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SIGLES, ACRONYMES ET ABREVIATIONS

AAS : Acide acétylsalicylique

ABTS : Acide 2 ,2-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-Sulfonique)
ACTH : Adreno Cortico Trophic Hormone

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AINS : Anti-Inflammatoire Non Stéroidien

AIS : Anti-Inflammatoire Stéroidien

ARN,, : Acide Ribo-Nucléique Messager

Béta : Bétamethasone

CHU : Centre Hospitalier et Universitaire

COX : Cyclo-Oxygenase

DC : Dichrostachys cinerea

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité Optique

EDTA : Acide éthyléne Diamine Tétra - Acétique
ERO : Espéce Réactive de I’Oxygéne

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power

GSH : Glutathion

g : gramme

HCl  : Acide Chlorhydrique

HHSR : Hypothalamo Hypophyso Surrénalien

Theése de diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie - ADEPO APIE ANNICK Page XXVIII



Evaluation des activités anti-inflammatoire et anti-oxydante de I'extrait hydro-éthanolique de 2016-2017
I’écorce de racines de Dichrostachys cinerea L. Wight et Arn. (Fabaceae)

IL : Interleukine

J : Jour

Keto : Kétoproféne

Kg :kilogramme

LT : Leucotriene

mg : Milligramme

ml : Millilitre

mm  : Millimétre

mM  : Milli mole

mg/kg : Milligramme par kilogramme
min  : Minute

NS : Non significatif

nm : Nanometre

OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Economiques
pc : Poids corporel

PG : Prostaglandine

pH : Potentiel Hydrogéne

ul : Microlitre

umol : Micromole

TPTZ :2,2,6-Tri(2-Pyridyl)-S-Triazine
X : Thromboxane

AV : Volume
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VIH : Virus de 'Immunodéficience Humaine
WHO : World Health Organization

: Degré

% : Pourcentage
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INTRODUCTION
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Les plantes médicinales ont gagné au fil des années un intérét de plus en plus
croissant pour le traitement de certaines pathologies humaines du fait de leur
accessibilité géographique aisée et des colts de traitement amoindris (Salhi et

al, 2010).

En Afrique particulierement, plus de 80% de la population font essentiellement
recours a la médecine traditionnelle pour leur besoin de santé primaire en raison
de leurs moyens économiques limités (WHO, 2002). Par ailleurs, les plantes
constituent le lot le plus important de ’arsenal thérapeutique de la médecine

traditionnelle africaine (Adjanohoun et al, 1986).

En Cote d’Ivoire, pour valoriser la pharmacopée africaine et permettre une
collaboration étroite entre les acteurs de la médecine traditionnelle et ceux de la
médecine conventionnelle, le Ministere en charge de la santé, en 2001, a intégré
dans son plan national de développement sanitaire le Programme National de

Promotion de la Médecine Traditionnelle.

La valorisation de la pharmacopée africaine commence par le recensement des
plantes médicinales. En Cote d’Ivoire, nombre d’entre elles, déja utilisées
traditionnellement, ont été répertoriées (Adjanohoun et Aké-Assi 1979). Parmi
ces plantes médicinales, figure Dichrostachys cinerea (L.) Wight et Arn
(Fabaceae) pour laquelle les récents travaux réalisés par Irié-Nguessan et al
(2011), ont clairement établi 1’effet relaxant d’un extrait brut hydro-éthanolique
de I’écorce de racines sur la trachée isolée de souris, justifiant probablement
I’usage traditionnel de cette drogue végétale pour traiter 1’asthme. En effet,
I’asthme est une affection respiratoire dont la physiopathologie est
principalement caractérisée par le bronchospasme et I’inflammation chronique
des voies aériennes. Ainsi, le bronchospasme pourrait étre levé par 1’écorce de

racine de D. cinerea.
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Outre les aspects liés aux bronchospasme, nous nous sommes interrogés sur la
probabilité d’implication de D. cinerea dans la prise en charge du volet
inflammatoire de 1’asthme en relation avec une hyperactivité bronchique
pouvant étre induite par des agents oxydants du fait d’un état de stress oxydatif.

(Zemmouri et al, 2015).

Tres peu d’études expérimentales ont rapporté les propriétés anti-inflammatoires

de I’écorce de racines de D. cinerea.

Notre étude se propose alors d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires d’une
part et anti-oxydantes d’autre part d’un extrait brut hydro-éthanolique de
I’€corce de racines de D. cinerea, sachant que les especes réactives de 1’oxygene
interviennent dans les processus inflammatoires de 1’asthme. En plus de cette
¢valuation d’activité¢ pharmacologique, nous nous proposons d’¢tudier la toxicité
subchronique de cet extrait végétal dans le but, non seulement de prévoir son
usage en tant qu’agent anti-inflammatoire et anti-oxydant, mais d’assurer sa

sécurité d’emploi chronique.

La rédaction de ce travail s’articule autour du plan suivant : dans une premicre
partie, nous aborderons les généralités sur I’inflammation, le stress oxydatif et la
plante a 1’¢tude. La deuxieéme partie consacrée a 1’é¢tude expérimentale, décrira
les objectifs, le cadre et le type d’étude, puis le matériel et les méthodes utilisés.
Nous y présenterons ensuite les résultats obtenus ainsi que la discussion qui en

découle, et avant de formuler les perspectives d’étude, nous allons conclure.
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PREMIERE PARTIE :
GENERALITES
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I. INFLAMMATION

I.1 Définition
L’inflammation est une réaction de défense de certains étres vivants

consécutive a une lésion tissulaire ou une agression cellulaire excessive ayant

plusieurs origines (Schorderet, 1992) :

- mécanique ou physique (radiations, é€lectricité, froid, chaleur, piqure,
coupure, contusion);

- chimique (acides, bases, substances minérales diverses);

- biologique ou immunologique (virus, bactéries, parasites, champignons

et les antigenes.

1.2 Réactions inflammatoires

La réaction inflammatoire est une des réponses normales de I’organisme a des
agressions d’origine immunitaire ou non. C’est aussi une réaction du tissu
conjonctif et des vaisseaux (Touitou, 1997). Le déclenchement et le
déroulement de I'inflammation sont gouvernés par des réflexes nerveux et

surtout par des médiateurs chimiques endogenes (Grufeed, 1994).
Les réactions inflammatoires se déroulent en trois (3) phases :

- la phase précoce ou phase vasculaire (figure 1) qui aboutit a la
dilatation et la perméabilit¢ des vaisseaux responsable de quatre
phénomenes (la tétrade) : cedéme, douleur, rougeur, chaleur;

- la phase secondaire ou phase cellulaire (figure2) qui est marquée
par un afflux de polynucléaires (notamment neutrophiles) et de
macrophages tissulaires aboutissant a la formation d’un granulome ;

- la phase terminale ou phase de régénérescence qui abouti a la

cicatrisation.
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Figure 2 : migration trans-endothéliale des leucocytes (Weill ez al, 2003)
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Figure 3 : processus général des différentes étapes de la réaction
inflammatoire (Andonirina, 2013)

Ainsi, en réponse a une perturbation physique ou chimique, il se produit une
activation de la phospholipase A2 qui hydrolyse les liaisons esters des
phospholipides membranaires avec production de 1’acide arachidonique. Ce
dernier, a son tour, est métabolis¢ selon deux voies possibles : la voie de la
lipoxygénase qui le transforme en leucotrienes (LTC4, D4-E4, LTB4) et la voie
de la cyclo-oxygénase qui le transforme principalement en prostaglandines
(PGD2, PGEI1, PGFla), prostacyclines (PGI2) et thromboxanes A, (TX A,)
(figured).
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Phospholipides

l Phospholipase A2
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LTC4-D4-E4 LTB4

Figure 4 : mécanisme de la réaction inflammatoire

Ces médiateurs jouent différents rédles :

- les leucotrienes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une
chimio-attractivité sur les polynucléaires;

- les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent
I’cedéme et P’afflux leucocytaire. En outre, elles dépriment certains
mécanismes immunitaires et potentialisent les effets algogénes de la
bradykinine;

- les thromboxanes stimulent les mécanismes de [’agrégation
plaquettaire.

1.3 Meédicaments de Pinflammation

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capables d’atténuer ou de supprimer
le processus inflammatoire. On en distingue deux grands groupes les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoires stéroidiens

(AIS), dont les cibles pharmacodynamiques sont différents (Figure 5)
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Figure S : sites d’action des médicaments de I’inflammation

1.4 Médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens constituent une classe thérapeutique de
médicaments couramment utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés
anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques. Actuellement, plus de 50

différents AINS sont sur le marché mondial (Blain et al, 2000).

1.4.1 Meécanisme d’action

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en
1971, et repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non,
de la cyclo-oxygénase (COX), une enzyme qui permet la production de
prostaglandines, a partir de D’acide arachidonique. La production de
prostaglandines participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la
perméabilité capillaire), a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) mais
contribue ¢également, en dehors de toutes situations pathologiques, a la

production basale au niveau de la muqueuse gastrique, de mucus et de
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bicarbonates intervenant dans le maintien de 1’hémodynamique rénale et

I’homéostasie tissulaire (Nicolas ez al, 2001).

Cette caractéristique commune a tous les AINS d’inhiber la COX conduit & une

réduction d’importants médiateurs de I’inflammation notamment les

prostaglandines (PGE2, PGI2) (Figure 6).
La cyclo-oxygénase comporte deux (2) iso-enzymes :

- cyclo-oxygénase 1 (COX-1) : constitutive
- cyclo-oxygénase 2 (COX-2) : inductible

Certains AINS inhibent les deux (2) COX, ils sont dits classiques ou non
sélectifs. D’autres inhibent sélectivement la COX-2, ils sont dits sélectifs, ce

sont les coxibs.

Phospholipides membranaires

o

Hydroperoxydes - Acide arachidonique —————-.

l Réactions catalysées
par les cyclooxygénases
Leucotriénes PGG2 '

PGH2 — AINS
Prostaglandines Prostacycline PGI2 Thromboxane A2

PGD2, PGEL, PGFla

Figure 6 : Mécanisme d’actions des AINS (Nicolas et al, 2001)
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1.4.2 Classification

Tableau I : classification des AINS

DCI
FAMILLES CHIMIQUES
Acide acétylsalicylique
Salicylés Acétylsalicylate de
lysine
Carbosalate
Diflunisal
Ibuproféne
90]
g Fenoproféne
=4 Propioniques Naproxéne
A Kétoproféne
5 Acide tiaprofénique
&) Alminiféne
CL Acide niflumique
= Fenamates Acide méfénamique
h . r
Q Arylacetates Diclofénac
E Indométacine
ylz Indoliques Sulindac
Z Etodolac
% Piroxicam
Oxicams Tenoxicam
Meloxicam
Pyrazoles Phénylbutazone
Sulfonanilides Nimésulide
SELECTIFS = COXIBS inhibiteurs sélectifs ~Celecoxib
de la cox-2
OH ‘0" CH,

O

O O o

Acide acétyl salicylique

Kétoproféne
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1.4.3 Effets secondaires des AINS

Les effets secondaires des AINS dérivent soit de I'inhibition de la synthese des
Prostaglandines, soit de la déviation du métabolisme de l'acide arachidonique
vers une voie autre que celle de la cyclo-oxygénase, notamment la voie de la

lipo-oxygénase.

v" inhibition de la synthése des prostaglandines
Les conséquences sont plus ou moins importantes selon le réle joué par ces

molécules dans les tissus considéres.

- effets gastroduodénaux
Les prostaglandines de la muqueuse gastrique augmentent la production de
mucus, la perfusion sanguine gastrique, et diminuent la production de radicaux
libres (Johannson et al, 1980). La conséquence de l'utilisation a long terme
d'AINS est I'apparition de troubles gastro-intestinaux pouvant aller de la simple
dyspepsie a la survenue d'ulcére ou d'érosions gastriques (Bjarnason et al

1993).

- effets sur I'hémostase
L'inhibition de la synthése des prostaglandines agit, par l'intermédiaire de la
thromboxane A,, sur l'agrégation plaquettaire en la diminuant. Les AINS ont

donc pour effet d'augmenter le temps de saignement (Strom et al 1996).

- effets sur le rein
Complications réno-vasculaires : cedémes par rétention hydro sodée, oligurie par

insuffisance rénale aigiie.
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v’ effets secondaires liés a la déviation du métabolisme de 1'acide

arachidonique

La voie de la cyclooxygénase étant bloquée, le métabolisme de I'acide
arachidonique est dévié¢ vers la voie de la lipo-oxygénase, et donc vers la
syntheése de leucotrienes. Ce phénomene est a l'origine de manifestations
allergiques qui peuvent étre importantes (crise d’asthme ou syndrome de Widal)

(Kantor et al, 1988)

.5 Médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de

médicaments dérivés du cortisol (glucocorticoide surrénalien).

Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la
production est stimulée par 1’hormone corticotrope (ACTH : Adreno Cortico
Trophic Hormone) libérée, selon un cycle nycthéméral, par le lobe antérieur de
I’hypophyse. Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs

récepteurs situés dans le cytoplasme de la cellule.

I.5.1 Meécanisme d’action

Le complexe récepteur-ligand formé, pénétre dans le noyau cellulaire ou il se
fixe a de nombreux €léments de réponse aux glucocorticoides dans la région du
promoteur des genes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN,
interagit avec les facteurs de transcription basiques, provoquant une
augmentation de l'expression génique de genes-cibles spécifiques. Ce processus
est appelé transactivation et conditionne la plupart des effets secondaires

métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides (Figure 7).
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La transcription de ’ADN en ARN,,, permet la synthése de protéines spécifique
dont la lipocortine qui a une action inhibitrice sur la phospholipase A,
membranaire, bloque la formation d’acide arachidonique.

Le mécanisme opposé est appelé transrépression, ou le récepteur hormonal
activé interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la

transcription des génes-cibles.

Les glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les geénes
immuns, incluant celui codant interleukine 2 (IL-2) (Barnes, 1998). Les
glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus" et ceux "non
voulus" régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement,
les efforts de recherche visent a découvrir des glucocorticoides qui agissent

sélectivement sans réprimer le systéme immunitaire (Henzen, 2003).

Dimere steroide-
récepteur (active)

vy ADN

w 3

GRE

Protémne

\ Elemeants de

AARANM -—— Pro- transcription
(Coupure) ARNM (ARN-poly-

meérase, etc.)
C ytoplasmekNoyau //

Figure 7a : mécanisme d’action des glucocorticoides

S: substrat (glucocorticoide) — traversée membrane plasmique
R: récepteur
CBG : cortisol binding globulin (transcortine)
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Glucocorticoides ——» Protéine = lipocortine

* Phospholipase A,

Acide arachidonique

Y

Leucotriénes Prostanoides
\ /’
Inflammation

Figure 7b : mécanisme d’action des glucocorticoides (suite)

1.5.2 Classification

Le Tableau II, résume la plupart des glucocorticoides ainsi que leurs principaux

effets secondaires
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Tableau II : principales molécules des AIS et leurs effets secondaires
(Henzen, 2003)

Glucocorticoides

Temps de demi-vie

Effets secondaires

Cortisol
Cortisone
Prednisone
Prednisolone

Methylprednisolone

Triamcinolone

Bétaméthasone

Dexaméthasone

Courte

Moyenne

Longue

Complications aigues

- décompensation d’un diabéte
sucré préexistant

- hypertension artérielle (rétention
hydro sodée)

- euphorie, insomnie
- suppression de ’axe HHSR
- aménorrhée

-acné

Complications chroniques
- ostéoporose

- suppression de I’axe HHSR
- prise pondérale

- glaucome

- immunosuppression

Bétamethasone
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1.6 Anti-inflammatoires d’origine végétale

On retrouve de nombreuses plantes anti-inflammatoires recensées par les
pharmacopées traditionnelles africaines. La plupart d’entre elles contiennent des
composés phytochimiques qui agissent en bloquant les voies de la cyclo-

oxygénase et de la lipoxygénase.

Le tableau III regroupe quelques exemples de plantes douées de propriétés anti-

inflammatoires

Tableau III : exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-
Inflammatoires (Barnes, 1998).

Nom scientifique Famille Drogue Nom commun Utilisation
arthrose, migraine,
Zingiber officinale Zingiberaceae  Rhizome Gingembre douleurs rhumatismales
CEdéemes, douleurs
Helleborus orientalis Ranunculaceae Racines Lenten-rose rhumatismales
Rhinite allergique,
Urtica dioica Urticaceae Feuilles, Ortie eczéma goutte, douleurs
Racines rhumatismales
Fievre, pharyngite,
Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier douleurs, d’estomac,
officinalis R. hémorroides
Douleurs rhumatismales,
lupus, systémique,
Curcuma longa Zingiberaceae  Rhizome Curcuma psoriasis, infections
rénales
Nerium oleander L. Apocynaceae Fleures Laurier rose Douleurs, maux de téte
Harpagophytum Arthrose, lombalgie,
procumbens Pédaliacées Tubercule Griffe du diable neuvralgie, maux de téte,
fievre
Rhododendron Ericaceae Feuilles Rhododendron (Edemes, états grippaux,
ponticum L. pontique mal de dents
Juglans regia L. Juglandaceae Feuilles, Douleurs rhumatismales,
fruits Noyer commun fievre, eczéma, paludisme
Oenothera biennis Onagraceae Graines Onagre
bisannuelle Douleurs rhumatismales

Ces plantes contiennent quelques métabolites secondaires (flavonoide , polyphénol, sesquiterpénes,

monoterpenes) qui pourraient justifier leur activité anti-inflammatoire ou antioxydante.
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II. STRESS OXYDATIF

II.1 Définition

L’oxygene, ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires, permet de
produire de I’énergie en oxydant la matiere organique. Il produit des especes

réactives qui sont convertis en métabolites toxiques nommés radicaux libres

(Meziti, 2007).

Ces radicaux libres, avec un ou plusieurs électrons non appariés (électron

célibataire) sont d’origines diverses :

» Origine endogene :
- au cours du métabolisme de I’oxygene (réduction de 1’oxygene en

eau) dans les mitochondries;

- lors de la défense antibactérienne;

- pendant la réaction inflammatoire;

- lors de la régulation des fonctions cellulaires 1étales telle que la mort
cellulaire programmeée (1’apoptose) (Pincemail, 2002; Valko et al,

2006).

» origine exogene : les espéces oxygénées réactives proviennent de
différents agents extérieurs :

le rayonnement ultra violet (UV) et les radiations ionisantes;

I’ingestion d’alcool;

- certains médicaments anticancéreux, certains antibiotiques (Favier,
2003);

- Dinfection a VIH (Virus de I’lmmunodéficience Humaine);

- certaines particules inhalées (amiante, silice...)

Dans les conditions physiologiques, les especes réactives de 1’oxygene (ERO)

(especes radicalaires ou radicaux libres et les especes non radicalaires) sont

Thése de diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie - ADEPO APIE ANNICK Page 18



Evaluation des activités anti-inflammatoire et anti-oxydante de I'extrait hydro-éthanolique de 2016-2017
I’écorce de racines de Dichrostachys cinerea L. Wight et Arn. (Fabaceae)

produites en permanence et en faible quantité. Cette production physiologique
est parfaitement maitrisée par des systemes de défense, de sorte que la balance

antioxydants/pro-oxydants est en équilibre.

Dans les conditions pathologiques, que ce soit par déficit en antioxydants ou par
suite d'une surproduction de radicaux, I'exceés de ces radicaux est appelé stress

oxydant ou stress oxydatif (Favier, 2003).

Antioxydants

|
=

Déséquilibre

Figure 8: balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu, 2004)

I1.2 Conséquences du stress oxydatif

Les conséquences du stress oxydatif peuvent s’observer a plusieurs niveaux, car

de nombreux constituants de I’organisme sont la cible des ERO.
Parmi ceux-ci nous pouvons citer : les lipides, les protéines, I’ADN.

Concernant les lipides, I’agression par les radicaux libres des doubles liaisons
lipidiques membranaires, induit des processus de peroxydations en cascade
aboutissant a la désorganisation complete de la membrane, altérant de ce fait ses
fonctions d’échange, de barriére et d’information (Koechlin-Ramonatxo,

2006).
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Au niveau des protéines, les ERO sont capables de réagir avec différents acides

aminés des chaines de protéines, altérant ¢galement leur fonction.

Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la
cystéine et la méthionine. Les ERO sont aussi capables de couper des liaisons
peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit
nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des ERO. Ceux-ci
peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN, mais aussi avec ses
bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales, lorsqu’elles ne sont
pas "réparées", entrainent au long cours des altérations géniques (Koechlin-

Ramonatxo, 2006).

Les conséquences biologiques du stress oxydant sont treés variables selon la dose
et le type cellulaire. De légers stress augmentent la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion. Les stress d’intensit¢é moyenne facilitent
l'apoptose, alors que les plus forts provoquent une nécrose et des stress violents,

qui désorganisent la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates.

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant :
mutation, carcinogenése, malformation de foetus, dépot de protéines anormales,
fibrose,  formation  d'auto-anticorps, dépot de lipides  oxydés,

immunosuppressions (Favier, 2003).

Les conséquences de toutes ces agressions concourent au vieillissement et a
I’apparition de plusieurs maladies, comme le cancer, la cataracte, la sclérose
latérale amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aiglie, 1’cedeéme
pulmonaire, le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les Rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).

Thése de diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie - ADEPO APIE ANNICK Page 20



Evaluation des activités anti-inflammatoire et anti-oxydante de I'extrait hydro-éthanolique de 2016-2017
I’écorce de racines de Dichrostachys cinerea L. Wight et Arn. (Fabaceae)

I1.3 Antioxydants

Un antioxydant est une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne
d’oxydation. Cette définition peut étre élargie, et le terme "antioxydant" englobe
ainsi toutes les substances qui protégent les systémes biologiques contre les
effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une

oxydation excessive (Park et al, 2001).

I1.4 Mécanisme d’action

Les antioxydants peuvent agir en dismutant les ERO, en les piégeant pour
former un composé stable, en séquestrant les métaux de transition libres ou en

génerant du glutathion (GSH).

I1.5 Classification

Les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes selon leur origine et leur

nature :

v’ Les antioxydants naturels
- les antioxydants enzymatiques: la super-oxyde dismutase, la
catalase, la glutathion peroxydase
- les antioxydants non enzymatiques : la vitamine C, la vitamine E, la
beta-carotene, le glutathion, les oligoéléments (cuivre, zinc sélénium,
manganese, et le fer), les poly-phénols, (flavonoides, les acides

phénoliques, les tanins, la coumarine...)

v' Les antioxydants  synthétiques : le  butylhydroxyanysole, e
butylhydroxytoluéne
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DICHROSTACHYS CINEREA (FABACEAE)

Figure 9: Dichrostachys cinerea (L.) Wight et Arn. (Fabaceae) (Source : Centre
National de Floristique d’Abidjan)

III.1 Description de la plante

Précédemment appelée Dichrostachys glomerata Keay, la place de cette espéce
dans la taxonomie est la suivante :

ReGNE 1. . Végétal
Embranchement : ... Spermaphytes
Sous-embranchement : ..................ccccoooiiiiiiiiiiie Angiosperme
Classe @ ..o Dicotylédones
SOUS-ClaSSE ©....ooiiiiiiiiieie e Dialypétales
Ordre : ..o Leguminosea
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Famille ;... Fabaceae
Sous-famille :..................coooil Mimosoideae
Tribu i Mimoseae
Genre @ Dichrostachys
Espece:ooooooviiiiiiiiiiiii cinerea

Quelques noms vernaculaires de la plante, en Cote d’Ivoire, sont notamment :
N’gbagb¢ Moto (Adioukrou) et gboro (Malinke).

C’est un arbuste épineux, dont les feuilles sont bipennées, avec 10 paires de
pennes opposees, une glande entre chaque paire. Les feuilles comportent de
nombreuses folioles linéaires, de taille variable (environ 8 mm de long, et 2,5
mm de large), et légerement pubescentes. Le rachis est pubescent, et on note des
¢pines axillaires. Les inflorescences sont spiciformes a 2 couleurs (jaune et

violette) de fleurs odorantes.

II1.2 Répartition géographique

Il s’agit d’une espéce de savane, formant parfois des fourrés broussailleux, et
répandue du Sénégal au Nigeria. En Cote d’Ivoire, elle est présente dans toutes

les savanes, depuis celles de la zone pré lagunaire jusqu’a celles du nord.

II1.3 Usages traditionnels

En Cote d’Ivoire, les Adjoukrous (peuple du sud) utilisent 1’écorce des racines
triturées avec un peu d’eau et administrées en instillation nasale pour traiter
I’asthme (Adjanohoun et Aké-Assi, 1979).

Les Malinkés (peuples du nord) emploient la décoction des racines pour faire
des bains de bouches dans les cas des caries dentaires. Pour cicatriser les plaies
(en particulier les plaies de la circoncision), les Malinkés calcinent 1’écorce de
tige et les feuilles, pilent le charbon obtenu et ajoutent de I’huile de palme, ce

mélange est utilisé pour des applications locales. Ce peuple soulage les douleurs
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intercostales en buvant et en se lavant avec la décoction de 1’écorce des tiges.

(Adjonohoun et Aké Assi, 1979)

I11.4 Composition chimique

La littérature indique que la plante contient des tanins (Banso et al, 2007), des
composé€s triterpéniques (Jain et al, 2003), le 3-acyl-2,3-trans-3°,4°,7,8-
tétrahydroxyflavane-3-ol, la composante (-) épicatéchine de I1’isomére du
flavanol mesquitol (Jagadeeshwar et al, 2003) ct des dérivés méroterpéniques
(Long et al, 2009). 11 a ¢t¢é montré €galement la présence d’alcaloides et de

saponosides dans 1’écorce de racines (Irié, 2013)

I11.5 Etudes pharmacologiques

Des propriétés antibactériennes (Banso et al, 2007), anti-lithiasiques, et
diurétiques (Jayakumari et al, 2007), ont ¢t€¢ mises en évidence pour cette
plante. Une ¢tude a également montré une activité¢ biphasique (contracturante,
puis relaxante), d’un extrait méthanolique d’écorce de racines de D .cinerea, sur
la trachée isolé¢ de cobaye, dénotant ainsi des propriétés tantdt spasmogenes,
tantot antispasmodiques, de cette drogue végétale (Aworset-Samseny et al,
2011). Irié-N’guessan et al, (2010) ont quant a eux, montré des propriétés

antispasmodiques sur la trachée de souris, favorables a un effet anti-asthmatique.
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DEUXIEME PARTIE :
NOTRE ETUDE
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IV.  OBJECTIFS

L’objectif général était de rechercher les propriétés anti-inflammatoire et anti-
oxydante, ainsi que la toxicit¢ subchronique de 1’écorce de racines de
Dichrostachys cinerea.

Pour atteindre cet objectif général, nous nous sommes fixé les objectifs
spécifiques suivants :

- réaliser un extrait hydro-éthanolique de 1’écorce de racines de D.
cinerea

- mesurer le pouvoir anti-inflammatoire de 1’écorce de racines de D.
cinerea

- ¢évaluer Pactivité antioxydante de 1’écorce de racines de D. cinerea

- déterminer la toxicit¢ subchronique de I’écorce de racines de D.
cinerea

V. CADRE ET TYPE D’ETUDE
V.1 Cadre de I’étude

Notre étude s’est déroulée a Abidjan (Cote d’Ivoire) au sein de plusieurs unités

de recherche, dont :

- 1’Unité de Formation et de Recherche en Sciences Pharmaceutiques
et Biologiques (UFR SPB) de I’Université Félix Houphouét-Boigny
précisément au laboratoire de pharmacologie.

- le laboratoire de phytochimie du centre suisse de recherche
scientifique en Cote d’Ivoire sis a ADIOPODOUME (yopougon)

- le laboratoire d’hématologie et immunologie du Centre Hospitalier et

Universitaire de cocody (CHU).

V.2 Type et durée de I’étude

L’¢étude, de type expérimentale, s’est déroulée sur une période de 4 mois

d’Avril 2017 a Aot 2017.
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VI

MATERIEL ET METHODES

VI.1 Extrait végétal
VI.1.1  Récolte

Les racines de Dichrostachys cinerea ont été récoltées, le 15 avril 2017 dans les
buissons du sud-est de la Cote d’Ivoire, prés de Grand-Bassam. Les plantes ont
¢té identifiées par un taxonomiste au Centre National de Floristique d’Abidjan
(Cote d’Ivoire), en comparaison avec les spécimens des herbiers du Centre
(Dichrotachys cinerea (L.) Wight & Arn Adjanohoun E. et Aké Assi L. 29, foret
du Banco Cote d’Ivoire 20 mars 1972).

Les écorces ont été prélevées des racines, puis lavées a 1’eau distillée, et séchées
sous air conditionné (18°C) sur les paillasses du laboratoire de pharmacologie
de I'UFR SPB de I’Universit¢ Félix Houphouét -Boigny, pendant deux

semaines.

La différence entre les poids frais et sec de 1’écorce de racines rapporté au poids

frais a fourni la perte a la dessiccation.

Les écorces séches obtenues ont ét¢ pulvérisées au laboratoire de galénique
(Broyeuse Retsch type GM 300), pour obtenir une poudre (figure 10) qui a été

conservée dans des bocaux en plastiques.

Figure 10 : écorce de racines pulvérisées de Dichrostachys cinerea
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VI1.1.2  Matériels de laboratoire utilisés

- broyeuse Retsch (type GM300)

- balance de précision (OHAUS model : AX523/E; Max 520 g
d=0,001 g)

- balance de précision (Denver instrument SI -602 ;Max 600 g d=
0,01g)

- filtre a usage unique (Dumas diametre 400 mm)

- agitateur magnétique (Ibx : instrument séries S03)

- barreaux magnétiques

- verrerie

- évaporateur rotatif : Rotavapor (Heidoph RZ 2,5)

VI1.1.3 Meéthode d’extraction

Il s’est agit d’un extrait hydro-éthanolique (50/50), obtenu par extraction douce

mimant les conditions de macération traditionnelle.

v" Solvants

- eau distillée

- ¢éthanol a 96°

v" Protocole d’extraction

Nous avons pesé¢ deux fois 200 g de poudre de la drogue végétale dans deux
erlenmeyers de 2,5 ou 3 litres, puis ajout¢ 2 litres d’un mélange
¢quivolumétrique d’éthanol a 96% et d’eau distillée dans chaque erlenmeyer.
Apres avoir ajouté un barreau aimanté, et couvert I’erlenmeyer avec du papier
aluminium pour éviter la perte de composés photolabiles. Ensuite nous avons
porté la suspension sur un agitateur magnétique a froid pendant 24 heures. Le

filtrat obtenu aprés décantation passive et filtration (coton + papier filtre)
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(figure 11) a été évaporé sous pression réduite, a 45°C (figure 12) pour obtenir
un extrait pulvérulent qui a ét€ conservé dans un récipient en verre recouvert de

papier parafilm (figure 13) et gardé au réfrigérateur entre 7-8°C.

Figure 11 : extrait de Dichrostachys cinerea
apres filtration

Figure 12 : évaporation du solvant d’extraction au rotavapor

Figure 13: extrait pulvérulent de D. cinerea
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Le rapport du poids initial de la poudre d’écorces séchés au poids final de
I’extrait hydro-éthanolique, aprés évaporation constitue le rendement

d’évaporation.

Drogue végétale séchée et pulvérisée 400 g

1- Solvant organique (H2O/ETOH, 4 litres)
2- Agitation magnétique 24H
3- Filtration (coton puis papier filtre)

Marc Filtrat organique

Evaporation rotative a

pression réduite (45°C)

Extrait hydro-éthanolique sec

Figure 14 : schéma synoptique de I’extraction hydro-éthanolique a froid

V1.2 Evaluation de I’activité pharmacologique

V1.2.1 Etude de Pactivité anti-inflammatoire
VI1.2.1.1 Matériel animal

L’¢tude a porté sur des rats de I’espece Rattus norvegicus de souche Wistar dont
le poids était compris entre 150 et 200 grammes. Les animaux ont été mis a jeun

douze heures avant I’expérimentation tout en ayant un libre acces a I’eau.
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-~ 7'\

Figure 15 : rat (Rattus norvegicus)

VI.2.1.2 Réactifs utilisés
- chlorure de sodium (PHARMIVOIRE®)
- méthanal ou Formaldéhyde (SHARLAU®)
- carragénine (SIGMA-ALDRICH®)
- kétoprofene (SIGMA-ALDRICH®)
- bétamethasone (CELESTENE®, MSD)
- acide acétylsalicylique (ASPIRINE®, UPSA)

VI1.2.1.3 Matériel de laboratoire
- cage de contention pour rats ;
- bac d’observation en plexiglas

- micromeétre ¢lectronique

VI1.2.1.4 Préparation de la solution de I’extrait hydro-éthanolique
Le mélange de 2000 mg de poudre séche de I’extrait obtenu apreés extraction
additionnée a 20 ml d’eau distillée, nous a permis d’obtenir 20 ml d’une

solution-mere concentrée a 100 mg/ml.
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La dilution de la solution mére au dixiéme (1/10) par la méthode de la double
dilution en progression géométrique a permis d’obtenir 2 solutions filles a 10 et

1 mg/ml de notre extrait végétal, constituant ainsi la gamme de concentrations.

V1.2.2 Méthodologie

VI1.2.2.1 Test d’irritation de la patte du rat induit par le formaldéhyde

e Principe
Il est bas¢ sur I’;edeme induit par le formaldéhyde selon la méthode de
Dubuisson et a/ (1977) et modifi¢e par Tjolsen et al (1992).
L’injection d’une substance étrangére de référence, le formaldéhyde, sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure d’un rat entraine I’apparition d’un

syndrome inflammatoire douloureux a deux (2) phases :

- une phase neurogene allant de 0 a 5 min aprés 1’application du
stimulus avec une période intermédiaire de 10 min. Cette phase
correspond a une stimulation centrale de la douleur.

- une phase inflammatoire allant de 15 min a 30 min aprés 1’application
du stimulus.

L’administration préventive d’une substance anti-inflammatoire inhibe de fagon

significative la deuxiéme phase (les opioides inhibent les deux (2) phases).

Il s’agit donc d’un test d’orientation.

e Constitution des lots
Les rats sont repartis en sept (7) lots homogenes en poids de six rats
comme suit :
Lot 1 : constitué d’animaux ayant regu I’extrait a 10 mg/kg pc
Lot 2 : constitu¢ d’animaux ayant recu I’extrait a 100 mg/kg pc

Lot 3 : constitué¢ d’animaux ayant recu [’extrait a 1000 mg/kg pc
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Lot 4 : constitué d’animaux ayant recu uniquement I’eau distillée a 1ml/100g
(solvant de I’extrait)

Lot 5 : lot de référence ayant recu le kétoprofene a 10 mg/kg pec.

Lot 6 : lot de référence ayant recu la bétaméthasone a 4 mg/kg pc.

Lot 7 : lot de référence ayant regu 1’acide acétylsalicylique a 100 mg/kg pc

e Mode opératoire

La mise en ccuvre du test 4 consister a :

- préparer une solution a 2,5% de formaldéhyde dans wune solution

physiologique de NaCl 0,9%

- placer le rat avant I’expérimentation dans une cage transparente en
plexiglas (20cm x 20cm x 30cm) pendant 30 min afin qu’il se
familiarise a ’environnement. La cage est munie sur trois cotés d’un
miroir incliné de 45° par rapport au sol, ce qui permet de bien observer

le comportement nociceptif des rats (figure 16).

- injecter 50 pl de formaldéhyde dans I’aponévrose plantaire de la patte
arricre gauche du rat 30 minutes apres gavage par la substance

appropriée selon le lot (figure 17).
- placer le rat dans la cage d’observation

- compter pendant les 5 premicres minutes (premiére phase) la durée de
léchage de la patte (le temps que le rat passe a lécher sa patte, (figure
19).

- compter la durée de léchage (deuxieme phase) de la patte en trois
temps de 5 minutes (1 tranche: 15°™ a la 20°™ minutes, 2™

tranche : 20 4 la 25 minutes et 3™ tranche : 25™ & la 30°™

minutes).
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Miroir

Miroir
droit

Miroir
gauche

Cage de contention pour rats Bac d’observation

Figure 16: cage d’observation munie de trois miroirs (arriere, gauche et droit)

Figure 17: injection intra plantaire dans la patte gauche du rat
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Figure 18 : patte arriére gauche levée  Figure 19 : 1échage de la patte arriére
du rat gauche

VI.2.2.2 Test de I’;edéme induit par la carragénine

e Principe :
I1 est basé sur 1’cedéme induit par la carragénine selon la méthode de Winter et
Porter (1962). L’injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la
patte postérieure d’un rat entraine 1’apparition d’un cedéme dans la région
métatarsienne. L’intensité de cet cedéme peut étre évaluée par I’augmentation du
volume de la patte en pourcentage par rapport au volume initial.
L’administration préventive d’un produit anti-inflammatoire réduit de facon

significative le développement de 1’cedéme.

C’est un test spécifique de I’exploration de I’activité anti-inflammatoire.

e Constitution des lots

Les rats sont répartis en sept (7) lots homogenes en poids de six (6) rats :

Lot 1 : constitué¢ d’animaux ayant recu I’extrait a 10 mg/kg pc

Lot 2 : constitu¢ d’animaux ayant regu ’extrait a 100 mg/kg pc

Lot 3 : constitué d’animaux ayant recu I’extrait a 1000 mg/kg pc

Lot 4 : constitué¢ d’animaux ayant regu uniquement 1’eau distillée a 1ml/100g

(solvant de I’extrait)
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Lot 5 : lot de référence ayant regu le kétoproféne a 10 mg/kg pc.

Lot 6 : lot de référence ayant regu la bétamethasone a 4 mg/kg pc.

Lot 7 : lot de référence ayant regu 1’acide acétylsalicylique a100 mg/kg pc

e Mode opératoire

La mise en ceuvre du test a consisté a :
- préparer une solution a 1% de carragénine dans de 1’eau distillée

- mesurer pour chaque rat la circonférence de la patte arricre gauche

avant I’injection de la carragénine

- administrer les différentes substances par gavage a raison de 1 ml pour

100 g de poids corporel

- provoquer I’cedéme en injectant a chaque rat, trente minutes apres le
gavage, 50 ul de la solution de carragénine a 1% sous le coussinet
plantaire de la patte arriere gauche, les animaux sont ensuite remis

dans leur cage (figure 20 et 21).

- Mesurer I’¢évolution de I’cedéme 1 heure, 2 heures et 3 heures apres
I’injection de la carragénine a l’aide d’un micrometre digital a
affichage ¢lectronique (pied a coulisse) (figure 22) (Gentili et al,
1997).

- calculer le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (Nongoniermar et

al, 2006) sclon la formule suivante :

% inhibition = [(volume moyen lot t¢tmoin- volume moyen lot essai)/ volume

moyen lot témoin] x100.
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Figure 21: cedéme de la patte postérieure gauche de rat

e
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Figure 22: micrométre numérique (pied a coulisse)
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V1.2.3 Etude de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
extraits de plantes. Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et
la nature diversifiée des antioxydants, il n’y a pas une méthode universelle par
laquelle I’activité antioxydant peut étre mesurée quantitativement d’une fagon
bien précise (Popovici et al, 2009).

Le plus souvent, il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de
I’échantillon a tester (Popovici ef al, 2009). La plupart de ces méthodes sont
colorimétriques.

Dans notre ¢tude, nous avons utilisé trois différents tests a savoir :

- Le test DPPH (2,2 diphényll-1-picryl-hydrazyl) qui mesure [’effet
(piégeur) d’un antioxydant a inhiber le radical DPPHe.

- Le test ABTS qui mesure I’activit¢ d’un antioxydant a inhiber le
radical ABTSe+

- le test FRAP (Feric Reducing Antioxydant Power assay) qui apprécie
la capacité anti-oxydante totale par le pouvoir de réduction des ions

ferriques ;

Les caractéristiques de ces tests sont résumées dans le tableau IV.
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Tableau 1V : principales caractéristiques de quelques tests d’évaluation de

Pactivité antioxydante

Tests
DPPH ABTS FRAP
Caractéristiques
-transfert d’électron -transfert d’électron et -transfert d’électron

Mécanismes Majoritaire de proton

réactionnels
Nature des -hydrophiles et lipophiles  -hydrophiles et -hydrophiles
molécules testées lipophiles

Expression des -CI 50 et /ou en mg pmol

-CI 50 et /ou pmol

-en mg umol équivalent

résultats équivalent Trolox® équivalent Trolox® Fe™
- trés facile a mettre en - trés facile a mettre - trés faciles a mettre en
ceuvre en ceuvre ceuvre
- peu couteux - cinétique de la - peu couteux
réaction tres rapide
Avantages - peu couteux
- encombrement stérique - produit de - pH utilisé non
de molécules a haut poids  dégradation physiologique
moléculaires antioxydant . ) .
- interférences possibles
- interférences possible a - radical inexistant in a4 595 nm
Inconvénients 515 nm vivo
- forte décondense au pH
et au solvant
- radical inexistant in vivo
Références (Brand-William et al, 1995 (Awika et al, 2003 ; (Benzie et Strain, 1996;
Pinelo et al, 2004) Arts et al,2004;0sman  Ou et al, 2002)
et al,20006)
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e Matériel
- tubes Eppendorf

- tubes a hémolyse

- portoirs

- micropipettes

- spectrophotometre UV-visible

e Réactifs
- solvant DMSO (diméthylsulfoxyde)

- acétate de sodium (C,H;NaO,)

- chlorure de fer (FeCl,)

- acide chlorhydrique (HCI)

- persulfate de potassium (K,S,0g)

- solution de TPTZ (2,2,6-tri(2-pyridyl)-S-triazine

- solution de DPPH (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl)

- solution de ABTS (2,2’-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

VI.2.3.1 Description des méthodes

e Protocole FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La capacité¢ de réduction des composés a ét¢ mesurée suivant la méthode de
(Thaipong et al, 2006)

Nous avons utilisé une solution fraichement préparée de FRAP composée de :

- 25 ml d’acétate de sodium 30 mM (pH 3.6),
- 2,5 ml de solution de TPTZ a 10 mM dans une solution de Hcl a 40 mM
- 2,5 ml d’une solution de chlorure de fer a 20 mM.

Le mélange a ét¢ incubé a 37°C durant la manipulation, puis nous avons :

- prélever 40 mg de I’extrait hydro- éthanolique dans un tube Eppendorf;
- Ajouté¢ 1ml de DMSO au contenu du tube Eppendorf. (solution 1 a 40
mg/ml) ;
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placé une série de 10 tubes a hémolyse sur un portoir;

prélevé 200 ul de la solution 1que nous avons mis dans le premier tube a
hémolyse;

prélevé 100 pl d’une solution de DMSO que nous avons mis dans les
neuf autres tubes a hémolyse ;

prélevé 100 ul du contenu du premier tube Eppendorf pour la mettre dans
le deuxieme tube a hémolyse, et ainsi de suite afin de réaliser une série
de dilution au 1/10 jusqu’au tube 10

3 ml de réactif de FRAP meélangé a 100 pl d’échantillon a différentes
concentrations et 300 pul d’eau distillée. Les tubes €té incubés a 1’obscurité

pendant 30 min. L’absorbance a été lue a 593 nm.

Protocole DPPH (Thaipong et al, 2006)

Nous avons préparé une solution méthanoique de DPPH a 0,4 mM, ensuite nous

avons :

prélevé 40 mg du composé a doser dans un tube Eppendorf.

ajouté Iml de DMSO au contenu du tube Eppendorf (solution 1 a 40
mg/ml)

placé une série de 10 tubes a hémolyse ;

prélevé 200 pl de la solution 1 pour la mettre dans le premier tube a
hémolyse ;

prélevé 100 pl d’une solution de DMSO que nous avons la mettre dans
les neuf autres tubes a hémolyse ;

prélevé 100ul du premier tube Eppendorf qu’on a mis dans le deuxiéme
tube et ainsi de suite afin de réaliser une série de dilution au 1/10
jusqu’au tube 10 ;

mélangé 3 ml de réactif de DPPH a 100 pl d’échantillon a différente
concentrations et 300 ul d’eau distillée. Les tubes ont été incubés a 30°C a

I’obscurité pendant 30 min.
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- 1’absorbance est lue a 517 nm

e Protocole ABTS (Thaipong et al, 2006)
Nous avons produit le radical ABTSe+ en mélangeant une solution de ABTS 7
mM a une solution de persulfate de potassium 2.6 mM. Le mélange a été
conservé a ’obscurité a la température ambiante toute une nuit. Le ratio du

mélange était 1:1 (v/v).

Ensuite nous avons mélangé 1 ml de la solution fraichement préparée avec 60

ml de méthanol pour avoir une solution dont la D O était comprise entre 1 et 1.5

a 734 nm.
Une solution fraiche a été préparée pour chaque essai, puis nous avons :

- prélevé 40 mg du composé a doser dans un tube Eppendorf.

- ajouté 1ml de DMSO au contenu du tube Eppendorf (solution 1 a 40
mg/ml)

- placé une série de 10 tubes a hémolyse sur un portoir ;

- prélevé 200 pl de la solution 1 pour la mettre dans le premier tube a
hémolyse ;

- prélevé 100 pl d’une solution de DMSO que nous avons la mettre dans
les neuf autres tubes a hémolyse ;

- prélevé 100ul du premier tube Eppendorf qu’on a mis dans le deuxieme
tube et ainsi de suite afin de réaliser une série de dilution au 1/10
jusqu’au tube 10 ;

- mélangé 3 ml de réactif de FRAP a 100 pl d’échantillon a différente
concentrations et 300 pl d’eau distillée. Les tubes ont été incubés a
I’obscurité pendant 120 min.

- I’absorbance a été lue a 734 nm.
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V1.2.4 Etude de la toxicité subaigiie

L’¢tude de la toxicité subchronique par voie orale s’est faite conformément aux
lignes directrices de I’OCDE 407 (OCDE 2008). La méthode est basée sur
I’administration orale répétée de la substance étudiée pendant une période

limitée (un niveau de dose quotidiennement pendant 28 jours).

Cette Ligne directrice recommande 1’utilisation d’au moins 10 rongeurs (de
préférence des rats : 5 femelles et 5 males) pour chaque dose évaluées. Le
compose d’essai est administré par gavage ou via la nourriture ou la boisson. Un
essal limite peut étre effectué si on n’attend pas d’effet a une dose
de1000 mg/kg/pc/j. La présentation des résultats inclus les signes d’observations
cliniques et fonctionnelles, des mesures de poids corporel et de consommation
de nourriture/d’eau, des données d’hématologie et de biochimie clinique, ainsi

que d’autopsie geénérale et d’histopathologie.
V1.2.4.1 Animaux utilisés

Notre étude a été effectuée sur des rats de 1’espéce Rattus norvegicus de souche
Wistar dont le poids était compris entre 150 et 200 grammes. Les animaux ont
¢té mis a jeun douze heures avant 1’expérimentation tout en recevant 1’eau en

libre acces.
VI1.2.4.2  Principe de ’essai

L’¢tude consiste a observer les animaux sur une période relativement longue (28
jours), et rechercher, apreés ’administration de différentes doses répétées de
I’extrait (10 mg/kg, 100 mg/kg, 1000 mg/kg pc), des signes cliniques et/ou
biologiques d’intoxication. Les animaux qui meurent ou qui sont euthanasiés au
cours de I’essai sont autopsiés et, au terme de I’essai, les animaux survivants

sont également euthanasiés et autopsiés.
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VI1.2.4.3  Mode opératoire

Dans le cadre de cette étude, 40 rats Wistar de sexe male et femelle ont servi
d’animaux d’expérience. Les animaux ont été repartis en 4 lots de 10 animaux

chacun (5 femelles et 5 males).

- lot 1 : constitué¢ de rats ayant recu de I’eau distillée sous un volume de
Iml/100g de pc (figure 23).

- lot 2 : constitué de rats ayant recu I’extrait a la dose 10 mg/kg de pc.

- lot 3 : constitué de rats ayant recu I’extrait a la dose 100 mg/kg de pc.

- lot 4 : constitué de rats ayant recu I’extrait a la dose 1000 mg/kg de pc.

Les bilans sanguins hématologiques (taux d’hémoglobine, taux de globules
rouges, taux de globules blancs, nombres de plaquettes) ont été effectués le
premier jour avant toute administration de substance a JO, puis au cours de

I’étude a J10, J20 et J29.

Par ailleurs, chaque jour le poids et la température ont été relevés, d’autres
parametres ont été recherchés (apathie, excitation, trouble de la respiration,
toilettage excessif, refus de nourriture, refus de boisson, saignement buccal,
saignement nasal, douleurs abdominales, coma, diarrhée, tremblements,

convulsions, déces).

Figure 23: rat recevant de I’eau distillée par gavage
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VII. STATISTIQUES

Les données ont été traitées sur le logiciel Graph Pad Prism (version 7.0). La
comparaison des différents pourcentages d’inhibition a été faite par I’analyse des

variances (ANOVA) et le test de Dunnett’s au risque a €gal a 0.05.
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VIII. RESULTATS

VIII.1 Rendement

Les résultats du calcul de la perte a la dessiccation et du rendement d’extraction

sont consignés dans le tableau V

Tableau V : perte a la dessiccation et le rendement

Poids initial (g) Poids final (g) Rendement (%)

Ecorce 6178 2853 53,82
Extrait 400 25,47 6,36
VIII.2 Etude de P’activité anti-inflammatoire

VIIL.2.1 Test au formaldéhyde

Les figures 24 et 25 représentent les effets de I’extrait hydro-éthanolique de D.
cinerea sur le temps de léchage de la patte irritée par I’injection intra plantaire
de formaldéhyde aux rats 35 minutes et 1 heure aprés administration des

substances.
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Figure 24: Evolution du temps de léchage de la patte irritée
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Figure 25 : pourcentages d’inhibition du temps de léchage de la patte
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Par rapport au témoin blanc, la bétamethasone a réduit faiblement le temps de
léchage (21,05 s = 0,50 s) a la phase 1 de I’irritation de la patte du rat. Elle a
fortement réduit ce temps a la phase 2 (8,29 s = 0,46 s).

Le kétoproféne a réduit moyennement le temps de Iéchage a la phase 2 (11,22 s
+ 0,16). Les différentes doses de I’extrait de la plante, a I’instar de 1’aspirine
n’ont réduit le temps de léchage a aucune phase, a I’exception de la plus forte
concentration testée (1000 mg/ kg pc) qui a faiblement réduit le temps de

Léchage a la phase 2 (22,03 s = 1,08) (Figure 24).

35 min aprés 1’administration des substances, (phase 1: 0-5 min) seule la
bétamethasone a inhibé¢ le temps de 1échage a hauteur de 55,26% a la premicre
phase.

Une heure apres 1’administration des substances, (phase 2 :15-30 min)
I’inhibition développée par la bétamethasone se situe a 82,41%, suivi du
kétoprofene 100 mg/ kg PC a hauteur de 75,44% et de I’extrait de DC a

1000 mg/ kg PC a 51,25% (Figure25).

VIIL.2.2 Test a la carragénine

Les figures 26 et 27 représentent les effets de ’extrait hydro-éthanolique de D.
cinerea sur I’cedéme provoqué par I’injection intra- plantaire de la carragénine

aux rats, 1, 2 et 3 heures apres administration des produits.
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Figure 26 : évolution de I’épaisseur de la patte irritée

Par rapport au témoin blanc, Au bout de 3 heures d’observation apres
I’administration des substances, seules les anti-inflammatoires de référence ont

réduit dans le temps 1’cedéme induit par I’injection intra- plantaire.

L’évolution du volume de la patte du rat sous bétaméthasone était de 2,36 mm +
0,55 mm a T1H, puis 1,54 mm £ 0,54 mm a T2H et 0,98 mm + 0,61mm a T3H.
Concernant le kétoprofeéne le volume de la patte est passé de 2,41mm + 0,25
mm a T1H, puis 1,78 mm + 0,38 mm a T2H et 1,61 mm + 0,36 a T3H.

Pour ’AAS le volume est passé de 2 ,42 mm + 0,02 mm a T1H, puis 1,78 mm +
0,04 mm a T2H et 1,63 mm = 0,03 mm a T3H.
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition des substances sur I’cedéme induit par
I’administration de la carragénine

Trois (3) heures aprés I’administration des substances de référence, la
bétamethasone, 1’aspirine, le kétoproféne ont inhibé 1’cedéme provoqué par
I’injection de la carragénine a hauteur de 82%, 75% et 60% respectivement.
L’extrait hydroéthanolique de Dichrostachys cinerea n’a eu aucun effet

significatif sur I’apparition de I’cedéme (inhibition de 5-12%).

VIIL.3 Etude de I’activité antioxydante

La figure 28 représente les effets de 1’extrait hydro-éthanolique de

Dichrostachys cinerea sur les especes radicalaires DPPHe et ABTSe+.
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Figure 28 : effet de I’extrait hydro-éthanolique de D. cinerea sur les especes
radicalaires DPPHe et ABTS"

Le pouvoir maximum anti- radicalaire par la méthode ABTS du Trolox (98%),
¢tait largement supérieur a celui de 1’extrait qui avoisinait 13,64%. Le méme
constat a été observé par la méthode DPPH avec 7,61% pour ’extrait contre
97,81% pour la vitamine C.

La figure 29 représente le pouvoir de réduction par 1’extrait hydro-éthanolique

de Dichrostachys cinerea selon la méthode FRAP

100+ == D. cinerea-FRAP
< 80-
[=]
=]
g
B 60 4
c
2
o 40 4
o

I I I 1 I
0,078 0156 0,312 0625 1,25
Concentrations (mg/ml)

Figure 29 : pouvoir de réduction du Fe’* en Fe’* par D. cinerea
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Aux trés faibles concentrations, le pouvoir réducteur de ’extrait de D. cinerea
est comparable a celui du Trolox et se situent a plus de 85% (Figure 29)

VIIL4 Etude de la toxicité subaigue

v Effets de D’extrait hydro-éthanolique de I’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea sur le poids

La figure 30 présente I’évolution du poids des animaux durant la période de 28

jours d’observation.
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Figure 30: évolution du poids corporel des rats en tonction du temps

Nous avons noté une augmentation, toutefois non statistiquement significative,
du poids des animaux traités avec l’extrait végétal comparativement au lot

témoin.
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v Effets de P’extrait hydro-éthanolique de I’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea sur la température corporelle

La figure 31 décrit I’évolution de la température corporelle des rats apres
administration de D’extrait hydro-éthanolique de I’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea durant 28 jours.
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Figure 31 : évolution de la température corporelle la température en fonction
du temps
L’administration de [’extrait hydro-éthanolique de [’écorce de racines de
Dichrostachys cinerea, n’a pas modifi¢ la température chez les rats. Dans les
différents lots qui ont regu 1’extrait, aucune différence significative n’a été

constatée comparativement au lot témoin.
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v Effets de P’extrait hydro-éthanolique de I’écorce de racines de

Dichrostachys cinera sur les autres signes du toxidrome

L’administration de 1’’extrait hydro-éthanolique n’a occasionné aucune
anomalie des parametres du toxidrome. Les résultats obtenus sont

consignés dans le tableau VI.

Tableau VI : Résultat des observations

Signes Observations
Apathie Absent
Excitation Absent
Trouble de la respiration Absent
Toilettage excessif Absent
Refus de nourriture Absent
Saignement buccal Absent
Douleur abdominale Absent
Coma Absent
Diarrhée Absent
Tremblement Absent
Convulsion Absent
Déces Absent
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v Effets de P’extrait hydro-éthanolique des écorces de Dichrostachys
cinerea sur les paramétres hématologiques

La figure 32 décrit I’évolution du nombre de leucocytes pendant 28 jours apres
I’administration de [D’extrait hydro-éthanolique de [’écorces de racines de

Dichrostachys cinerea.
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Figure 32 : évolution du nombre de leucocytes en fonction du temps

L’administration de D’extrait de D. cinerea aux différentes doses, n’a pas

influencée le nombre de globule blancs par rapport au témoin.

La figure 33 décrit I’évolution du nombre de globules rouges pendant 28 jours
d’administration de D’extrait hydro-éthanolique de [’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea.
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Figure 33 : évolution du nombre de globules rouges en fonction du temps

L’administration de I’extrait (10 mg/kg, 100 mg/kg, 1000 mg/kg pc) a
occasionn¢ durant la premiere quinzaine d’observation une augmentation non
significative du nombre de globules rouges. Cette hausse s’est normalisée dans

la derniere semaine d’observation comparativement au lot témoin.

La figure 34 décrit I’évolution du taux d’hémoglobine pendant 28 jours
d’administration de 1’extrait hydro-éthanolique de 1’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea.
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Figure 34 : évolution du taux d’hémoglobine en fonction du temps

L’évolution du taux d’hémoglobine chez les rats traité par I’extrait de D. cinerea
et ceux non traités €tait similaire : nous n’avons pas noté de différence

significative.
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La figure 35 décrit I’évolution du nombre de plaquettes pendant 28 jours
d’administration de [D’extrait hydro-éthanolique de [’écorce de racines de

Dichrostachys cinerea.
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Figure 35 : évolution du nombre de plaquettes en fonction du temps

L’administration de I’extrait a la dose de 10 mg/kg pc a occasionné durant les
dix premiers jours une diminution non significative du nombre de plaquettes.
Cette baisse s’est normalisée des la deuxieme semaine d’observation,
comparativement au lot témoin.
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IX. DISCUSSION

L’écorce de racines de Dichrostachys cinerea est utilisée traditionnellement en
Cote d’Ivoire pour traiter I’asthme. Dans une étude réalisée par Irié-N’guessan
et al (2011) il a été démontré 1’effet antispasmodique de 1’extrait brut hydro-
¢thanolique de D. cinerea sur la trachée isolée de souris. L’asthme comportant
un volet inflammatoire, nous nous sommes intéressés a [’effet anti-
inflammatoire que pourrait avoir les écorces de D. cinerea lors du traitement de

I’asthme.
Cette étude a connu des limites, notamment :

- le kétoproféne a été le seul produit de référence utilisé a I’état pur. La
bétamethasone et D’aspirine ont été achetés dans le commerce, les
excipients ont donc pu influencer 1’effet anti-inflammatoire escompté de
ces produits.

- DPexploration spécifique de P’activité anti-inflammatoire n’a pu étre faite
par le pléthysmometre qui fourni des résultats plus fiables que le

micrometre a affichage électronique.

Toutefois, nous avons obtenu des données reproductibles qui nous permettent

de faire ’analyse qui suit.
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CONCLUSION
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IX.1 Activité anti-inflammatoire

v Test au formaldéhyde

Le test au formaldéhyde est un modéele expérimental couramment utilisé pour
provoquer un syndrome inflammatoire douloureux cliniquement observable. Au
cours de ce test on distingue une phase précoce (0 a 5Smin) et une phase

tardive (10 a 15min).
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La premiere phase est liée a une stimulation chimique directe des terminaisons
nerveuses libres (nocicepteurs) avec libération de médiateurs de la douleur
comme la substance P et la bradykinine dont les effets peuvent étre antagonisés
par les substances qui agissent comme les opioides (Tjolsen, 1992). Notre
extrait durant cette premiere phase, n’a développé aucune capacité a inhiber la
phase précoce, nous amenant a déduire qu’elle est dénuée d’effets analgésique

de type morphinique.

Durant la deuxiéme phase, des phénomenes inflammatoires (cedéme, chaleur,
douleur) s’observent et s’accompagnent aussi de la libération de la bradykinine
et d’autres médiateurs comme [’histamine, les amines sympathomimétiques, le
facteur de nécrose tumorale, les interleukines et les prostaglandines (Hong

1996 ; Jourdan 1997 ; Hama 2001 ; Le Bars 2001 ; Parada 2001).

Les effets de ces substances, particulicrement les prostaglandines, a 1’origine de
I’inflammation peuvent étre bloqués par les anti-inflammatoires stéroidiens

(AIS) ou les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

L’extrait a la dose de 1000 mg/kg pc s’est révéleé faiblement efficace contre cette
phase tardive comparativement a la bétamethasone 4 mg/kg pc et le kétoprofene
10 mg/kg pc. La bétamethasone est un AIS qui a fortement inhibé cette phase et

le kétoproféne, un AINS 1’a moyennement inhibée.

Le test au formaldéhyde est un test non spécifique car les substances douées de
propriétés analgésiques ou anti-inflammatoires peuvent inhiber la phase tardive.

Ainsi la faible activité de I’extrait végétal a sa plus forte dose testée, notamment
a la deuxieme phase, peut suggérer un potentiel analgésique non morphinique ou

anti-inflammatoire.
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Aux fin de préciser Iactivité de 1’extrait, nous avons mis en ceuvre le test de
I’cedéme induit par la carragénine qui lui est plus spécifique des substances

douées de propriétés anti-inflammatoires.

v Test a la carragénine
L’injection de la carragénine dans le coussinet plantaire chez le rat provoque un
processus inflammatoire accompagné d’un cedéme évoluant en deux (2) phases.
Au cours de la premiére phase c'est-a-dire durant la premicre heure, on assiste a
la synthese et libération de médiateurs chimiques tels que 1’histamine et la
sérotonine qui entretiennent I’inflammation (Di Rosa, 1972). Aprés une heure
jusqu’a 3 heures, I'inflammation atteint son maximum et est corrélée a la
formation de prostaglandines et de leucotrienes due a 1’activation des cyclo-

oxygénase et lipoxygénase (Di Rosa, 1972)

Au cours de cette deuxiéme période, les phénoménes inflammatoires peuvent
étre antagonisés par les anti-inflammatoires naturels, les anti-inflammatoires
stéroidiens tels que bétamethasone (Della loggia et al, 1968 ; Alcaraz et
Jimenez, 1988), et les anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le
kétoprofene, (hunskaar, 1987).

L’effet inhibiteur de D’extrait hydro-éthanolique de D. cinerea sur I’cedéme
induit par la carragénine avoisinait, aux temps 1 heure, 2 heures et 3 heures,
seulement (1,84% ; 1,35% ; 3,98%) pour la dose de 10 mg/kg pc; (3,34% ;
6,44% ; 11,24%) pour la dose de 100 mg/kg pc et (3,94% ; 10,98% ; 13,81%)
pour la dose de 1000 mg/kg pc respectivement.

A Dopposé, les substances anti-inflammatoires de référence ont
significativement inhibé [’cedéme induit par la carragénine a hauteur de
50,45% ; 71 ,46% ; 83,69% pour la bétamethasone 4 mg/kg pc, 49,51% ;
66,96% ; 73,17% pour le kétoprofene 10 mg/kg pc et (46,54% ; 52,31%;
57,61%) pour I’aspirine 100 mg/kg pc aux temps 1 h, 2h, et 3h respectivement.
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L’extrait végétal indépendamment de sa dose, n’a exercé aucune inhibition

significative de I’apparition de 1’cedéme.

L’extrait de 1’écorce de racines de D. cinerea serait alors dénué d’effet anti-

inflammatoire.

Nos résultats différent de ceux d’Hassan et al en (2012) qui, par le méme test a
la carragénine, ont révélé que les feuilles de D. cinerea avaient une activité anti-
inflammatoire. Cette propriété serait due a la forte teneur en métabolites
secondaires (les saponosides) des extraits de feuilles de D. cinerea connu dans
la littérature comme de puissants inhibiteurs des prostaglandines

(Chattopadhyay et al, 2004, Arula et al, 2005 ; Araico et al, 2007).

Cependant, les travaux de Irié-N’guessan (2013) ont révélé que les saponosides
sont retrouvés en abondance dans 1’écorce de racines que nous avions étudiés.
Ces discordances observées avec nos résultats pourraient étre attribués a une
biodisponibilité insuffisante des composés responsables de 1’effet anti-

inflammatoire, aprés administration in vivo.

IX.2 Activité antioxydante

Les plantes regorgent de nombreuses substances qui jouent un role important
dans le traitement et la prévention des dysfonctions oxydatives (Cole, 2005 ;

Riboli, 2003 ; Liu, 2003).

Par la méthode FRAP, ’activité antioxydante de 1’extrait était supérieure a celle
de la vitamine C (puissant antioxydant) aux faibles concentrations. Ce pouvoir
de I’extrait serait 1i¢ a la richesse des racines de D. cinerea en polyphenols dont

les flavonoides qui ont la propriété de donner des électrons et piéger les

radicaux libres comme 1’ont montré de nombreux travaux (Ou et al, 2002;
Yang et al, 2002, Nagai et al, 2003). Par ailleurs le solvant hydroéthanolique

constitue un bon solvant pour extraire la majorité des constituants chimiques
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doués de propriétés anti-radicalaires tels que les composés polyphénoliques

hydrosolubles.

Par contre, les résultats obtenus ont révélé une faible activité antioxydante de
I’extrait de I’écorce de racines de D.cinerea par les tests ABTS et DPPH
comparativement au Trolox et a la vitamine C qui a été utilisé comme substance
anti-oxydante de référence. Cette faible activité pourrait s’expliquer par des
interférences de molécules a haut poids moléculaires (Brand-William et al,
1995; Pinelo et al, 2004) due a I’utilisation du diméthyle sulfoxide (DMSO)

comme solvant pour obtenir une solubilisation aisée de la poudre de 1’extrait.

IX.3 Toxicité subaigiie

L’administration orale répétée, pendant 28 jours, de I’extrait aux doses de 10,
100, 1000 mg/kg pc, n’a occasionné aucun déces chez les 40 rats initialement
sélectionnés. Le toxidrome n’a montré aucune anomalie aussi bien dans le lot
témoin que dans les lots tests. La température corporelle non plus n’a subi de

variation sous D. cinerea

Toutefois, nous avons noté une augmentation non significative du poids des
animaux qui ont recu les différentes doses de 1’extrait durant toute la durée
d’observation. Cependant 1’évolution du poids pourrait étre liée a une
stimulation de I’appétit par I’extrait en relation avec une augmentation de leur
consommation de nourriture. Ce méme constat a été fait par PIEME et al,
(2006) qui pendant 26 jours de gavage avec un extrait aqueux de Senna alata a

enregistré une prise de poids équivalente chez les animaux d’étude.
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Ailleurs, ’analyse hématologique n’a révélé aucune modification significative
des paramétres mesurés chez les rats traités (leucocytes, globules rouges,
hémoglobine, plaquettes). Cependant on a noté une augmentation non
significative du nombre de globules rouges dans la premiére quinzaine, qui tend
a se normaliser dans la derniére semaine d’observation, comparativement au
témoin. Concernant le nombre de plaquettes la dose de 10 mg/kg pc de 1’extrait
a occasionné, dans la premiére semaine, une diminution du nombre qui s’est

rapidement normalisé a la deuxiéme semaine d’observation.

Au terme de notre €tude, I’écorce de racines de Dichrostachys cinerea, d’usage
antiasthmatique en médecine traditionnelle ivoirienne, n’a pas montré d’activité

anti-inflammatoire, par les tests au formaldéhyde et a la carragénine.

Cette drogue vegétale ne pourrait donc pas étre indiquée dans le traitement

d’entretien a visée anti-inflammatoire de 1’asthme.

Par contre, la recherche par la méthode FRAP a révélé une activité antioxydante
intéressante de [’extrait qui pourrait €tre favorable a la neutralisation des
radicaux libres intervenant dans les phénomeénes d’hyperactivité bronchique au

cours de ’asthme.

La somme des résultats pharmacodynamiques obtenus serait en faveur du
traitement de la crise d’asthme comme 1’indique la médecine traditionnelle chez

les peuples Adioukrou en Céte d’Ivoire.

Par ailleurs, a la dose de 1000 mg/kg pc, I’extrait ne contient pas de substances
mortelles sur 28jours , a cette dose qui dépasse celle utilisée en pratique

traditionnelle
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PERSPECTIVES
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- L’asthme étant souvent sujet a des surinfections bactériennes et des effets
anti-bactériens ayant été attribués a la drogue végétale ailleurs, nous
envisageons de rechercher des propriétés antibactériennes de I’écorce de
racines de D. cinerea.

- Nous nous proposons également de rechercher les effets de I’écorce de
racines de D. cinerea dans un modele de crise d’asthme in vivo pour

mimer la réalité biologique de cette pathologie.
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ANNEXES
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ANNEXE 1 : résultats du test d’irritation de la patte au formaldéhyde

lére Phase | 2éme Phase lére Phase | 2éme Phase
29,6 20,32 14,55 ’
48,12 54,85 24,57 3.8
Témoin 62,14 20,43 beta 4 16,67 7
19,18 61,94 25,71 4,6
40,32 37,87 28,3 6,9
76,31 75,76 13,53 18,4
lére Phase | 2éme Phase lére Phase | 2éme Phase
24,26 9,2 9,22 0
e 26,95 12,9 42,13 31,78
26,12 18,5 56,53 57,57
55,16 20,4 55,25 28,44
21,93 5,6 54,96 41,61
1ere Phase 2éme Phase lére Phase 2éme Phase
61,07 38,09
20,22 12,75
54,62 37,22
DC 10 35.42 51,66 44,61 40,38
: ; DC 100 18,38 29,56
44,25 23,92
28,49 24,02 66,73 36,28
47,51 18,33 61,38 3441
: : 51,7 24,38
1lére Phase 2éme Phase
48,39 15,2
53,29 17
DC 1000 52,9 27,5
37,11 34,9
33,23 26,6
30,52 11
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ANNEXE 2 : résultats test de I’eedéme induit par la carragénine
Rats T0 T1 T2 T3 Rats T0 T1 T2 T3
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
R1 3,2 4.8 527 | 5,92 R1 3,36 | 1,37 | 1,76 | 1,54
R2 3,24 4.6 497 | 541 R2 3,39 | 262 | 1,91 | 1,35
TEMOIN R3 326 | 434 | 531 | 5,87 beta 4 R3 3,67 | 2,76 | 1,45 | 0,33
R4 3,52 5,27 5,9 6,47 R4 3,74 2,07 1,12 0,19
R5 3,64 | 522 | 583 | 7,11 R5 3,42 | 2,52 | 1,85 1,6
R6 399 | 443 | 514 | 534 R6 352 | 2,86 | 1,16 | 0,88
Rats T0 T1 T2 T3
Rats T0 T1 T2 T3
(mm) | (mm) | (mm) | (mm)
(mm) | (mm) | (mm) | (mm)
R1 3,28 | 2,16 2 1,24
R1 3,656 | 2,75 | 2,16 | 2,15
R2 297 | 2,68 | 1,24 2
R3 | 3,74 | 2,48 | 1,45 | 1,47 £e 1 966 L 230 | 295 255
Kéto 10 : ’ . . AAS 100 R3 3,62 | 209 | 3,08 | 2,58
R4 356 | 2,17 | 2,12 | 2,03
R4 3,76 | 2,14 | 2,27 | 2,57
R5 3,77 2,74 1,7 1,74
R5 3,6 2,15 2,6 2,44
R6 3,87 | 2,24 2,2 1,21
R6 3,69 | 3,23 2,4 2,62
Rats TO LE! T2 T3 Rats TO T1 T2 T3
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
R1L | 341 | 481 | 502 | 533 R1 3 | 477 | 49 | 503
R2 | 3,68 | 4,18 | 539 | 6,61 R2 | 3,36 | 448 | 4,58 | 4,76
R3 3,52 | 482 | 4,89 | 4,87
DC 10 DC 100 R3 3,27 4,3 4,87 | 5,45
R4 332 | 454 | 497 | 4,8 R4 3,61 | 466 | 4,97 | 5,38
R5 352 | 46 | 643 | 7,17 R5 3,61 | 4,72 | 5,17 | 5,57
R6 3,59 | 518 | 5,28 5,9 R6 3,62 | 4,77 | 5,75 | 5,87
Rats T0 T1 T2 T3
(mm) | (mm) | (mm) | (mm)
R1 3,07 | 443 | 4,58 | 5,26
R2 3,57 | 441 | 4,24 | 3,98
DC 1000 R3 3,46 | 5,09 | 5,28 | 6,27
R4 3,54 | 5,17 | 5,07 | 5,32
R5 3,5 4,38 | 4,98 5,4
R6 3,61 | 4,05 | 4,71 4,9
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ANNEXE 3 :
p value du pourcentage d’inhibition test au formaldéhyde
1" Phase 2°™ Phase
intensité de la % p | intensité de %

Traitement Dose douleur inhibition | value | la douleur | inhibition | p value
Témoin 10 ml/kg PC 2,83 £0,40 - ns 2,5+0,83 - -
DC 1000 1000 mg/kg PC 2+£0,89 39,81 ns 1,33 £0,51 51,25 * | 0,0421
DC 100 100 mg/kg PC 2,83 +0,40 4,58 ns 2,16 £0,75 34,45 ns
DC 10 10 mg/kg PC 2,83 +0,40 1,56 ns 2,5+0,83 28,74 ns
BETA 4 4 mg/kg PC 2,66 = 0,81 6,4 ns 1+0,63 82,41 *** | 0,0005
KETO 10 10 mg/kg PC 2,83 +0,40 21,10 ns 1,5+ 1,04 75,44 ** | 0,0014
AAS 100 100 mg/kg PC 2,83 +0,40 10,00 ns 1,66 £ 0,81 41,22 ns

p value du pourcentage d’inhibition test de I’cedéme induit par la carragénine

T1H T2H T3H
% % % p value
Traitement Dose inhibition | p value | inhibition | p value | inhibition

Témoin 10 ml/kg PC - - - - - -
DC 1000 1000 mg/kg PC | 3,94 Ns 10,98 ns 13,81 ns
DC 100 100 mg/kg PC 3,34 Ns 6,44 ns 11,24 ns
DC 10 10 mg/kg PC 1,84 Ns 1,35 ns 3,98 ns
BETA 4 4 mg/kg PC 50,45 *** | 0,0001 | 71,46 *** | 0,0001 | 83,69*** | 0,0001
KETO 10 |10 mg/kg PC | 49,51 *** | 0,0001 | 66,96 *** | 0,0001 | 73,17 *** | 0,0001
AAS 100 100 mg/kg PC | 46,54 *** | 0,0001 | 52,31 *** | 0,0001 | 57,61*** | 0,0001
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RESUME

Dichrostachys cinerea est une plante médicinale utilisée en Cdte d’Ivoire pour traiter
plusieurs pathologies telles que la carie dentaire, la gingivite, 1’otite et ’asthme. Dans
ce présent travail le but était premi¢rement d’évaluer I’activité anti-inflammatoire et
anti-oxydante et secondairement de rechercher la toxicité subchronique de I’extrait
hydro-éthanolique de 1’écorce de racines de Dichrostachys cinerea afin d’assurer sa
sécurité d’emploi, aux concentrations de 10 mg /kg pc ,100 mg/kg pc, et 1000 mg/kg
pc et d’élargir son usage en tant qu’anti-inflammatoire et anti-oxydant.

Les racines de Dichrostachys cinerea récoltées dans les buissons du sud-est de la cote
d’Ivoire (Grand-Bassam) ont été identifiées par un taxonomiste au centre floristique
d’Abidjan (cote d’ivoire). L extrait sec hydro-éthanolique (50/50) a servi a la mise en
évidence de I’activité anti-inflammatoire d’une part par les tests d’irritation de la patte
du rat au formaldéhyde et de I’cedéme induit par la carragénine. D’autre part 1’étude
du pouvoir anti-oxydant a ¢té réalisée grace aux tests ABTS, DPPH, et FRAP. Par
ailleurs I’étude de la toxicité subchronique a été réalisée selon les lignes directrices de
I’OCDE (407) 2008.

L’extrait hydro-éthanolique non toxique de I’écorce de racines de Dichrostachys
cinerea a la dose 1000 mg/kg pc a faiblement réduit le temps de 1échage (22,03s +
9,05) au cours de la phase 2 du test de la patte irritée par le formaldéhyde. Concernant
le test de ’cedéme induit par la carragénine, I’extrait a faiblement réduit 1’cedéme
respectivement a lh, 2h, 3h pour DC 10 mg/kg (1,84% ; 1,35% ; 3,98%), pour DC
100 mg/kg (3,34% ; 6,44% ; 11,24%) et pour DC 1000 mg/kg (3,94% ; 10,98% ;
13,81%). L’examen de I’activité anti-oxydante (méthode FRAP), a révélé qu’aux
faibles doses, I’extrait a une activit¢ antioxydante intéressante (86,98 + 1,19%)
comparativement a la vitamine C (25,65 + 23,35%)).

L’extrait hydro-éthanolique de Dichrostachys cinerea est dénué d’activité anti-
inflammatoire, toutefois elle est dou¢ d’une activité anti-oxydante qui pourrait peut
étre préconisée pour neutraliser les radicaux libres intervenant dans les phénomenes
d’hyper activité bronchique au cours de I’asthme. L’absence de toxicité subchronique
a la dose de 1000 mg/kg est un support favorable a la sécurité¢ d’emploi de cette plante
médicinale.

Mots-clés : Dichrostachys cinerea, anti-inflammatoire, anti-oxydant, FRAP,
ABTS, DPPH, toxicité subchronique.




