une plante ornementale et l'une

des plus vieilles plantes médicinales largement utilisées par les populations de
I'Afrique de I'Ouest [64].

Toutes les parties de la plantes a savoir les écorces, les racines, les feuilles, les
fleurs et les graines sont utilisées dans le traitement de nombreuses maladies
par les tradipraticiens de santé en Afrique. Cependant les méthodes
d'utilisation different d'une contrée a une autre.

Au Burkina Faso [8], les extraits d’écorces et de racines sont employés dans le
traitement de la douleur, de I'hématurie, du rhumatisme, de la jaunisse, du
paludisme, et de la dysenterie. Les mémes extraits sont recommandés en cas
de menace d’'avortement, en cas de stérilité féminine, en cas d'aménorrhée et
en cas de vomissement. Les extraits de racines sont utilisés en cas d’'asthénie
et de sénescence._Les extraits de Feuilles et de fleurs sont indiqués dans le
traitement des affections buccales (gingivites, stomatites), dans les
vomissements de sang, dans les hémorroides, et dans le traitement des
dermatoses. On les emploie enfin comme astringent, antiseptique et

cicatrisant. Le bois est utilisé comme frotte-dent et aphrodisiaque.

Au Mali [16], les extraits d’Erythrina senegalensis font partie des recettes
traditionnelles utilisées contre le paludisme et l'ictére (écorces et feuilles),
contre les douleurs abdominales (écorces en décoction), contre les aménorrhées

(racines), et contre les dermatoses.

Au Nigéria [65], les macéré aqueux d'écorces de tronc sont utilisés dans le
traitement de la jaunisse et de nombreuses maladies vénériennes. Le décocté
d’écorces est indiqué dans le traitement des infections bronchiques, de la toux
et des inflammations. La poudre d’écorce et de feuille est prise avec de la soupe

pour traiter la stérilité féminine et les fibromes.
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11.6. Données phytochimiques et pharmacologiques établies
Dans la littérature, de nombreux composés chimiques isolés des extraits

d’Erythrina senegalensis ont montré diverses activités biologiques. Il s’agit

d’alcaloides, de ptérocarpans, de flavonoides.

11.6.1. les composés antimicrobiaux, antiviraux et antiparasitaires
La 2,3 dihydroauriculatine isolée d’Erythrina senegalensis par I'’équipe de

Taylor [66] a montré une activitt modérée sur Streptococcus mutans,
prophyromonas gingivalis et actinomyces actinomycetemcomitans [67].
L’Erybraedine A est une isoflavonoide issue de nombreuses espeéces
d’Erythrina dont E. senegalensis. C'est un composé bactériostatique puissant
sur les souches d’entérocoques résistants a la vancomycine et méme sur les
souches de S. aureus multirésistantes [68].

La 6,8-Diprenylgenisteine. OH W.K LEE et al (1999) [69] a isolé des écorces
de tige cette isoflavonoide qui s’est révélée active a moins de 200ug/mL sur 36
souches différentes de S. aureus, 29 souches de Shigella spp et 27 souches
difféerentes de Salmonellae spp. Des souches de Pseudomonas spp et de
Kliebsiella spp ont également montré une sensibilté modérée a ce composé.

La senegalenseine (ou Lonchocarpol A). Le composé a également été isolé
des écorces de tiges par FOMUM et al. (1987) [70] et a opposé une activité
inhibitrice au VIH avec une IC50 de 2,7ug/mL [71]. La senegalenseine a aussi
présenté une puissante activité (CMI de 0,78 — 1.56ug/mL) contre le S. aureus
meéthi-R et contre I'Enterococcus faecium résistant a la vancomycine [72].
L’Alpinumisoflavone. Il a été isolé des extraits méthanoliques d'écorces de
tige [69]. Le composé mis en contact 2 a 24 heures sur la peau d’'une souris
prévient l'infection a Schistosoma mansoni. Il a immobilisé les miracidia et les
cercaires S .mansoni. Il a inhibé les ceufs produits et éliminé tous les S.mansoni

adultes a une concentration de 50ug/mL aprés 24heures d’exposition.

11.6.2. les composés cytotoxiques
L’Alpinumisoflavone est connu comme possédant une puissante activité

cytotoxique contre les cancers solides de [I'nomme (cellules KB).
L'Erysenegalenséine E, un autre composé isolé des écorces de tige d’Erythrina
senegalensis par I'équipe de Wandji (1994) [73] a présenté un certain degré de
toxicité [74].

L’Erythrisenegalone et la senegalenséine, deux prenylflavones tous isolés

des écorces de tige d’E. senegalensis [70] aux doses de 1x103 mol ont montré
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des activités anti-tumorales totales (100% d'inhibition) sur le modeéle
expérimental des virus Epstein-Barr (virus reconnu jouant un rdle majeur dans
la phase de promotion de la cancérogénése).

L’Alpinumisoflavone et le derrone (le plus récent des composés issus des
extraits méthanoliques des écorces d’E. senegalensis) ont montré un effet

antiprolifératif modéré a I'égard des cellules U937 (leucémie humaine) [75].

11.6.3. les composés ayant d’autres activités
HAN XH et al. (2005) [76] ont montré dans une étude que I'Alpinumisoflavone

inhibait de facon doses-dépendantes Il'activité de la monoamine oxydase
cérébrale chez la souris.

L’Erysodine, un alcaloide isolé des extraits méthanoliques des graines
d’Erythrina senegalensis [77] s’est révélé un inhibiteur potentiel des récepteurs
nicotiniques neuronaux.

Erytrinasinate, un ester isolé des extraits hexaniques d’écorces de tige d’E.
senegalensis [70] a montré une faible activité de piégeage de la péroxynitrite
[78].

11.7. Données toxicologiques
Les données toxicologiques retrouvées dans la littérature concernaient

les extraits chloroformiques des écorces de tige d’Erythrina senegalensis DC. Il
s'agissait de données de toxicités aigue et chroniques étudiées in vivo et in
vitro.

La dose létale 50% (DL50) en intrapéritonéale (i.p) a été estimée a 526mg/kg
(212-744 mg/kg) avec un toxidrome comportant successivement une
augmentation de la fréquence respiratoire, une perte d'appétit et une dyspnée
[79].

Les études de toxicité chronique ont révélé des altérations de niveau de
marqueurs biochimiques d’hépatotoxicité (hépatomégalie) et de cardiotoxicté
(cardiomodulaton) : élévation des activités des enzymes telles que l'alanine
aminotransférase, l'aspartate aminotransférase, et la phosphatase alcaline.
Aux doses réitérées de dose de 1.0 g d’extrait/kg, I'auteur a observé une chute

du nombre des globules rouges et leurs volumes moyens [79].
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PARTIE Il : NOTRE ETUDE
I. Objectifs de I’étude

1.1. Objectif général
Caractériser les effets antiradicalaires et anti-lipooxygénase des extraits de

feuilles, de racines et d’écorces de tronc d’Erythrina senegalensis (Fabaceae)
DC.

1.2. Objectifs spécifiques:
v' Préparer les extraits par épuisement successif des feuilles, des racines et

d’écorces de tige a l'aide de solvants de polarité croissante.

v Caractériser les groupes phytochimiques présents dans les extraits

v' Mettre en évidence in vitro les effets antioxydants des extraits.

v' Mettre en évidence in vitro les effets anti-lipooxygénases des extraits
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II.METHODOLOGIE
11.1. Cadre de I’étude
11.1.1. Le CERBA
Nous avons mené les extractions et les tests pharmacologiques
(antiradicalaire et anti-lipooxygénase) au Centre de Recherche
Biomoléculaire Pietro Annigoni (CERBA).
Le CERBA a été crée en 1996 par la délégation Camillienne du Burkina Faso.
Le centre est dirigé par le Professeur Jacques SIMPORE, professeur titulaire de
Génétique et de Biologie Moléculaire a I'Université de Ouagadougou.

Le CERBA a pour objectif la formation et la promotion de jeunes chercheurs en
leur offrant un plateau technique approprié pour accomplir leurs travaux de

recherche.

Les axes de recherche du CERBA sont :

La recherche fondamentale et les sciences du génome. Le CERBA se
penche sur des pathologies génétiques telles que les hémoglobinopathies
(drépanocytose), l'ostéoporose, la déficience en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD). Il s’'intéresse également aux genes qui gouvernent le
métabolisme de I'homocystéine (MTHFR, la cystahtionine béta synthétase...),
les marqueurs de résistances géniques (la résistance des bactéries aux
antibiotiques et du VIH aux ARV). Le centre intervient aussi dans le diagnostic
moléculaire des pathologies émergentes (la caractérisation du VIH1, du HPV,
du VHC et la recherche de vaccin)

La recherche clinique. Le CERBA effectue le suivi biologique et clinique
des personnes vivant avec le VIH. L'aspect le plus développé est la prévention
de la transmission meére-enfant (PTME) du VIH et des autres virus tels que
VHB, VHC et HHVS8. De plus, le CERBA développe avec le Centre Médical
Saint-Camille la phytothérapie du VIH et des expérimentations pharmaco-
cliniques.

La mise en valeur de la médecine traditionnelle et identification
des composés actifs des produits naturels. Le CERBA travaille sur les
recettes traditionnelles fournies par les tradipraticiens de la place. En effet,
I'’équipe recueille des recettes, les teste pour leur innocuité et leur activité
biologique. Enfin, I'’équipe se charge du suivi biologique et clinique des patients

qui sont sous traitement. Les principaux essais biologiques réalisés dans le
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centre sont : les activités antiprolifératives sur les cellules cancéreuses (PC-3,
MCF-7, U373, A549 et LoVo) ; les activités antibactériennes et antifongiques ;
les activités antiplasmodiales ; les tests anthelminthiques ; les activités anti-

inflammatoires...

11.1.2. L’IRSS / MEPHATRA-Pharmacie

La caractérisation (réactions colorées et CCM) des groupes chimiques
contenus dans les extraits a été réalisée a I'lnstitut de Recherche en Sciences
de la Santé (IRSS) a Ouagadougou.

L'IRSS est une structure spécialisée du Centre National de la Recherche
Scientifique et Technologique (CNRST) qui est chargé de coordonner les
programmes nationaux de recherche en matiere de santé au Burkina Faso.
L'l.R.S.S comprend deux Départements de recherche dont le Département
Médecine — Pharmacopée Traditionnelles et Pharmacie (MEPHATRA/PH) chargé
de développer la recherche en matiere de médecine et de pharmacopée

traditionnelles et en pharmacie.

Le Département MEPHATRA/PH dirigé par le Professeur Innocent Pierre
GUISSOU, professeur titulaire de pharmacologie et toxicologie, a pour missions
entre autres de :
v" mener des recherches sur la Médecine et la Pharmacopée Traditionnelle ;
v valoriser les données de la pharmacopée traditionnelle en vue de
développer des phytomédicaments
v' valoriser et diffuser les résultats de la recherche.

Nos travaux ont été réalisés dans le Laboratoire de Chimie.

11.2. Matériel de I’étude
11.2.1. le matériel végétal
Les feuilles, les écorces de tronc et les racines entieres d’Erythrina

senegalensis Dc (Fabaceae) ont constitué les drogues végétales de I'étude. Les
drogues végétales ont été récoltées en juin 2009 a Kougpaka, un village (de
Saponé) situé a 70km de Ouagadougou (Burkina Faso) aprés localisation GPS
de la plante (30P0641573 UTM132 7922).
Un spécimen, aprés authentification par un expert botaniste (Dr. GANABA
Souleymane, Centre National de la Recherche Scientifique et Technologiques) a

31



été enregistré sous le n°8709 au niveau de I'Herbier National du Burkina
(HNBU).

Dés lors, les drogues végétales récoltés ont été séchées a l'air libre et a I'abri du
soleil pendant dix (10) jours. Elles ont ensuite été réduites en une poudre

grossiéere a l'aide d'un mortier et d'un pilon.

11.2.2. le matériel pour I'extraction et la caractérisation

phytochimique

a. Matériels de laboratoire

- la verrerie de laboratoire

- un percolateur

- un évaporateur rotatif ROTAVAPOR BUCHI® RE 11 couplé a une pompe
a vide.

- une hotte a flux laminaire avec lampe ultra-violet LN 120 nive

- un spectrophotomeétre UV-Visible de marque Biotek

- un bain marie de marque Nuve

- des cuvettes en quartz et en plastique

- des tubes en polypropylene a fond conique de 15mL et 50mL Falcon

- des micropipettes automatiques de marque Eppendorf

- des rabs, des tips

- une balance analytique Sartorius (sensibilité 1/10.000g ; portée max
2209)

- des chromatoplaques (support : verre ; adsorbant : gel de silice 60F 254)

- une lampe ultra - violet (254 et 366nm)

b. Solvants d’extraction

- Ether de pétrole
- Dichlorométhane
- Chloroforme

- Acétate d'éthyle

- Méthanol

- Eau
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c. Solvants et réactifs de caractérisation
c.1. Systemes de solvants d’analyse pour la CCM

- Systeme S1: éthyle acétate/acide formique/acide acétique glacial /
eau : (100 :11:11:26 v/v)

- Systéme S2 : n-hexane/ Toluéne/ acétate d'éthyle: (3:1:1 v/v)

- Systéme S3 : n-butanol/eau/acide acétique glacial : (2:1: 1 v/v)

- Systéme S4 : acétate d'éthyle/ Méthanol/ eau : (10 : 5: 9 v/v)

c. 2. Réactifs de caractérisation

- solution d’anhydride acétique

- réactif de Meyer (cf. Annexe)

- réactif de Dragendorff (cf. Annexe)

- solution d’acide sulfurique (H2SO4) concentrée
- réactif de Shibatat (cf. Annexe)

- ammoniaque 20% et 10%

- acide sulfurique (H2S04) concentré

- acide chlorhydrique (HCI) concentré et 2%
- solution de chlorure ferrique a 1% et 2%

- tournure de magnésium

- Anisaldéhyde sulfurique (cf. Annexe)

- éthanol 50%

111.2.3. Matériels pour les études pharmacologiques
a. Solvants et réactifs du test anti-oxydant

- 1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)
- Quercetine

- Méthanol

- DMSO

b. Solvants et réactifs du test anti-lipooxygénase

- Tampon Borate : 0,2 M, pH 9,0

- Solution de substrat: 1'acide linoléique (250uM)

- Solution d'Enzyme : la lipoxygénase (EC 1.13.11.12) de type I-B
(extraite du soja) (200 U/mL) dans du Tampon borate.
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11.3. Méthode d’étude
11.3.1. La méthode d’extraction

La méthode d'extraction appliquée a été un épuisement successif qui consistait
a extraire les substances chimiques d’'un extrait par des solvants de polarité
croissante.

Trois cents grammes (300g) de poudre végétale ont été initialement dégraissés
(étape permettant déliminer les matieres grasses et les substances lipophiles)
avec de l'éther de pétrole, séchée et épuisée successivement avec du
Dichlorométhane, de lI'acétate d'éthyle, du méthanol et de I'eau.

Les poudres végétales étaient préalablement mouillées avec le solvant puis
laissées en contact pendant deux (2) heures en vase clos afin d'obtenir une
répartition compléte du liquide au sein de la poudre de drogue.

Les poudres de drogues végétales humectées ont été ensuite tassées
uniformément dans un percolateur de 2000 mL et percolé successivement par
addition de Dichlorométhane, de l'acétate d’éthyle, du méthanol et de I'eau.
L'épuisement des drogues par un solvant se faisait jusqu'a limpidité du

percolat

11.3.2. Méthode de détermination du taux d’humidité résiduelle de la
drogue et des rendements d’extraction

a. Détermination du taux d’humidité résiduelle (THR)
Une prise dessai d'un (1) gramme (Po) d'extrait est placée a I'étuve
pendant 1 heure 30 minutes a 110°C. Cette prise d'essai est refroidie dans un

dessiccateur pendant 15 minutes et on la pese a nouveau (P).
THR = [(P, - P) / P,] x 100
b. Détermination des rendements des extractions

Extraction au percolateur par le Dichlorométhane. La poudre végétale
dégraissée, séchée a été pesée (M). Apres un épuisement complet (limpidité du
percolat) de la dite poudre, I'extrait sec obtenu au rotavapor a été également

pesé (m).
Extraction au percolateur par I'acétate d’éthyle.

Le marc résiduel de l'extraction au Dichlorométhane séché et pesé (M) a été
repris et épuisé completement par un volume suffisant d'acétate d'éthyle au

percolateur. L'extrait sec obtenu au rotavapor a été également pesé (m).
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Extraction au percolateur par le méthanol

Le marc résiduel de I'extraction a l'acétate d'éthyle séché et pesé (M) a été
repris et épuisé complétement par un volume suffisant méthanol au

percolateur. L'extrait sec obtenu au rotavapor a été également pesé (m).
Extraction au percolateur par I’eau distillée

Le marc résiduel de I'extraction au méthanol séché et pesé (M) a été repris et
épuisé complétement par un volume suffisant d’eau distillée au percolateur.

L'extrait sec obtenu au rotavapor a été également pesé (m).
Le rendement de I'extraction r(%) est donné par la formule :
r=[m / M] x 100

M = masse de poudre végétale (prise d’essai) ; m = masse du résidu sec (extrait sec

obtenu)

11.3.3. La méthode des caractérisations phytochimiques

a. Les réactions en tubes

Les méthodes décrites par CIULEI et al. en 1982 [80] ont été utilisées avec
des légeres modifications. Ce sont des méthodes qualitatives permettant de
caractériser les groupes chimiques présents dans la plante. Ces méthodes
comportaient les tests de caractérisation chimique suivants :
- le test de Shibata pour I'identification des flavonoides ;
- la réaction de Borntragér pour l'identification des anthracénosides ;
- le test de liebermann-Burchard pour [Iidentification des aglycones
triterpéniques et stéroidiques ;
- le test de Dragendorff et de Mayer pour I'identification des alcaloides (bases et
sels) ;
- la réaction de Carr et Price pour l'identification des caroténoides ;
- la réaction de Keedee pour l'identification des hétérosides cardiotoniques ;
- les réactions d'identification des coumarines, des glucides, des

anthocyanosides, des saponosides et des polyphénols (tanins).

al. Caractérisation des composés apolaires
Caractérisation des caroténoides

La réaction de Carr-Price a été utilisée :
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2 mL de I'extrait au dichlorométhane (CH2CI2) concentré ont été évaporés a sec

dans une capsule en porcelaine et 2 a 3 gouttes d'une solution saturée de

trichlorure d’antimoine dans du chloroforme (SbCI3) ont été ajoutées au résidu.

La réaction est positive lorsque les pigments virent du bleu au rouge.
Caractérisation des aglycones triterpéniques et stéroidiques

La réaction de Liebermann-Burchard a été utilisée :

5 mL de I'extrait au CH2CI2 concentré ont été évaporés a sec dans un tube a

hémolyse placé dans un bain-marie chaud. Le résidu a été dissout dans 0,25

mL d’anhydride acétique et 0,25 mL de CH2CI2. La solution a été transférée

dans un tube a essai et 1 mL d’acide sulfurique (H2S0O4) concentré a été ajouté

au sommet du liquide.

La réaction est positive lorsqu’'un anneau rouge brun ou violet brun se forme

séparant les deux liquides. Le liquide supérieur devient bleu verdatre ou violet

en cas de présence de stérols et de triterpénes.

Caractérisation des alcaloides bases

Les tests de Dragendorff et de Mayer ont été utilisés :
4 mL de l'extrait au CH2CI2 concentré ont été évaporés a sec dans un tube a
hémolyse. Le résidu a été dissous dans 2 mL d’acide chlorhydrique (HCI) 2%.
La solution a été filtrée sur coton et le filtrat est utilisé pour faire réagir les
réactifs de Dragendorff et de Mayer.
- Le développement d'un précipité rouge orangé en présence du réactif de
Dragendorff justifie la présence de composés aminés dans I'extrait.

L'apparition d'un précipité jaune blanchatre ou d'une opalescence en
présence du réactif de Mayer témoigne de la présence des alcaloides bases

dans l'extrait.

Caractérisation des aglycones flavoniques

La réaction de Shibata ou Test a la cyanidine a été utilisée :

5 mL de I'extrait au CH2CI2 concentré ont été évaporés a sec dans un tube a
essai et le résidu a été dissous dans 2 mL d'éthanol (C2H50H) 50%. La
solution obtenue a été légérement chauffée dans un bain-marie chaud. Des
fragments de tournure de magnésium ont été ajoutés a la solution et 3-4
gouttes d'HCI concentré y sont ajoutées. La solution est laissée barbotée dans
le bain-marie.

L'apparition d'une coloration rouge (flavonols) ou orange (flavanones) indique la

présence d’aglycones flavoniques.
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Caractérisation des émodols
La réaction de Bornstrager a été utilisée :
1 mL d'ammoniaque 25% a été ajouté a 1 mL dextrait au dichlorométhane
concentré. La solution a été agitée et laisser reposer 5 minutes.

L'apparition d'une coloration rouge témoigne de la présence des émodols.

Caractérisation des coumarines
2 mL de l'extrait au CH2CI2 concentré ont été évaporés a sec et le résidu a été
dissous dans 2 mL deau distillée chaude. Apres refroidissement, 0,5 mL
d’ammoniaque 10% ont été ajoutés suivi d'une observation sous la lampe
ULTRAVIOLET (A = 254 nm et A = 366 nm).
L'apparition d'une fluorescence intense bleu verdatre ou violette indique la

présence des coumarines.

a. 2. Caractérisation des composés moyennement polaires

Caractérisation des glycosides stérordiques
La réaction de Liebermann-Burchard a été réalisée a partir de I'hydrolysat
d’extrait de partie de la plante.

Caractérisation des alcaloides sels
10 mL de la phase aqueuse de [I'hydrolysat ont été basifiés par de
'ammoniaque
25% (8<pH<9) et extraits par 2x5 mL de CH2CI2.
La phase organique a été évaporée a sec et 1 mL de HCIl 2% a été ajouté au
résidu.
Les tests de Dragendorff et de Mayer ont été appliqués a la solution acide

résiduelle.

Caractérisation des flavonosides
La réaction de Shibatat a été appliquée en utilisant I'hydrolysat de I'extrait
Méthanolique de chaque partie de la plante.

Caractérisation des aglycones anthracéniques
La réaction de Bornstrager a été réalisée avec I'hydrolysat des différents
extraits.
L'apparition d'une coloration rouge signe la présence de dérivés

d’'anthraguinones libres ou oxydés.
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Caractérisation des dérivés coumariniques
La phase hydrolysée a servi a I'identification des dérivés coumariniques apres
observation aux UV (A = 254 nm et A = 366 nm).

Caractérisation des anthocyanosides
La phase aqueuse de I'hydrolysat a été utilisée :
1-2 grains de pastilles de soude ont été ajoutés a 1 mL d'extrait et I'apparition

d’'une coloration bleue indique la présence des anthocyanes dans I'extrait.

Caractérisation des hétérosides cardiotoniques
La réaction de Keddee a été utilisée :
1 mL de I'hydrolysat a été évaporé a sec et dissous dans 1 mL de méthanol
50%. 1 mL d'acide 3,5-dinitrobenzoique 1% dans I'éthanol et 2 mL d’hydroxyde
de potassium 1N ont été ajoutés a la solution.
L'apparition d'une coloration rouge violette furtive apres chauffage indique la
présence de glycosides cardénoliques et de lactones penta atomiques non

saturés.

a.3. Caractérisation des composés polaires

Caractérisation des glucides (oses et polyoses)
2 mL d'extrait aqueux ont été évaporés a sec dans une capsule en porcelaine et
2-3 gouttes de H2SO4 concentré ont été additionnées au résidu. Apres 5
minutes de repos, 3-4 gouttes d’une solution d’a-naphtol 1% ont été ajoutées.

L'apparition d'une coloration rouge indique la présence de glucides.

Caractérisation des saponosides
2 mL dextrait aqueux ont été dilués au demi avec de I'eau distillée (1/1 v/v)
dans un tube a essais (16 cm ou 160 mm de hauteur) et agitées pendant 15
minutes.
L'apparition d’'une colonne de mousse d’au moins 1 cm de haut persistant

pendant au moins 15 minutes indique la présence de saponosides.

Caractérisation des polyphénols (tanins)
1 mL d'extrait aqueux est dilué dans 1 mL deau distillée et additionné de 3
gouttes d’'une solution diluée de trichlorure de fer (FeCI3 1%).
- l'apparition d'une coloration bleu foncée indique la présence de tanins
galliques ;
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- la présence de tanins catéchiques est indiquée par Il'apparition d'une
coloration vert foncé ;
- I'apparition d'une coloration hybride indique la présence de tanins galliques

et catéchiques.

Caractérisation des composés réducteurs
La réaction a la liqueur de Fehling a été utilisée :
1 mL d’extrait aqueux a été dilué dans 1 mL d’eau distillée et porté a ébullition
pendant 30 minutes en présence de 1 mL de liqueur de Fehling (I+11).
La présence de composés réducteurs est matérialisée par la formation d'un

précipité rouge brique.

b. L’analyse par la chromatographie sur couche mince (CMM)

b.1. Principe
Le principe de la CCM consiste en une séparation des substances chimiques en
fonction de leur affinité par rapport a deux phases : une phase stationnaire
solide (verre, silicagel...) et une phase mobile liquide (éluant) constituée par un

systeme de solvant. Le support utilisé est en verre.

b .2. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Des capillaires de 10 pL ont été utilisés pour le dépdt des différents extraits
soumis a la migration chromatographique. Sur une méme plaque
chromatographique, sont déposés les trois extraits correspondant aux trois
drogues végétales : écorce (Ec), racines (R) et feuilles (Fe).
Des dépbts en bande ont été réalisés et la distance entre deux dépdts était de 1
cm. Les plagues ont été séchées a l'air ambiant et placées dans des cuves de
migration contenant préalablement des solvants appropriés.
La distance de parcours de I'éluant a été de 8 cm a partir du point de dépét.
Aprés la migration, les plaques ont été retirées, séchées et révélé avec un

réactif spécifiqgue pour l'identification des groupes chimiques.

b.3. Les révélation des groupes chimiques

Détection des tanins

Léluant était le systeme de solvant S3 : n-butanol/eau/acide acétique glacial :
(2:1:1 v/v). Les plaques ont été pulvérisées avec une solution de chlorure

ferrique a 2% (FeCls 2%) dans du méthanol 80% et séchées a l'air.
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L'apparition de taches de coloration bleu foncé révele la présence de tanins
hydrolysables (galliques). Les tanins condensés (catéchiques) donnent une

coloration verdatre
Détection des saponosides

Le solvant de migration était le systeme de solvant S4 : acétate d'éthyle/
Méthanol/ eau : (10 : 5: 9 v/v).

La pulvérisation avec de l'anisaldéhyde sulfuriqgue a permis la révélation.
L'apparition de tadches brunes ou violettes aprés chauffages des plaques a
110°C pendant 10min, sur une plaque chauffante indique la présence de

saponosides.
Détection des glucosides et des aglycones stéroidiques et triterpéniques

L'éluant pour la détection des glucosides stéroidiques et triterpéniques était le
systeme S1 : éthyle acétate/acide formique/acide acétique glacial/eau : (100 :
11: 11: 26 v/v). Léluant pour la détection des aglycones stéroidiques et
triterpéniques était le systeme de solvant S2 : n-hexane/ Toluéne/ acétate
d'éthyle: (3:1:1v/v).

La pulvérisation avec de l'anisaldéhyde sulfurique a permis la révélation par

I'apparition de spots bruns (phytostérols) ou violets (triterpénes).
Détections des flavonoides et des aglycones flavoniques.

L'éluant pour la détection des flavonoides était le systéme S1: éthyle
acétate/acide formique/acide acétique glacial/eau : (100 : 11 : 11 : 26 v/V).

L'éluant pour la détection des aglycones flavoniques était le systeme de solvant
S2 : n-hexane/ Toluene/ acétate d'éthyle: (3:1:1 v/v).

La révélation a été faite a la lumiéere UV a 365 nm apres exposition des plaques
aux vapeurs d'une solution éthanolique de diphenylborinate et d’ethyle glycol.
Les flavonoides ou aglycones correspondants apparaissent jaunes ou jaune

orangeé.

Détection des coumarines et dérivés coumariniques Le systeme de solvant
utilisé pour I'élution des dérivés coumariniques était le systeme S1 : éthyle
acétate/acide formique/acide acétique glacial/eau : (100 : 11 : 11 : 26 v/v). Les

coumarines ont été éluées par le systeme de solvant S2 : n-hexane/ Toluene/
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acétate d'éthyle: (3: 1: 1 v/v). La révélation a été faite a la lumiere UV & 366
nm, apres pulvérisation des plaques par une vapeur d’'une solution de NaOH a
5% dans de I'éthanol 95°. A cette longueur d'onde les coumarines et leurs

dérivés, sous forme de spots émettent une fluorescence bleue.

11.3.4. Le test d’évaluation de I'effet antiradicalaire des extraits

La capacité des extraits a donner un proton a un radical stable, le DPPH
(1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) a été évaluée comme décrit par Kim et al. en
2003 [81]

Dans ce test, les antioxydants contenus dans les extraits de la plante réduisent

le DPPH (couleur violette) en un composé jaune.

N + Antioxvdant-OH e H,l + Antioxvdant-O*
Ne NH
O N _4;'1 — NO O:N_, ~L NO
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 7 : Réaction d'un antioxydant avec le radical DPPH
Source : d’aprés MOLYNEUX, P (2004) [82]

La mesure de la diminution de I'absorbance du DPPH a 520nm rend compte de

I'effet antioxydant des extraits.

Pour ce faire, une série de 10 doses (24;20; 6; 3; 2; 0,3; 0.2; 0.03;
0.02 et 0.002 mg/mL) ont été préparées a partir de solutions d'échantillon a
40mg/mL dans du DMSO.

Les concentrations finales de dans le milieu réactionnel sont les 1720 de ces

concentrations.

A 950pL de la solution méthanolique de DPPH (101uM), ont été ajoutés SOuL
de la dose du composé (extraits ou quercétine) a tester. Le mélange a été
incubé a l'abri de la lumiére pendant 30 minutes a 37°C. L'absorbance a été
mesurée a 520 nm contre un blanc (950uL de méthanol + 50uL de la dose
d’extrait a tester).
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La décoloration par rapport au contrdle négatif (950uL solution de DPPH + 50uL
de DMSO) est mesurée a 520 nm. La quercétine (950uL solution de DPPH +

SOuL de quercétine dans du DMSO) nous a servi de contrdle positif

Les conditions expérimentales ont été réalisées en triplicata avec les dix
concentrations. L'activité anti radicalaire est estimée selon I'équation ci-

dessous:

Activité anti radicalaire (%) = [(Abssi17 contr6le—Abss;7 échantillon) / Abssi7 contréle] x 100

- Abssyo contréle : absorbance du contréle négatif a 520 nm

- Abss2o échantillon : absorbance du test (extrait ou quercétine) a 520 nm.

Les valeurs des concentrations inhibitrices 50% (ICso) ont été déterminées a
partir des courbes doses / effets obtenues a l'aide du logiciel PRISM version
5.0. Et les valeurs des IC50 des extraits ont été comparées avec celles de la

quercétine.

11.3.5. Le test d’évaluation de I'effet anti-lipooxygénase
a. Préparation des réactifs
A : Tampon Borate : 0,2 M, pH 9,0

Dissoudre 19,05 g de Sodium tetraborate (Na2B40O7, 10 H20) [(0,2 M) : FW
381,37] dans 250 mL deau distillée afin d'obtenir une solution (S1) de

concentration 76,2g/L.

Dissoudre 4,34 g d’Acide borique (H3BO3: 0,2 M, PM = 61,83) dans 350 mL
d’eau distillée afin d’obtenir une concentration S2 = 12,4g/L

Le tampon borate 0.2 M, est obtenu en ajoutant S2 a S1 jusqu’a obtention du

pH 9.0, le volume est ensuite complété a 1L.
B: Solution de substrat (250uM)

D'abord I'acide linoléique (substrat) a été pré oxydé afin de favoriser l'activité de
I'enzyme, ainsi il été laissé a l'air libre pendant toute une nuit a la température
du laboratoire, il a en suite été conservé au congélateur. 10 uL d'acide

linoléique, 30 uL d'éthanol et 120 mL de tampon borate ont été mélangés pour
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obtenir 250uM d’acide linoléique. La solution est utilisée dans un intervalle de
24 h.

C: Solution d'Enzyme

La solution d'enzyme est obtenue par préparation de la lipoxygénase (EC
1.13.11.12) de type I-B (extraite du soja) (200 U/mL) dans du Tampon borate.

D: Inhibiteurs

Les inhibiteurs sont les solutions d'extraits dissout dans le tampon borate
contenant 1% de DMSO a différentes concentrations (0.25;0.50;1; 1.5; 2 et
2,5mg/ml). Les concentrations finales de dans le milieu réactionnel sont les

1/10 de ces concentrations.

b. Principe
Le test d'inhibition de la lipooxygénase a été réalisé selon la méthode
spectrophotométrique décrite par LYCKANDER & MALTERUD en 1992 [83].

La lipooxygénase est une enzyme capable d'oxyder [I'acide linoléique en
hydropéroxydiénes conjugués qui absorbe a 234 nm. En présence d'un
composé inhibiteur, il y a une diminution de la vitesse d'apparition
d’hydropéroxydiénes conjugués. La comparaison de la vitesse (Vx) en présence
d’'un composé avec la vitesse initiale (Vi) de I'enzyme permet d'évaluer l'effet

inhibiteur du composé.

c. Mode opératoire
A 400uL d’une solution de lipooxygénase type I-B dans du tampon borate de
sodium (pH9), ont été ajoutés 100uL de la solution contenant l'extrait a tester
(concentrations variant de 0.125mg/mL a 2.5mg/mL dans du tampon borate
pH9). Le mélange réactionnel a été incubé pendant 10 minutes a la

température de 25°C.

L’addition de SO0 puL d'une solution d’acide linoléique (utilis€é comme substrat)
initiait la réaction. Lire la vitesse enzymatique & 234 nm pendant 1 h 30 min

contre un blanc (400uL de tampon + 100uL d’extrait + S00uL d’acide linoléique)

Toutes les conditions expérimentales ont été répétées trois fois. Le pourcentage

d’'inhibition a été calculé selon la formule suivante :

INHIBITION (%) = [(V;- V,) 7 V] x100
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V; : activité de I'enzyme sans le composé a testé ; V, : activité de I'enzyme en

présence du composé a tester.

Les valeurs des concentrations inhibitrices 50% (ICso) ont été déterminées a
partir des courbes doses / effets obtenues a l'aide du logiciel PRISM version
5.0.

11.3.5. Expression et analyse des données

Les données ont été présentées sous forme de moyenne + sem. Le test t-
student a permis de comparer les moyennes. Toute différence a été considérée

comme significative au seuil a égal a 5%.
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I1l. RESULTATS DE L’ETUDE

I11.1. Les teneurs en humidité relative (THR)
Les taux moyens d’humidité relative des poudres déterminés en trois essais ont

été consignés dans le tableau VI.

Les teneurs étaient différentes selon les parties de la plante. La poudre de

racines présentait la plus faible teneur moyenne.

Tableau VI : les taux moyens d’humidité relative des poudres des drogues
végétales (n=3)

Poudres de drogues végétales

Ecorces de tronc Racines Feuilles

Taux d’humidité résiduel (%) 5.54 £ 0.05 3.09+£0.23 5.14 £ 0.02

111.2. Les rendements d’extractions
L'épuisement successif par percolation des drogues a permis d’obtenir des

masses d'extraits dont les rapports sur les prises d'essais sont présentés dans

le tableau VII.

Tableau VII : le rendement des extractions en fonction des solvants et des
drogues.

Solvants d’extraction Rendements d’extraction (%)

Ecorces de tronc Racines Feuilles
Dichlorométhane 4.24 1.16 1.96
Acétate d'éthyle 1.56 0.30 1.25
Méthanol 2.20 2.21 6.50
Eau 9.7 10.16 12.30
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I11.3. La caractérisation des groupements phytochimiques

111.3.1. les réactions colorées en tube
Les résultats positifs des réactions en tube sont présentés dans le tableau VIII.

Globalement, les écorces et les racines étaient plus riches que les feuilles en composés phytochimiques détectables par la méthode employée.

Les saponosides, les composés stéroidiques et triterpéniques, les coumarines et leurs dérivés ont été détectés dans toutes les parties de la

plante. A contrario les flavonoides et les tannins ont été plus retrouvés dans les racines et les écorces de tronc.

Tableau VIII : Les groupes phytochimiques mis en évidence dans les extraits d’E. senegalensis DC selon les parties de la plantes

Solvants d’extraction

Groupes chimiques

Résultats obtenus

Ecorces de tronc

Racines

Feuilles

Dichlorométhane

Stérols & triterpénes
Aglycones flavoniques

Coumarines

+ (rouge brun)
++ (rouge orange)

++ (fluorescence verte)

++ (rouge brun)
++ (rouge orange)

++ (fluorescence verte)

Non décelé
+ (rouge orange)

++ (fluorescence verte)

Acétate d'éthyle Flavonosides ++ (orange) + (orange) Non décelé
Tannins ++ (vert) Non décelé Non décelé
Flavonosides ++ (jaune orange) ++ (jaune orange) Non décelé
Tannins ++ (vert) + (vert) ++ (vert)

Méthanol Saponosides ++ (Hmousse > 1.5cm) ++ (Hmousse > 1.5cm) ++ (Hmousse > 1.5cm)
Dérivés coumariniques ++ (fluorescence verte) | + (fluorescence verte) | ++ (fluorescence verte)
Glucoside ++ (anneau rouge ++ (anneau rouge ++ (anneau rouge brun)
stéroidiques&triterpéniques brun) brun)
Flavonosides + + Non décelé

Eau Tannins Non détecté Non décelé Non décelé
Saponosides ++ ++ ++

+ :abondant ; ++ : trés abondant
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111.3.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)
Les résultats de l'analyse chromatographique sont représentés a travers les

figures 8 et 9 et les tableaux IX et X ci-dessous :

Aglycone flavonique Flavonosides

Ec : extrait de I'écorce de tronc ; R : extrait de racines ; F : extrait de feuiles

. Dérivés coumarinique
Coumarines

Figure 8 : La révélation des tannins, des aglycones flavoniques, des flavonosides,

des coumarines et des dérivés coumariniques
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Tableau

IX: Les références frontales (Rf) et les couleurs des spots apres

révélation des tannins, des coumarines et dérivés, des flavonosides et aglycones

flovoniques

Drogues végétales

Groupes chimiques Ecorces de tronc (Ec) Racines (R) Feuilles (F)
Rf couleur Rf couleur Rf couleur
0.03 Verte 0.11 Verte 0.91 Verte
Tannins 0.36 Verte 0.35 Verte 0.32 Verte
0.88 Bleu-noir 0.88 Bleu-noir
0.17 0.17 0.43
0.27 Fluorescence | 0.27 Fluorescence | 0.59 Fluorescence
Coumarines 0.32 bleu verdatre | 0.32 bleu verdatre bleu verdatre
(A = 366 nm) 0.41 0.47
0.47 0.57
0.67
0.11 0.11
Coumariniques 0.17 Fluorescence | 0.17 Fluorescence Non décelé
(A = 366 nm) 0.27 bleu verdatre | 0.27 bleu verdatre -
0.44
0.013 | Jaune-orange | 0.013 | Jaune-orange | 0.013 | Jaune-orange
0.067 Jaune-orange | 0.069 | Bleue
Flavonosides 0.13 Bleue 0.16 Bleue
(A = 366 nm) 0.24 Jaune-orange | 0.27 Bleue
0.41 Jaune-orange | 0.30 | Jaune-orange
0.53 Jaune-orange | 0.52 Bleue
0.19 Jaune-orange | 0.09 | Bleue 0.33 | Jaune-orange
Aglycone flavonique | 0.27 Jaune-orange | 0.23 Bleue 0.41 | Jaune-orange
0.33 Jaune-orange | 0.33 | Bleue 0.55 | Jaune-orange
0.47 Jaune-orange | 0.4 Bleue
0.48 Jaune-orange | 0.52 Bleue
0.57 Jaune-orange Bleue

La photo 4 et le tableau IX montrent que les tannins catéchiques (spots

verts) sont les plus dominants dans toutes les drogues avec des références

frontales différentes. Les tannins galliques (spots bleu-noir) retrouvés dans

I'’écorce de tronc et les racines ont les mémes références frontales (Rf), 0.88.

La photo 7 et le tableau IX montrent que les coumarines ont été révélées

dans toutes les drogues : cing (5) spots majeurs avec les extraits d’écorce, six (6)
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spots majeurs avec les extraits de racines et deux (2) spots majeurs avec les

extraits de feuilles.

Les extraits de racines et d'écorce présentaient quatre (4) spots majeurs de
mémes Rf (0.11, 0.27, 0.32 et 0.47). Les Rf des spots obtenus avec le dép6t
d'extraits de feuilles différaient des Rf des spots observés avec les autres drogues

végétales.

La photo 8 et le tableau IX montrent que les dérivés coumariniques ont été
révélés par quatre (4) spots majeurs de fluorescence bleu-verdatre sur la ligne de
migration des extraits d'écorce contre trois (3) spots sur celle des extraits de
racines. Les trois (3) spots de racines avaient leurs Rf (0.11, 0.27 et 0.44)

identiques avec trois des quatre spots observés avec les écorces.

Au niveau du trajet des extraits de feuilles nous avons observé des trainées avec
des contours imprécis. Ce qui ne nous a pas permis de déterminer avec certitude

les références frontales.

La photo 5 et le tableau IX montrent que les extraits d'écorces et de feuilles
étaient riches en aglycones flavoniques (couleur jaune-orange) et les extraits de
racines en acide phénoliques (couleur bleue). Un aglycone retrouvé dans les
extraits de feuilles (Rf: 0.33) présentait les mémes Rf qu'avec les extraits

d’écorces.

La photo 6 et le tableau IX montrent que les flavonosides étaient plus
abondants (4 spots de couleur jaune-orange) dans les extraits d’écorces que les
autres extraits. Les extraits de racines contenaient plus les acides phénoliques

(couleur bleue).

Un flavonoside (Rf : 0.013) était présent dans toutes les drogues.
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Stérols& Triterpéne

- — - Saponosides
Glucosides Stéroid&Triterp

Figure 9 : La révélation des glucosides stéroidiques & triterpéniques, des stérols

& triterpénes et des saponosides.

Sur les chromatoplaques 9 et 10, les glucosides stéroidiques et les stérols
ont été détectés par des spots bleus (et rouges-bruns) tandis les triterpénes et les

glucosides triterpéniques apparaissaient sous forme de spots violets

Sur la chromatoplaque 11, les saponosides se sont révélés présents par

I'apparition de spots rouges-bruns ou violets.
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Tableau X : références frontales (Rf) et couleurs des spots aprés révélation des

glucosides stéroidiques & triterpéniques,

saponosides.

des stérols & triterpénes et des

Groupes Drogues végétales
chimiques Ecorces de tronc Racines (R) Feuilles (F)
(Ec)
Rf couleur Rf couleur Rf couleur

Glucosides 0.09 | Bleue 0.11 | Bleue 0.11 | Bleue
stéroidiques et | 0.24 | Bleue 0.23 | Bleue 0.40 | Bleue
triterpéniques 0.29 | Bleue 0.40 | Bleue 0.87 | bleue

0.38 | Violette 0.53 | Violette

0.43 | Bleue 0.88 | bleue

0.84 | Violette

0.2 Rouge brun 0.27 | Rouge brun

0.27 | Rouge brun 0.33 | Rouge brun

0.33 | Rouge brun 0.40 | Violette _ Non décelé
Stérols & 0.40 | Violette 0.47 | Rouge brun
triterpéne 0.59 | Violette 0.60 | Violette

0.65 | Rouge brun 0.65 | Rouge brun

0.89 | Violette 0.88 | violette

0.013 | Violette 0.013 | Violette 0.013 | Violette

0.067 | Rouge brun 0.067 | Rouge brun | 0.067 | Rouge brun
Saponosides 0.16 | Rouge brun 0.16 | Rouge brun | 0.27 | Violette

0.23 | Rouge brun 0.27 | Violette 0.39 | Violette

0.29 | Rouge brun 0.43 | Violette

0.57 | Violette

Le tableau X montre que

les glucosides stéroidiques

(spots bleus)

et

triterpéniques (spots violets) étaient présentés dans toutes les drogues végétales
étudiées. Les extraits de racines et de feuilles présentaient deux (2) spots bleus
identiques (Rf: 0.11 et 0.40).

Tous les spots observés sur le trajet de I'extrait des écorces présentaient des Rf

différentes d'avec celles des autres extraits de la plante.

Les stérols et les triterpénes ont été plus abondamment (7spots) retrouvés dans
les écorces de tronc et les racines que dans les feuilles (trainées sans contour

précis).
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I11.4. L’effet antiradicalaire des extraits

111.4.1. les effets antiradicalaires des extraits de feuilles

L'extrait au dichlorométhane a été le plus actif des extraits de feuilles d’E.

senegalensis DC. (tableau XI)

Les extraits aqueux n’étaient pas solubles dans les conditions de travail et n'ont

alors pas fait I'objet d'évaluation d’effets antiradicalaire.

Tableau

Xl : Effets

feuilles (n=4)

antiradicalaires

doses-dépendants

des extraits

de

Concentrations des extraits

Effets antiradicalaires (% d’inhibition)

(ng/mL) DCM AC. ETH MeOH
1200 9267+ 3,1 89,1+1,54 90,0 0,7
1000 83,46 +5,7 60,4+ 15,53 49,4+ 3,8
300 21,78 £ 1,6 23,8+9,5 79+25
100 9,41+ 24 6,6 +4,9 0,07+7,1

30 1,43 + 0,47 2,4+0,4 2,37+ 5,56
10 052+0,4  -21,7+22,2 9,82 + 3,06
3.0 2,7+2,1 0,23+0,6 18,0+ 1,2
1.0 -52+7,4 0,38+ 0,4 15,8 + 3,4
IC50 (ug/mL) 148,5+6,3 469,3+1,1 306,4 + 1,01
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111.4.2. les effets antiradicalaires des extraits d’écorces
Les différents extraits ont présenté des effets inhibiteurs dose-dépendants sur le

DPPH. Les extraits au dichlorométhane (DCM) ont été les plus actifs (ICso : 57,6 +

0.68). Les moindres effets inhibiteurs du DPPH ont été observés avec les extraits
aqueux de feuilles (ICsp :700.1 +12,3).

Le tableau XII rend compte des effets des extraits d'écorces sur le DPPH.

Tableau XII : Effets antiradicalaires doses-dépendants des extraits d'écorces
de tronc d’E. senegalensis DC (n=4).

Concentrations des extraits

Effets antiradicalaire (% d’inhibition)

(ng/mL) DCM AC. ETH MeOH AQ
1200 97,3 0,86 965+1,6 948135 67,2+38
1000 94,7+1,02 961+149 90,4+0.62 623+6,12
300 66,8+0,71 758+214 59,6+0.59 54,1+12,42
100 473+052 47,4+232 207+2.94 18,6+1,12

30 26,1+ 1,29 21,3+3,5 9,7+1.3 2,5+2,17
10 248+321 20 +0,69 6,2+0.61 0,7+1,2
3.0 21,2+1,27 053+0,01 29+121 -1,1+0,04
1.0 17,07+2,57 -11,2+0,28 -0,11+1.2 -3,9+0,51
IC50 (ug/mL) 57,6 +0,68 114+12,6 263+1,8 700.1+12,3

DCM: dichlorométhane ; AC.ETH: acetate d’éthyle ; MeOH: méthanol ; AQ : aqueux
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111.4.3. les effets antiradicalaires des extraits de racines entiéres
Les différents extraits ont présenté des effets inhibiteurs dose-dépendants sur le

DPPH. Les extraits au dichlorométhane (DCM) et a l'acétate d'éthyle (AC. ETH)

ont été les plus actifs avec respectivement des concentrations inhibitrices 50%
atteignant 51,8 + 0.06 et 72,7 + 0.13.

Aux doses élevées les extraits aqueux devenaient insolubles.

Le tableau XIII rend compte des effets des extraits d'écorces sur le DPPH.

Tableau XIII : Effets antiradicalaires doses-dépendants des extraits de racines

d’E. senegalensis DC (n=4)

Concentrations des extraits

Effets antiradicalaire (% d’inhibition)

(ng/mkL) DCM AC. ETH MeOH AQ
1200 96.2+t0.12  94.2+0.02 95.1+0.95 insoluble
1000 93.8#1.04 91.1+0.79 89.8+0.34 insoluble
300. 88.5+0.18 89.6+0.12 33.2+1.14 61,2+0,17
100 62.0£2.01 59.0+0.07 28.4+1.10 62,3+6,12

30 32.5+0.4 19.2+0.51 6.9+1.02 51,1+252
10 15.8+2.1 13.6+0.23 58+213 9,6+0,89
3.0 9.2+0.05 83+1.2 47047 2,5%2,17
1.0 -09+0.16 81+1.02 42+1.06 0,7+1,2
0.3 -8.7+041 034+005 38+1.08 -1,1%0,04
0.1 -15.1+0.31 -2.46+1.05 3.6+0.25 -3,9%0,51
IC50 (ug/mL) 51.8+0.06 72.7+0.13 321 +4.21 987.1+12,3

DCM: dichlorométhane ; AC.ETH: acetate d’éthyle ; MeOH: méthanol ; AQ : aqueux
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111.4.4. Le récapitulatif des effets antiradicalaires des extraits par
épuisement successif d’E. senegalensis DC.

Le tableau XIV montre que les différents extraits d’E. senegalensis DC. présentent
des effets inhibiteurs du DPPH qui varient significativement d’'un extrait & un

autre et d'une drogue végétale a une autre.

Les extraits au dichlorométhane de racines (ICso: 51.8 + 0.06) et d’'écorces de tige
(ICs0: 57,6 £ 0,68), ainsi que les extraits a I'acétate d'éthyle de racines (ICso: 72.7

+ 0.13) ont présenté les meilleurs effets antiradicalaires.

Tableau XIV : Récapitulatif des effets antiradicalaires des extraits par

épuisement successif d’E. senegalensis DC.

Solvants d’extraction Les concentrations inhibitrices 50% p-valeur
(ICso + SEM)
Ecorces Racines Feuilles
Dichlorométhane 57,6 £ 0,68 51,8 + 0,06 148,5 + 6,3 0,013
Acétate d'éthyle 114+ 12,6 72.7 £0.13 469,33+ 1,1 0,003
Méthanol 263 +1,8 321 +4,21 306,4+1,01 0,04
Eau 700.1 +12,3 987.1 £12,3  indéterminé 0,006
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111.5. L’effet anti-lipooxygénase des extraits
Afin de déceler les extraits qui pourraient présenter des potentiels inhibiteurs

intéressants, nous avions d’abord testé 100 ug/mL de chaque extrait (tableau
XV).

Nous avions ensuite recherché une relation dose-effet pour tout extrait dont le

pourcentage d’inhibition était supérieur a 40% (tableau XV).

Certains extraits ont présenté des effets anti-lipooxygénase doses-dépendants
(tableaux XVII et XVIIl). Par contre, dautres effets sans relation avec

I'augmentation des doses ont été observés avec des extraits (tableau XVI)

111.5.1. Les tests préliminaires a la concentration de 100 pg/mkL de
I’extrait

Tableau XV : les effets inhibiteurs des extraits d’E. senegalensis DC a la
dose de 100ug/mL

Extraits Pourcentage d’inhibition (% d’inhibition)

a 100 pg/mL

FEUILLES

DCM (46.62 + 0.15) %
ACE. ETH (26.97 + 1.1) %
MeOH (25.55 + 4.1) %
Eau (9.09+1.3) %

ECORCES DE TRONC

DCM (69.89 £ 0.3) %
ACE. ETH (67.41+£1.2) %
MeOH (66.40 = 0.5) %
Eau (17.79+0.1) %
RACINES

DCM (73.03 +0.2) %
ACE. ETH (75.29 £ 0.1) %
MeOH (34.78+ 0.1) %
Eau (13.01 £ 3.3) %
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111.5.2. Les extraits a effets anti-lipooxygénase non doses-dépendants
A des doses variées, les extraits ne présentaient pas deffets significativement

différents (tableau XVI). Le meilleur potentiel inhibiteur de la lipooxygénase a été

observé avec I'extrait méthanolique des écorces de tronc (MeOH-Ec).

Tableau XVI : effets non doses-dépendants des extraits d'E. senegalensis DC
(n=4)

Extraits Pourcentage d’inhibition (% d’inhibition)

a 100 pg/mL a 250 pg/mL p-valeur

DCM-F (4411 +£23)%  (42.99 +1.3) % 0,32
MeOH-Ec (64.09+1.3)%  (61.61+3.3) % 0,71
MeOH-R (32.12+1.6)%  (27.98+6.7) % 0,19

DCM-F : extrait dichlorométhanique de feuilles ; MeOH-Ec : extraits méthanoliques des écorces de tronc ;
MeOH-R : extrait méthanolique de racine.

111.5.3. Les extraits a effets anti-lipooxygénase doses-dépendants
a. Les effets inhibiteurs de la 12-lipooxygénase des extraits de racines d’E.

senegalensis DC.
Les extraits au dichlorométhane et & I'acétate d'éthyle des racines d’E. senegalensis DC
ont montré une inhibition dose-dépendante de la 12-lipooxygénase (tableau XV). L'extrait
a l'acétate d'éthyle a été le plus actif (ICso: 74,1742,31).

Tableau XVII : Effets inhibiteurs de la 15-lipooxygénase des extraits de racines d’E.

senegalensis DC (n=4)

Concentrations des extraits Effets anti-lipooxygénase (% d’inhibition)
(ng/mL) DCM AC. ETH

250 63.0 £ 1.03 58.9+0.71

100 46.34 +1.01 446 +£1.41

25 23.0+0.12 6,2+ 1.61

10 12.5+0.48 4,7+2.12

2,5 10.13 £ 1.57 1,16 £ 2.30

1.0 0.10 £ 0.09 0,08 £ 1.60
1C50 220.3+1.30 72,14 + 2.31
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b. Les effets inhibiteurs de la 12-lipooxygénase des extraits d’écorces de
tige d’E. senegalensis DC.
L'extrait a l'acétate d'éthyle, aux doses de 49.54+1.12 a été capable de réduire de

50% l'activité enzymatique de la 12-lipooxygénase (tableau XVIII).

Tableau XVIII : Effets inhibiteurs de la 12-lipooxygénase des extraits d’écorces

de tige d’E. senegalensis DC (n=4)

Concentrations des extraits Effets anti-lipooxygénase (% d’inhibition)
(ng/mL) DCM AC. ETH
250 59+2.3 61+0.21
100 38.5+1.1 54+0.34
25 18.0+0.12 10+£1.47
10 5.9+0.58 7.5+2.20
2.5 3.13+1.01 1.12+0.07
1.0 0.16+0.01 0.02+0.03
1C50 214.6+£3.8 49.54+1.12

111.5.4. Récapitulatif des effets inhibiteurs de la 12-lipooxygénase des
extraits d’E. senegalensis DC.

Tableau XIX : récapitulatif des effets inhibiteurs de la 12-lipooxygénase des

extraits d’E. senegalensis DC

Extraits Effets anti-lipooxygénase (ICs5o+SEM) p-valeur
Ecorces de tronc Racines entiéres

DCM 214.6+£3.8 220.3 £ 1.30 0,056

ACE. ETH 49.54+1.12 72,14 £ 2.31 0,0072
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I11.6. Récapitulatif des effets inhibiteurs du DPPH et de la 12-

lipooxygénase des extraits d’E. senegalensis DC.

Les meilleurs potentiels antiradicalaires et inhibiteurs de la 12-lipooxygénase ont
été observés avec les extraits au dichlorométhane (DCM) et les extraits a 'acétate
d'éthyle (ACE ETH).

Les extraits au DCM ont présenté dexcellents effets antiradicalaires (DPPH)
tandis que les extraits a l'acétate d'éthyle présentaient les meilleurs effets
inhibiteurs de la 12-lipooxygénase du soja.

Nous avons observé que l’extrait a l'acétate d’éthyle d'écorce de tronc qui
présentait le meilleur effet inhibiteur était non antiradicalaire (ICso-LOX : 49,54 +
1,12 versus ICs0-DPPH : 114 + 12,6). Mieux le méme extrait de la racine était
aussi antiradicalaire qu’'inhibiteur de la 12-lipooxygénase de soja (ICso-LOX :
72,14 + 2,31 versus ICso-DPPH : 72.7 + 0.13).

Tableau XX: Le récapitulatif des meilleurs potentiels antiradicalaire et
inhibiteurs de la 12-lipooxygénase

Extraits d’E. Effets inhibiteurs (ICs0xSEM)
senegalensis Ecorces de tronc Racines entiéres

12-LOX DPPH 12-LOX DPPH
DCM 214,6 £ 3,8 57,6 £0,68 220,3+1,30 51.8 + 0.06
ACE. ETH 49,54 + 1,12 114+ 12,6 72,14 + 2,31 72.7 £0.13
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IV. DISCUSSIONS / COMMENTAIRES

Nos résultats mettent en évidence les effets antiradicalaires et inhibiteurs de la
15-lipooxygénase a mettre au compte des composés phytochimiques contenus
dans les extraits de feuilles, d'écorces de tronc et de racines entiéres d’E.

senegalensis DC

IV.1. Les teneurs en humidité relative (THR)
Le calcul des teneurs en humidité relative des poudres (tableau VI) a donné pour

les écorces de tronc 5.54 = 0.05, les feuilles 5.14 + 0.02 et les poudres de
racines 3.09 + 0.23.

La teneur en humidité relative est une donnée de la conservation des poudres de
plante. En effet, I'humidité peut favoriser la détérioration de la qualité
microbiologique de la poudre. L’humidité pourrait également offrir des conditions
aux enzymes d’hydrolyse de poursuivre des réactions avec pour conséquence la
variation des métabolites secondaires (composés phytochimiques) au cours du

temps de conservation.

Un THR de 5% constitue la norme selon la pharmacopée européenne. A cet effet,

nos poudres a I'étude présentaient de bonnes propriétés de conservation.

IV.2. Les rendements d’extractions
L'épuisement successif par percolation des drogues a permis d'obtenir des

masses d'extraits variables selon les solvants utilisés et selon les parties de la

plante (tableau VII).

L'eau, le dichlorométhane et le méthanol ont donné de meilleurs rendements
d'extraction. Cependant les extraits au dichlorométhane, au méthanol et a
I'acétate d'ethyle (plus faible des rendements d’extraction) ont été les plus utiles

au vu des effets obtenus avec ces extraits.

L'épuisement des écorces par le dichlorométhane et le méthanol a donné
respectivement 4,24% et 2,2% comme rendements d’extraction. Nos valeurs
étaient nettement supérieures a celles trouvées par TOGOLA, A (2008) [16] qui
avait utilisé le soxhlet. L’auteur trouvait 1,2% pour le méthanol et 3,9% pour le
dichlorométhane. Par contre pour les extraits méthanoliques de racine, nous
avions trouvé des rendements comparables: 2,21% (notre étude) et 2,31%
(TOGOLA, A. 2008) [16].
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Ces différences pourraient s'expliquer par le fait que I'extraction au soxhlet
donnerait un rendement moindre que la percolation qui nous a servi de méthode

d’extraction dans notre étude.

1V.3. Les caractérisations phytochimiques
Les résultats des analyses obtenus par les réactions de caractérisation (en tube)

et la chromatographie sur couche mince (CCM) des extraits au dichlorométhane,
a l'acétate d'éthyle, au méthanol et a l'eau ont montré que les poudres des
écorces de tige, de racines entiéres et de feuilles d’E. senegalensis DC
contiennent une grande variété de groupes chimiques. Globalement, les écorces
et les racines étaient plus riches que les feuilles en groupes phytochimiques

détectables par la méthode employée.

Les saponosides, les composés stéroidiques et triterpéniques, les coumarines et

leurs dérivés ont été détectés dans toutes les parties de la plante.

A contrario les flavonoides et les tannins ont été plus retrouvés dans les racines

et les écorces de tronc.

Nos résultats sont en accord avec ceux de nombreux auteurs : WANJI J et al.
(1994) [73] et TAYLOR et al (1986) [66] ont isolé de nombreux phényl isoflavones
et de nombreux composés triterpéniques respectivement des extraits
methanoliques et hexaniques d'écorces de tronc. De plus, NACOULMA, O et al.
(1996) [8] a indigué la présence de coumarines, de flavonoides, de saponosides
stéroidiques et de stéroides dans les feuilles, dans les racines et dans les écorces
d’E. senegalensis DC. Enfin, SAIDU. K et al (2000) [17] ont caractérisé les
flavonoides, les tannins et les saponoside dans le macéré aqueux des écorces de

tronc.

Contrairement aux résultats de NACOULMA, O et al (1996) [8] et SAIDU. K et al
(2000) [17] qui ont également mis en évidence des alcaloides respectivement dans
les écorces, les racines, les feuilles et les fleurs (étude de NACOUMA O et al) et
dans le macéré aqueux des écores de tronc et de racines (étude de SAIDU K),
notre étude n'a guére indiqué la présence d'alcaloides dans ces parties de la
plante. Nos observations corroboraient par contre celles de WANJI J et al (1994)

[73] qui a isolé des alcaloides (érysodine) dans les graines d’E. senegalensis DC.

Les différences pourraient s’expliquer d’'une part par le matériel végétal utilisé :
en effet, les écorces de tige, les racines et les feuilles ont constitué notre matériel

d’étude et non les graines comme indiqué dans I'étude de WANJI et al. ou les
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fleurs comme mentionné dans I'étude de NACOULMA et al. D’'autre part, notre
méthode dextraction (épuisement successif avec 4 solvants de polarité

croissante) a probablement contribué a répartir la faible proportion de ces

alcaloides dans les différents solvants si bien que dilués, ils ont été indétectables.

De plus, nos matériels végétaux ne provenaient pas de la méme zone
géographique. En effet la variation dans la composition phytochimique des
extraits pourrait étre une réponse des plantes aux facteurs tels que les
conditions climatiques [84], I'environnement géologique des sites de récoltes [85],
la période de récolte (maturation), I'équipement enzymatique responsable des
voies métaboliques de biosynthése [86] et la régulation de I'expression des génes
[87].

L'examen de la migration chromatographique des extraits a confirmé et
précisé la présence des différents groupes phytochimiques caractérisés par les

réactions colorées.

Les résultats de la CCM indiquaient une prédominance des tannins catéchiques

sur les tanins galliques dans toutes les drogues.

La révélation des coumarines (tableau IX et photo 7) suggérait que les feuilles ne
contenaient pas les mémes types de coumarines (Rf différentes) que les autres
drogues (écorces et racines). Certains types de coumarines étaient communes

aux extraits de racines et d'écorces (Rf identiques).

Les flavonoides étaient plus abondants dans les extraits d’écorces de tronc
que les autres drogues végétales (photo 6 et le tableau 1X). Certains flavonosides
semblaient étre communs aux écorces et aux feuilles (les Rf étant égales). Les
extraits de racines contenaient plus les acides phénoliques et les flavonosides
révélés n'avaient aucune communauté avec ceux retrouvés dans les deux autres

drogues.

Les glycosides triterpéniques et stéroidiques ainsi que les stérols ont été
caractérisés dans toutes les drogues végétales. Les glycosides de I'écorce
semblaient présenter des différences avec ceux retrouvés dans les autres

drogues.

Tous ces résultats suggéraient que notre étude a pu mettre en évidence dans les
extraits des polyphenols (tannins, coumarines et flavonoides), des saponosides,

et des triterpénes et stéroidiques (libre ou combinés).
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IV.4. L’effet antiradicalaire des extraits d’E. senegalensis DC
Les effets antiradicalaires des extraits de feuilles, d’écorces de tronc et de racines

ont été évalués par leur capacité a donner un atome d’hydrogéne au radical de
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH). En effet le DPPH est un radical stable
(oxydant) qui se caractérise par sa capacité a se réduire par captation d’'un atome

d’hydrogene a partir des composés contenus dans les extraits.
Les extraits de feuilles ont montré de faibles effets antiradicalaires sur le DPPH.

Dans la littérature [16, 77, 88], les feuilles sont rarement utilisées comme
matériel végétal. Dans I'étude de TOGOLA, A (2008) [16], une étude
ethnopharmacologique de l'usage traditionnel de la plante, les tradipraticiens
du Mali utilisaient rarement les feuilles seules dans la prise en charge des
maladies. Les feuilles étaient régulierement associées a d'autres parties de la

plante (écorces, racines).

De plus nous avions caractérisé dans les feuilles des saponosides (extrait
aqueux, méthanolique et a l'acétate d'éthyle), des dérivés coumariniques et les
tannins (extraits méthanoliques). Bien que certains composés soient des
polyphénols (tannins et coumariniques), il existerait une grande diversité dans

I'activité antiradicalaire parmi ces composés [89].

Selon NAOULMA, O et al [8], les coumarines seraient anticoagulantes,
antispasmolytiques, antipyrétique ; les saponosides seraient hémolysants et les

tanins hémostatiques, astringents et faiblement piégeurs de radicaux libres.

Les extraits méthanoliques de racines et d'écorces de tronc ont par contre
produit des effets inhibiteurs doses-dépendants sur le DPPH. Ces extraits
d’écorces de tronc et de racine aux doses respectives de 263ug/mL et de
321ug/mL ont piégé 50% des radicaux libres de DPPH. Ces résultats suggéraient
que l'extrait méthanolique décorce de tronc est plus actif que Iextrait
méthanolique de racines. En effet, plus la concentration inhibitrice 50% (ICso)

d’'un extrait est petite, plus I'extrait est actif.

De méme, l'extrait de racines a l'acétate d'éthyle (ICso : (72 £ 0.13) ug/mlL) a été
plus actif que l'extrait d’écorce de tronc a l'acétate d'éthyle (ICso : (114 + 12.6)

ug/mL).

L'examen des ICsp montre que les extraits a l'acétate d'éthyle présentaient un

potentiel antiradicalaire plus puissant que les extraits au méthanol malgré que
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les derniers contenaient beaucoup plus de composés polyphenoliques (tableau
VIII). Ce résultat confirme les données de la littérature selon lesquelles il
n'existerait pas de relation entre [leffet antiradicalaire et la composition
guantitative en polyphénols totaux [90]. L'aptitude a piéger les radicaux libres
ainsi que l'activité antiradicalaire des polyphénols dépendraient de I'arrangement
des groupements fonctionnels par rapport a la structure du noyau. De plus,
selon des auteurs tels que CAO et al (1997) [91] ainsi que SHEKHER PANNALA et
al (2001) [92], le nombre et la configuration des groupes hydroxyl donneurs
d’hydrogene constitueraient les principales influences du potentiel

antiradicalaire des composés polyphénoliques.

Les extraits au dichlorométhane de feuilles, d'écorces et de racines ont montreé
un effet inhibiteur dose-dépendant avec des ICso respectives de 148,5 *
6,3ug/mL, de 57.6 = 0.68 ug/mL et de 51.840.06 ug/mL. Ces résultats
suggéraient que les extraits dichlorométhaniques d'écorce et de racines étaient

ceux qui présentaient les meilleurs potentiels antiradicalaires.

Ces résultats corroborent ceux trouvés par SORO et al (2005) [88]. Cet auteur a
trouvé (par autobiographie au DPPH) un effet antiradicalaire plus marqué avec

les extraits au dichlorométhane de racines et d’écorces de tronc.

Nos meilleurs résultats (72 + 0.13ug/mL, 57.6+0.68 ug/mL et 51.84£0.06 pug/mL)
comparés a l'effet de la quercétine (ICso: 2.25 £ 0.001 pg/mL) pris comme
référence, restaient cependant significativement faibles (p=0,00004). Néanmoins,
nous pourrions dire que nos extraits possedent un potentiel antiradicalaire non
négligéable. En effet, nos extraits étaient des extraits totaux, non purifiés alors

que la quercétine est un composé purifié.

Les extraits qui ont présenté de meilleurs potentiels antiradicalaires étaient les
extraits au dichlorométhane (57.6+0.68 ug/mL et 51.8+0.06 ug/mlL) et a 'acétate
d’éthyle (72 + 0.13ug/mL). Cela pourrait s’expliquer par le faite que ces extraits
contenaient de nombreux polyphénols (flavonoides, coumarines, tannins) dans
l'acétate d'éthyle. Il pourrait également s'agir de leffet de polyphénols
flavonoides liposolubles [8] ou leurs aglycones dans les extraits au

dichlorométhane.

En effet, dans de nombreuses études [8, 34, 93, 94], les auteurs liaient I'effet
antiradicalaire des extraits de plantes aux polyphénols. L'activité antiradicalaire

des polyphénols serait due a leur propriété oxydoréductrice qui jouerait un role
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important dans l'adsorption, la capture, la neutralisation des radicaux libres ou

dans la décomposition des péroxydes [93].

Les especes chimiques oxydatives (radicaux libres) sont des formes hautement
réactives qui sont capables de réagir avec n'importe quelle structure cellulaire
(glucides, protéines et lipides). La présence en exces de ces especes chimiques

dans les cellules de I'organisme définit le stress oxydatif.

Les dommages oxydatifs des lipides (peroxydation lipidique) perturberont le
fonctionnement des membranes, provoqueront des dépodts de lipides oxydés dans
les vaisseaux (formation de plagues d'athéromes) ou dans les tissus agés et
généreront des dérivés carcinogénes.

L'oxydation des protéines déréglera les signaux cellulaires de prolifération ou de
défense, inhibera des enzymes et générera des dépbts responsables d'amyloidose
et de fibrose [95].

Les principales et les plus redoutables cibles des formes oxydatives sont les
acides nucléiques (ARN, ADN). Les attaques radicalaires de I'ADN seront sources
de rupture et de mort cellulaire, mais surtout de mutations carcinogénes [95]. La
rupture du brin conduit a l'activation et & 'augmentation de la glycosylation du
matériel chromosomique avec modification de I'expression du geéne attaqué
(CERUTTI et al) [33]. Lorsqu’il s'agit d'oncogenes, ou d'anti-oncogenes, ou de
genes réparateurs d’ADN ou tout autre gene impliqué dans la cancérogénese, il
apparait un néoplasme.

Ainsi, le stress oxydant sera la principale cause initiale du cancer, de la
cataracte, de la sclérose latérale amyotrophique. Le stress oxydant peut aussi
étre un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles tels
gue le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardio-
vasculaires [95].

De ce qui précéde, nos extraits potentiellement antiradicalaires pourraient étre
interessants dans la prévention ou dans la réduction de leurs pathogénies.

En effet, de nombreuses études ont montré que les composés anti-oxydants
inhibent de nombreux cancers [34-38]. La réduction du risque de cancer de
prostate est associée a la prise réguliére de légumes de couleur jaune trés riches
en caroténoides et de tomates qui sont riches en carotenoides lycopéne [40]. La
consommation des légumes du genre Allium (oignons, ails) riche en composés
anti-oxydants organosulfurés et du sélénium [42] réduirait le risque de cancers

de la prostate et des cancers gastrointestinaux [39, 41].
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Les polyphénols contenus dans le thé vert réduiraient significativement le risque
de survenue des cancers du sein et de I'ovaire chez les sujets asiatiques [43, 44].
Certains flavonoides telles que la quercétine, la curcumine, le resveratrol et des
cathéchines inhibent la carcinogénése sur des modeles cellulaires et animaux
[45, 46].

IV.5. L’effet anti-lipooxygénase des extraits d’E. senegalensis DC
Les extraits au dichlorométhane de racine (220,3 £ 1.30ug/mL) et d’écorces de

tronc (214 * 3,8 ug/mL) ainsi que les extraits a l’acétate d’éthyle des racines
(74,14 = 2,31 pg/mL) et d’écorces de tronc (49,54 = 1,2 ug/mL) d’E. senegalensis
DC ont montré une inhibition dose-dépendante de la 12-lipooxygénase I-B. Par
contre, les extraits méthanoliques de feuilles, de racines et d'écorces de tronc ont

présenté des effets inhibiteurs non dose-dépendants sur la lipoxygénase.

Ces résultats suggerent que nos extraits contiennent des composés capables

d’inhiber et qualitativement et quantitativement la 12-lipooxygénase.

Les extraits a I'acétate d'éthyle ont présenté des potentiels inhibiteurs largement
supérieurs a ceux d'extraits au dichlorométhane. L'extrait a I'acétate d’'éthyle des
écorces de tronc a présenté le meilleur potentiel inhibiteur de la 12-

lipooxygénase I-B avec une ICso de 49,54 = 1,2 ug/mL

TOGOLA, A et al (2009) [96] ont trouvé des tendances inversées aux noétres.
L'auteur a trouvé la majorité des effets anti-lipooxygénase dans [lextrait
dichlorométhanique de racines (14 += 1 ug/mL) qui d’ailleurs étaient meilleurs
que les nétres (74,14 £ 2,31 ug/mL et 49,54 = 1,2 pug/mL). Les effets de nos
extraits restent également faibles par rapports a ceux trouvés par le méme

auteur avec un composé purifié, la quercétine (ICso: 30 £ 2 uM).

Néanmoins, nos extraits a l'acétate d'éthyle présentaient de trés bons effets anti-

lipooxygénase bien que toujours a I'état d’extraits totaux.

Les caractérisations phytochimiques (réaction colorée et CCM) des extraits a
I'acétate d'éthyle ont signalé la présence en abondance de flavonosides et de
tannins dans les écorces de tronc et la présence peu abondante de flavonoside
dans les racines. Ainsi, il serait possible que la présence (dans les écorces) de
flavonosides et de tannins de facon contributive soit responsable de la forte

activité inhibitrice de la lipooxygénase (synergie d’'action).
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Ces résultats sont en accord avec les données d'autres auteurs qui ont mis en
évidence les effets inhibiteurs des polyphénols (tannins, flavonoides) sur la
lipooxygénase. En effet, SCHEWE et al (2001) [97] ont rapporté que les
procyanidines et la (-) épicatéchine (isolées des noix de cacao) induisent une
inhibition dose-dépendante de la 15-lipooxygénase-1 de lapin. SHUBERT et al
(1999) [98] ont montré que les flavonoides extraits des huiles de racines de

Punica granatum inhibent a 81% la lipooxygénase de soja.

Les lipooxygénases sont une famille d’enzymes retrouvées dans de nombreux
tissus végétaux et animaux. Elles possedent un domaine a fer non-héminique
qui leur sert de site catalytique des réactions stéréo et régiospécifiques de
dioxygénation des acides gras polyinsaturés qui possédent un motif 1,4-
pentadiéne [64]. Dans notre étude, nous avons utilisé comme modele, la 12-
lipooxygénase de soja (12-lipooxygénase 1-B) dont la séquence d'acides aminés
présenterait une similitude de 25% avec celui de la 15-lipooxygénase-1[99]
impliquée dans la croissance des cellules de cancer de prostate et des cellules de

cancer colorectal [3].

En effet, KELAVKAR, U et al. (2001) [3] ont démontré que la 15-lipooxygénase-1
était surexprimée dans les cellules cancéreuses colorectales et de la prostate.
KIMITA H et al (1999) [100] ainsi que NIE et al (2001) [15] ont montré que
I'inhibition de la 15-lipooxygenase induit la mort de ces cellules cancéreuses par

apoptose.

De plus, des inhibiteurs de la 15-lipooxygénase ont été proposés dans le
traitement de certains cancers (brevet US2005070588) [96].

Ainsi, nous fournissons la des données intéressantes pour la recherche de
principes chimiques inhibiteurs des cellules de cancers de la prostate et des

cellules de cancers colorectaux.

IV.6. Les effets antiradicalaires et anti-lipooxygénase des
extraits d’E. senegalensis DC

L’extrait a I'acétate d’éthyle d’écorce de tronc qui présentait le meilleur

effet inhibiteur était non antiradicalaire (ICs0-LOX : 49,54 + 1,12 versus ICso-
DPPH : 114 + 12,6).
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Ces résultats suggérent qu’il pourrait ne pas exister une relation entre I'action
antiradicalaire et I'action inhibitrice de la lipooxygénase. Ces mémes
observations ont été retrouvées dans les études de WANGENSTEEN et al
(2004) [101], de GUNDERSEN LL et al (2003) [102], BRATHE A et al (2002)
[103] qui ont indiqué qu’il N’y a pas de corrélation entre les deux activités.
NOGUCHI N et al (2002) [104] ont montré que ce manque de corrélation
pourrait suggérer que les composés inhibiteurs de la lipooxygénase agiraient

en se fixant directement sur I'enzyme.

L’extrait a l'acétate d’éthyle de la racine était aussi antiradicalaire
gu'inhibiteur de la 12-lipooxygénase de soja (ICso-LOX : 72,14 + 2,31 versus
ICs0-DPPH : 72.7 + 0.13). Ces résultats suggérent que l'inhibition de la
lipooxygénase aurait nécessité une donation d’atome d’hydrogéne. En effet, au
cours de la réaction de peroxydation par la lipooxygénase, l'acide gras
polyinsaturé doit perdre un atome d’hydrogéne puis se réarranger avant de
fixer le radical dioxygene [105]. La donation de proton consisterait a
compenser cette perte dhydrogene et de bloquer alors [I'étape de
dioxygénation.

Toutefois ces deux résultats suggerent que les extraits a l'acétate d'éthyle de
racines et d'écorces de tronc contiennent des composés phytochimiques
différents. Cela a été mis en évidence dans les caractérisations chimiques qui
signalaient la présence de flavonosides dans I'écorce de tronc et des acides

phénoliques dans les racines.
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Conclusion

Notre étude portait sur E. senegalensis DC (Fabaceae) une plante médicinale
du Burkina Faso. Les feuilles, les racines et les écorces de tronc de la plante
concentraient de nombreux groupes phytochimiques : les flavonoides, les tanins, les
coumarines, les saponosides et les stérols et triterpénes.
Nous avons pu mettre en évidence les effets antiradicalaires et les effets anti-
lipooxygénase des extraits au dichlorométhane, a l'acétate d'éthyle, au méthanol et
les extraits aqueux.
Globalement, les extraits de feuilles étaient moins actifs que les extraits des autres
parties de plantes. Les extraits au dichlorométhane et I'acétate d'éthyle ont présenté
les meilleurs potentiels antiradicalaires et inhibiteurs de la 12-lipooxygénases.
Les extraits au dichlorométhane ont présenté de puissants effets antiradicalaires
sur le DPPH mais sont restés faiblement inhibiteurs de la 12-lipooxygénase. Les
extraits a l'acétate d'éthyle possédaient les types d'effets avec une prédominance
de l'effet inhibiteur de la 12-lipooxygénase de soja.
La lipooxygénase est une enzyme oxydative dont la surexpression dans les cancers
de la prostate et dans les cancers colorectaux est un facteur de pathogénie. Cette
enzyme constitue donc une cible pharmacologique efficace dont l'inhibition se
présente comme une bonne stratégie anticancéreuse.
Ainsi, les effets inhibiteurs sur I'enzyme et antiradicalaires de nos extraits totaux
suggerent que nous fournissons par cette étude des données intéressantes dans la

recherche des principes chimiques anticancéreux.
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Perspectives de I’étude

Cette étude, au regard des résultats mérite d'étre poursuivie. Nous avons en

perspectives de :

v

v

Fractionner les extraits les plus actifs puis les tester a nouveau

Rechercher des effets antiprolifératifs des extraits sur des lignées de cellules
cancéreuses de types : PC-3 (cancer de la prostate), LoVo (cancer colorectal) et
A549 (cancer des poumons non a petites cellules)

Identifier et isoler le ou les principe chimique a l'origine d’effet antiprolifératif
Elucider le mécanisme daction moléculaire anticancéreuse du ou des
principes chimiques actifs

Effectuer des pharmacomodulations afin de déterminer les pharmacophores
et les éventuels supports de toxicité

Déterminer les toxicités des principes chimiques d'intérét

Rechercher in vivo les effets anticancéreux des principes chimiques

intéressants
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ANNEXES

I. PREPARATION DE QUELQUES REACTIFS DE CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE
1. Chlorure ferrique 2% (m/v)
2mg de chlorure ferrique sont dissous dans 100 mL d’eau distillée.

2. Réactif de Dragendorff
Une solution (solution 1) comportant 1,7 g de nitrate de bismuth, 20 g d’acide tartrique et 80 mL
d'eau distillée est réalisée. Puis, 16 g d'iodure de potassium dissous dans 40mL d'eau distillée
constitue la solution 2. Un mélange a volume égaux des solutions 1 et 2 est réalisé. La préparation

finale est conservée au réfrigérateur entre 2 et 8°C.

3. Réactif de Meyer
13,55 g de chlorure de mercure Il et 49,8 g d'iodure de potassium sont dissous dans 20 mL d’eau

distillée. Le volume du mélange est porté a 1L avec de I'eau distillée.

4. Réactif de Shibatat
Acide chlorhydrique + Quelques (2-3) grains de tournure de magnesium.

5. Anisaldéhyde sulfurique
Mélanger dans 85mL d’éthanol absolu 0,5mL d’anisaldéhyde et 5mL d’acide sulfurique concentré.

1I. EVALUATION DE L'EFFET ANTIRADICALAIRE DES EXTRAITS D’E. senegalensis DC
1. Mode opératoire du test antiradicalaire au DPPH.
L'effet antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode spectrophotométrique développée
par KIM et al. (2003).

Tableau : Préparation des cuves pour la lecture de I’absorbance

Contenu des cuves Cuve du Blanc Cuve du controdle Cuve du test
Solution DPPH (uL) - 950 950
Extrait (uL) 50 - 50
Méthanol (uL) 950 - -
DMSO (uL) - 50 -
Total volume (uL) 1000 1000 1000

La lecture de la DO des cuves se fait au spectrophotométre a 520nn. Les doses testées seront
calculées en tenant compte du facteur de dilution égal a 1/20

%INHIBITION = [(Doctrl - Doextrait) / DOcm] x 100
Les ICso sont déterminées graphiquement par le logiciel PRISM version 5.0
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2. Courbes doses-effets antiradicalaires de quelques extraits d’E. senegalensis DC.
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Figure 1 : effets antiradicalaires doses-dépendants des extraits d’E. senegalensis DC

111. EVALUATION DE L'EFFET ANTILIPOOXYGENASE DES EXTRAITS D’E. senegalensis DC
1. Mode opératoire du test d’inhibition de la 12-Lipoxygénase.
L'activité inhibitrice des extraits sur la lipoxygénase a été déterminée par la méthode
spectrophotométrique développée par MALTERUD et al. (1992).

Tableau : Préparation des cuves pour la mesure de la cinétique enzymatique de la 12-
lipooxygénase

Mélange dans la Controle Inhibition
cuve
(activité de I'enzyme sans inhibiteur) (activité de I'enzyme + l'inhibiteur)
Blanc (ul) Test (ul) Blanc (ul) Test (ul)
Tampon borate 400 400
Tampon-DMSO 100 100
(10%)
Enzyme 400 400
Extrait 100 100
Incuber pendant 2 minutes a température ambiante
Substrat 500 500 500 500

Lecture de la cinétique a 234 nm pendant 2 minutes

Le pourcentage de I'inhibition a été calculé suivant la formule:
%INHIBITION = 100 X [(Vctrt — Vextrait)/ Vetrl]

Ou Vi est l'activité de I'enzyme sans inhibiteur (extrait) et Vexwait I'activité de 'enzyme en présence
de I'échantillon.

Les ICso sont déterminées graphiquement par le logiciel PRISM version 5.0
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