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RESUME

Indigofera colutea (Burm.) Murril., 1. macrocalyx Guill. et Perr., 1. nigritana Hook F.,
I. pulchra Willd et I. tinctoria L (Fabaceae) sont des herbacées largement utilisées en
médecine traditionnelle au Burkina Faso et dans certains pays d'Afrique et d'Asie. Cependant
il existe peu de données sur leur profil phytochimique et biologique, d'ou la nécessité d'étudier
la phytochimie et l'activité biologique de ces especes afin de justifier leurs utilisations en
médecine traditionnelle. Les méthodes standards de caractérisation ainsi que la CCM ont été
utilisées pour le criblage phytochimique des extraits acétoniques 80% de ces espéces. Les
flavonoides, les tanins, les flavonols et les phénoliques totaux ont été quantifiés par la
méthode spectrophotométrique. Ces extraits ont aussi été testés pour leurs potentiels
biologiques en évaluant leur activité antioxydante par les méthodes FRAP, DPPH et ABTS,
leur activité enzymatique "in vitro” sur la LOX, la XO, I'AChE et la CE, enzymes qui sont
impliquées dans I'étiologie de I'inflammation, de la goutte et la maladie d'Alzheimer. Leur
activité antibactérienne a aussi testé sur cinq souches de références de types ATCC. Les
investigations phytochimiques ont montré la présence des flavonoides, des saponines, des
quinones, des stérols/triterpenes et des tannins dans toutes les especes a I'exception de I.
pulchra qui n'a pas présenté de quinones. L'acide gallique, l'acide caféique, la rutine, la
quercitrine et la myricétine ont été identifiés. I. colutea, I. tinctoria, |. nigritana et I.
macrocalyx ont respectivement présenté les plus fortes teneurs en polyphénols (54,27 %), en
tanins (26,63 %), en flavonoides (9,63 %) et en flavonols (2,93%) totaux. Ce sont les extraits
qui ont présenté les plus fortes teneurs en phénoliques, qui présentent des fortes capacités
antioxydantes d'otl les corrélations positives obtenues entre les deux paramétres (R? = 0,8959
pour FRAP; R? = 0,8383 pour ABTS et R® = 0,9800 pour DPPH). Les meilleures inhibitions
enzymatiques et activités bactériennes ont été obtenues avec I. macrocalyx et I. nigritana qui
ont présenté les plus fortes teneurs en flavonoides et en flavonols. Toutefois la plus forte
inhibition de la LOX est obtenue avec I'extrait de I. colutea, meilleur antioxydant, riche en
acide gallique et acide caféique. Il ressort que les especes testées, constituent des bonnes
sources des drogues antioxydantes, inhibitrices d'enzymes et a activités antibactériennes. Ces
activités peuvent justifier leur usage dans le traitement du paludisme, de dysenterie, des
dermatoses et de maladies inflammatoires et des hépatites. L'extrait d'l. macrocalyx bon
inhibiteur de la XO, peut étre utilisé dans le traitement de la goultte.
Mots-clé: Indigofera, phytochimie, phénoliques, tanins et flavonoides totaux, activité

antioxydante, enzymes, bactéries, Burkina.



ABSTRACT

Indigofera colutea (Burm.) Murril., I macrocalyx Guill. et Perr., I. nigritana Hook f.,
I. pulchra willd and I. tinctoria L are Fabaceae largely used in folk medicine in Burkina Faso,
in certain African and Asian countries. However it exist few data on their phytochemical and
biological profile, from where need to study phytochemistry and biological activities of these
plants in order to justify their uses in traditional medicine Thus standard methods and TLC
were used to screen the phytochemical composition sifting of an aqueous acetone extracts
prepared from five Indigofera species. The total phenolic, tannins, flavonoid and flavonols
content of extracts were assessed. These extracts were also evaluated for their biological
potential by antioxidant activity using FRAP, DPPH and ABTS assays, enzymes inhibition
activity for their lipoxygenase, xanthine oxidase and acetylcholinesterase inhibition that are
implied in inflammatory, gout and Alzheimer etiology. Also our studies were carried on
antibacterial tests to justify their uses in traditional medicine. Flavonoids, saponins, quinones,
sterols/triterpenes and tannins were present in all these species except for I. pulchra where
quinones were not found. Gallic acid, cafeic acid, quercetrin, galangin, rutin and myricetin
were identified by thin layer chromatography. Moreover, proportioning showed that I.
colutea, I. tinctoria, I. nigritana and |. macrocalyx respectively presented the strongest of
phenols (54,27 %), in tannins (26,63 %), in flavonoid of (9,63 %) and flavonols (2,93 %)
contents. Among these, plants, which had the highest phenolic content, were also found to
possess the best antioxidant activities. From where the results indicated a good correlation
between antioxidant activities and total phenolic content (R? = 0,8959 for FRAP; R? = 0,8383
for ABTS et R? = 0,9800 for DPPH). I. macrocalyx and I. nigritana which presented the
strongest of flavonoides and flavonols contents presented best enzymes inhibitions and anti-
bacterial activities. However the strongest inhibition of the LOX is obtained with I. colutea
extract, better antioxidant and rich in gallic and cafeic acid. It arises that the species tested,
constitute good sources of antioxidant, drugs for anti-inflammatory purpose, anti Alzheimer
disease and antibacterial activities. These activities can justify their use in the treatment of
malaria, dysentery, skin disease, inflammatory and hepatitis. 1. macrocalyx extract, good
inhibitor of the XO, can be used in the treatment of gout.
Key words: Indigofera, phytochemistry, phenolic, tannins and flavonoids, antioxidant

activity, enzymes, bacteria, Burkina.
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INTRODUCTION

L’utilisation des plantes médicinales pour guérir ou prévenir certaines maladies est
une pratique rencontrée dans tous les pays du monde. Le régne végétal, parce qu'autotrophe,
est une source inépuisable de molécules pouvant présenter un intérét thérapeutique. La mise
au point continuelle de méthodes de criblage biochimique et biologique contribue a
I”isolement de composés bioactifs a partir d’extraits végétaux (Poubelle et Borgeat, 2000). De
plus, la performance croissante des techniques analytiques et préparatives, ainsi que I’accés de
plus en plus facilité a la littérature, rendent leur caractérisation plus aisée.

De nos jours entre 20 000 et 25 000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée
humaine. On estime jusqu'a 75% les médicaments qui ont une origine végétale et 25% d'entre
eux contiennent au moins une plante ou une molécule active d'origine végétale (Newman et
al., 2000). Selon I’OMS (2003), pres de 6 000 espéces de plantes sont utilisées en Afrique,
dont plus de 4 000 sont des plantes médicinales, cela représente environ 90 % de la médecine
traditionnelle en Afrique. Il faut noter que particulierement en Afrique, les populations, en
majorité rurales, sont confrontées a une insuffisance de la couverture en besoins sanitaires et a
I'inaccessibilité des médicaments essentiels souvent a prix élevés (OMS, 2003).

Les plantes médicinales peuvent étret étre donc une alternative pour ces populations,
cependant il existe peu de preuves systématiques de leur innocuité et de leur efficacité. En
effet, malgré une connaissance certaine des plantes et de son environnement, I’Homme
demeure cependant fréquemment victime d’intoxications accidentelles dues aux plantes.

Dans le contexte sanitaire actuel, il y a un besoin continu de nouvelles molécules pour
prévenir et/ou soigner de nombreuses pathologies comme le VIH-SIDA et les infections
opportunistes (tuberculoses, diarrhées, maladies cutanées,..), le paludisme, les infections
bactériennes et fongiques ainsi que les maladies associees aux stress oxydatif (hypertension
artérielle, cancers, diabéte, artérioscléroses, rhumatismes, la goutte, la maladie d’Alzheimer,
les maladies cardiovasculaires, respiratoires et inflammatoires) (Halliwell et al., 1990;
Sweeney et al., 2001).

De plus en plus, des résistances aux médicaments les plus utilisés, souvent les moins
chers, se répandent sans oublier les effets secondaires liés a la prise de certains médicaments
d'origine synthétique ou naturels.

Parmi les potentialités biologiques reconnues des plantes, I'activité antioxydante présente un
intérét de plus en plus grandissant a cause des roles importants que jouent les composes anti-

oxydants, retrouves au niveau des plantes, dans le traitement et la prévention des maladies du



stress oxydant (Cole et al., 2005; Liu, 2003; Riboli and Norat, 2003). En plus, le potentiel
inhibiteur ou immunostimulateur des extraits de plantes sur les enzymes, sont de plus en plus
exploités in vitro et in vivo. Car il faut noter que plusieurs enzymes sont impliquées dans les
maladies métaboliques. C'est I'exemple de la xanthine oxydase (XO), de la lipoxygénase
(LOX) et de I'acétylcholinestérase (AChE) qui sont impliqués, respectivement, dans I'étiologie
de la goutte, de I'inflammation et de la maladie d'Alzheimer.

Inhiber ces enzymes c'est aussi lutter contre ces maladies mais aussi contre le stress oxydatif
(Ferraz Filha et al. 2006; Salah et al., 2005; Sweeney et al., 2001).

Vu, I’intérét scientifique que suscitent les médicaments d’origine végétale, on assiste,
ces derniéres annees, a la valorisation thérapeutique des molécules biologiquement actives
contenues dans les espéces vegétales. Cela se traduit par la naissance de nouvelles molécules
d’origine naturelle parmi lesquels on peut citer le taxol (issu de Taxus baccata L. (Taxaceae))
et ayant des propriétés anticancéreuses remarquables (cancers de I’ovaire et du sein) et de
I’artemisinine (isolée de Artemisia annua L. (Asteraceae)) pour ses propriétes antipaludiques
(Hostettmann, 2001).

Malgré cette multiplicité des recherches déja menées sur les plantes, les résultats restent
insuffisants quand on pense que seul environ 15 % du nombre de plantes ont fait |I’objet d’une
étude systématique en vue de la recherche de composés bioactifs (Cragg et al., 1997).

Dans la recherche de nouveaux médicaments a partir des plantes, I’utilisation de
données de la medecine traditionnelle locale comme source primaire d’informations s’avere
d’une importance capitale. A travers ces études sont recherchées I’innocuité, I’efficacité, la
qualité, pour un usage rationnel des drogues a base de plantes ce qui répond bien aux besoins
du moment.

Dans ce cadre, le genre Indigofera (Fabaceae), riche en polyphénols, constitue un
immense réservoir de métabolites secondaires bio-actifs nouveaux. Leurs potentiels anti-
plasmodique (Nacoulma, 1996), antimicrobien (Adamu et al., 2005; Dahot et al., 1999;
Esimone et al., 1999; Leite et al., 2006; Thangadurai et al., 2002), hepatoprotecteur
(Shahjahan et al., 2005; Singh et al., 2006; Spreepriya et al., 2001), anti-oxydant (Bakasso et
al., 2008; Gyamfi et al., 1999; Spreepriya et al., 2001), anti-tumorale (Han, 1994; Christina et
al., 2003; Rajkapoor et al., 2004; Viera et al., 2006), anti-inflammatoire (Aziz-Ur-Rehman et
al., 2005; Christina et al., 2003; Esimone et al., 1999; Perumal Samy et al., 1998; Sharif et
al., 2005) et insecticide (Kamal et Mangla, 1993) ont également été démontrés.

Nos travaux précédents (Bakasso, 2004) ont permis de caractériser des groupes

chimiques a savoir les flavonoides, les tanins, les anthraquinones, les saponosides, les stérols



et triterpenes dans les extraits de tiges feuillées d'Indigofera nigritana Hook F.. Les composés
phénoliques et flavonoides totaux ont aussi été doses et I’extrait méthanolique épuisé (EME) a
donné respectivement 15,99 + 0,28 mg GAE et 12,52 + 0,10 mg QE pour 100g d’extrait. Le
méme extrait avait donné une bonne activité antioxydante, avec une ICso de I’ordre de 8
pug/ml vis-a-vis du DPPH.

C’est au vu de tous ces résultats et observations que nous avons jugé utile d’aller plus
loin, en approfondissant nos études sur cette espéce mais aussi sur d’autres espéces du méme
genre a savoir |. colutea (Burm.) Murrill, 1. macrocalyx Guill. et Perr., I. pulchra willd et I.
tinctoria L.

Les cing (5) espéces, qui ont fait I’objet de la présente étude, sont largement utilisées
en medecine traditionelle. Ainsi au Burkina Faso, au Niger, au Nigeria tout comme dans
certains pays asiatiques, ces plantes sont utilisées dans le traitement du paludisme, des
infections bactériennes, de la constipation, des dermatoses et des plaies (Kerharo et Adams,
1974; Nacoulma, 1996; Perumal Samy et al., 1998). Des études récentes ont démontré que les
extraits de Indigofera tinctoria ont des ativites hépatoprotectrices (Singh et al., 2006).
Cependant nous disposons de peu de données sur le profil phytochimique et biologique
complet des especes de la présente étude malgré leur large utilisation en médecine
traditionnelle.

Tous ces faits nous ont améné a juger necessaire d'étudier ces 5 espéces a travers des
criblages phytochimiques et biologiques dans le but de confirmer ou d'infirmer le bien-fondé
de leurs utilisations pour le traitement de certaines maladies.

Notre travail s’inscrit donc dans le cadre d’une contribution & une meilleure connaissance de
la phytochimie et des activités biologiques de cing espéces du genre Indigofera.
De facgon spécifique, il s’est agit de:
- rechercher les tissus de biosynthése ou de stockage des métabolites secondaires a
travers une étude histochimique des cing espéces.
- caractériser et doser les principaux métabolites secondaires pour une meilleure
connaissance de la phytochimie de ces plantes.
- évaluer les activités biologiques afin d’infirmer ou de confirmer le bien-fondé des
utilisations de ces plantes sur la base de criblages biologiques a savoir les activités anti-
oxydante, anti-bactérienne et inhibitrice de certaines enzymes "marqueurs"” de certaines
maladies comme I’acétylcholinestérase pour la maladie d'Alzheimer, la lipoxygenase pour

les inflammatons (asthme), la xanthine oxydase pour la goutte



Ce présent document s’articulera sur trois parties:

La premiere partie de ce travail concerne tout d'abord I’étude bibliographique des
plantes. Cette étude commence par une présentation des Fabaceae en particulier du genre
Indigofera. Elle se poursuit par une synthése des principaux résultats phytochimiques
antérieurs et des propriétés biologiques relatives aux espéces du genre Indigofera.

La deuxiéme partie traite des matériels et méthodes utilisés dans cette étude.

Enfin, le troisiéme volet est consacré aux résultats phytochimiques et biologiques
personnels obtenus & partir des tiges feuillées des cing Indigofera et de discussion des
résultats, cette partie se termine par une conclusion générale suivie des perspectives de

recherche.



PREMIERE PARTIE: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE . PRESENTATION DU GENRE Indigofera
(FABACEAE)

. LA FAMILLE DES FABACEAE

Les Fabaceae représentent une grande famille constituée de plantes ligneuses
(zones tropicales) et herbacées (zones tempérées) avec quelques arbres et arbustes qui
regroupent environ 12 000 especes réparties en 400 a 500 genres dont le genre Indigofera. La
distribution des Fabaceae est trés cosmopolite, on les trouve partout dans le monde.
Les especes de la famille des Fabaceae possédent des feuilles généralement alternes,
imparipennées, trifoliolées et stipulées. Cependant on peut noter quelques légéres variations
sur le nombre et la forme de folioles. Leurs racines sont généralement pivotantes et laissent
apparaitre des nodosités a rhizobium qui se forment si le sol est pauvre en azote.
Les Fabaceae possédent un seul carpelle et un ovaire unique qui est supére, surmonté d’un
style et d’un stigmate. Les inflorescences sont en grappes plus ou moins allongées, les fleurs
sont cyclisées, hermaphrodites et fortement zygomorphes par la corolle. La corolle présente
une forme dite "papilionacée™ c’est a dire a symétrie bilatérale et une préfloraison imbriquée,
descendante ou vexillaire. Elle est constituée de cinq pétales disposés en forme de papillon.
La grande famille des Fabaceae doit son unité a son fruit, appelé gousse ou légume et a sa
corolle papilionacée d’ou le nom de Légumineuses sous lequel cette famille est plus connue.
La gousse est un follicule déhiscent qui s’ouvre par deux fentes longitudinales en deux valves
portant chacune une rangée de graines exalbuminées.

Le genre Indigofera représente a lui seul plus de 700 espéeces reparties dans les régions
tropicales et subtropicales Africaines, Asiatiques, Australiennes, Sud et Nord Américaines
(Hassen et al., 2006). Les Indigofera en dehors de leurs roles prépondérants dans les fourrages
des animaux, car peu toxiques, et dans I’industrie textile, constituent de nos jours une source
importante de métabolites secondaires (flavonoides, roténoides et acides phénols) dont le role
pharmacologique est bien connu (Tableau 1). Ces plantes sont en outre largement utilisées en

médecine traditionnelle et des propriétés pharmacologiques leurs sont attribuées (Tableau 2).



. PHYTOCHIMIE DE QUELQUES ESPECES DU GENRE

Indigofera.

La revue bibliographique sur la phytochimie de quelques espéces du genre Indigofera

est résumée dans le tableau 1.

Tableau 1: Composés identifiés et/ou isolés de quelques espéeces du genre Indigofera

Indigofera sp.

Composés identifiés et/ou isolés

Références Bibliographiques

I. colutea (Burm.)
Murrill

Composés phénoliques

Sekar et al., 1999

I. dendroides Jacq.

Tanins,  flavonoides,  saponosides,

glycosides cyanogeniques

Esimone et al., 1999

I. aspalathoides Vahl

Flavonoides et alcaloides

N-nitrosodiethylamine

Rajkapoor et al., 2004

I. hetrantha Wall. Acides phénoliques Aziz-Ur-Rehman et al., 2005
Flavonoides, stérols et triterpenes

I. hebepetala Flavonoides triglycosylés Hasan et al., 1996

I. longeracemosa Indigoferabietone Thangadurai et al., 2002

decahydropyridoquinoline, xanthene

Thangadurai et al., 2001

I. oblongifolia Forsk

Indigotine, xanthene et  acide

indigoferique

Sharif et al., 2005

l. tinctoria L.

Roténoides

Indigodoides, indirubine
Furanoflavonoides

Acide trans-tetraco-15-enoique

Indirubine

Kamal et Mangla 1993
Andreotti et al., 2004
Narender et al., 2006
Singh et al., 2006
Han, 1994

Partant des propriétés biologiques de chacun des composeés identifiés ou caractérisés

(roténoides, terpénoides, stérols, saponosides, isoflavonoides) dans le genre Indigofera,

certaines propriétés de ces especes peuvent étre justifiées. En effet, des investigations faites

"in vitro" et "in vivo" des roténoides retrouvées dans les extraits de |. tinctoria sur les larves

des moustiques (Anopheles stephensi) et sur les Callosobruchus chinensis adultes, ont montré




que ces composés ont des propriétés insecticides et antiplasmodiques (Kamal et Mangla
1993). On leur attribue aussi des propriétés anti-tumorales (Han, 1994).

La composition en polyphénols d'Indigofera tinctoria peut aussi justifier son pouvoir
antioxydant (Singh et al., 2001) et dans une moindre mesure son réle hepatoprotecteur (Singh
et al., 2006). Il a par ailleurs été rapporté que I. arecta, . macrocalyx et I. nigritana sont
riches en flavonoides et isoflavonoides en plus I. macrocalyx et I. nigritana sont

particuliérement riches en saponosides et en triterpenes (Nacoulma, 1996).

lll.  PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DE QUELQUES
ESPECES DU GENRE Indigofera

Les espéces du genre Indigofera connues surtout pour leur potentiel en indigo
(colorant), sont de plus en plus étudiées pour leurs propriétés biologiques. Les propriétés

biologiques attribuées a certaines de ces especes, sont regroupées dans le tableau 2.

[ll.1. Propriété anti-protozoaire du genre Indigofera

Des études ont montré que I. leptoclada et I. tinctoria sont utilisées pour leurs
propriétés anti-protozoaires dans le plateau central du Burkina Faso (Nacoulma, 1996). Kamal
et collaborateurs (1993) ont pu isoler des roténoides dans I’extrait de I. tinctoria a qui les
propriétés anti-protozoaires ont été attribuées. Les propriétés anti-protozoaires de cette plante,

rapportées par Nacoulma (1996), peuvent donc étre attribuées aux roténoides.

[11.2. Propriété anti-microbienne

Plusieurs especes du genre Indigofera ont montré des propriétés antimicrobiennes. En
effet, les travaux réalisés sur le décocté de I. pulchra par Adamu et collaborateur (2005) ont
montré des activités inhibitrices sur Proteus mirabilis et Staphylococus aureus; I’extrait
méthanolique de I. colutea inhibe Proteus vulgaris (Puremal Samy et al., 1998). D’autres
travaux ont montré que les extraits de I. dendroides (Esimone et al., 1999), I. doleoides
(Mathabe et al., 2006), 1. oblongifolia (Dahot et al.,1999), et I. suffruticosa (Leite et al., 2006)
ont des proprietés anti-bactériennes. En plus I. oblongifolia (Dahot et al., 1999) et I.

suffruticosa (Leite et al., 2006) ont montré des propriétés antifongiques.



Tableau 2: Propriétés pharmacologiques de quelques especes du genre Indigofera

Propriétés

Indigofera sp.

Références

Anti-plasmodique

arrecta Hochst. ex A. Rich , I. leptoclada Harms.

macrocalyx Guill. & Perr., I. nigritana Hook f.

Nacoulma, 1996

Anti-protozoaire

. leptoclada Harms
l.

tinctoria L.

Nacoulma, 1996 ;
Kamal et Mangla., 1993

Anti-bactérienne

. dendroides Jacqg.

arrecta Hochst., |. daleoides Benth.

. longeracemosa Stem.
. oblongifolia Forsk
. pulchra Willd.

. suffruticosa Mill

Nacoulma, 1996

Mathabe et al., 2006

Esimone et al., 1999

Thangadurai et al., 2002.

Dahot et al., 1999

Adamu et al., 2005; Leite et al., 2006

Anti-fongique

. nigritana Hook F.
. oblongifolia Forsk
. suffruticosa Mill.

Nacoulma, 1996
Dahot et al., 1999
Leite et al., 2006

Antidyslipidemique

. tinctoria L.

Narender et al, 2006

Hepatoprotectrice

. tinctoria L.

. oblongifolia Forsk

Singh et al., 2006; Spreepriya et al.,
2001; Shahjahan et al., 2005

Anti-tumorale

. suffruticosa Mill.
. tinctoria L.

. aspalathoides Vahl

Vieira et al., 2006
Han, 1994

Christina et al., 2003
Rajkapoor et al., 2004.

Anti-oxydante

. tinctoria L.

. arrecta Hochst. ex A. Rich

Spreepriya et al., 2001
Gyamfi et al., 1999

Anti-venimeux I. tinctoria L. Nacoulma, 1996

I. pulchra Willd Abubakar et al., 2006
Insecticide . tinctoria L. Kamal et Mangla, 1993
Anti-épileptique, I. tinctoria L. Singh et al., 2006

anti-hemorrhoidaire

[11.3. Utilisations comme anti-plasmodique et anti-protozoaire

Les études réalisées par Nacoulma (1996) ont rapporté que I. arrecta, |. leptoclada, .

macrocalyx et I. nigritana sont utilisés dans le traitement du paludisme au Burkina Faso.




Selon les enquétes ethnobotaniques realisees par Adamu et al. (2005) dans I’état de Bauchi
(Nigeria), la plante entiere de I. pulchra est utilisée dans le traitement du paludisme mais aussi

contre la dysenterie.

[ll.4. Propriétés anti-tumorale et anti-inflammatoire

Selon les travaux de Rajkapoor et collaborateur (2004) et ceux de Christina et
collaborateurs (2003), les extraits de I. aspalathoides inhibent la prolifération de certaines
cellules tumorales comme Ehrlich ascites et ascitic lymphoma leur conférant ainsi des
propriétés antitumorales. En Chine, I’utilisation traditionnelle d'Indigofera tinctoria en
medecine traditionnelle a permis d’identifier I’indirubine qui serait efficace contre les
leucémies chroniques (Han, 1994).

Plusieurs espéces du genre Indigofera ont aussi montré des propriétés anti-
inflammatoires, c’est le cas de I. aspalathoides (Amala et al., 1982; Christina et al., 2003) , de
I. dendroides (Esimone et al., 1999) et I. hetrantha (Aziz-Ur-Rehman et al., 2005) et I.
colutea (Perumal Samy et al., 1998). I. oblongifolia qui, a travers I’indigotine et I’acide
indigoferique qu’il contient, inhibe la lipoxygenase. Cette inhibition in vitro confére a cette

plante des propriétés anti-inflammatoires (Sharif et al., 2005).

[11.5. Propriété anti-radicalaire des extraits des Indigofera

L’activité antioxydante des extraits de certaines especes du genre Indigofera a été
aussi prouvee. Ainsi les extraits de I. tinctoria et . arrecta ont montré des activités
antioxydantes d’apres les travaux de Spreepriya et al. (2001) et ceux de Gyamfi et al. (1999)
respectivement, en inhibant le DPPH.

[11.6. Propriété hépatoprotectrice

Les études de toxicité induite par le tétrachlorure de carbone et le D-galactosamine,
réalisées sur les rats ont montré I’effet protecteur de 1. oblongifolia (Sharif et al., 2005) et de
. tinctoria (Singh et al., 2006; Spreepriya et al., 2001) vis a vis du foie des rats.



[11.7. Autres propriétés des Indigofera

Nacoulma (1996) a rapporté I’utilisation de I. nigritana et I. macrocalyx comme étant

des plantes immunostimulantes. La poudre de I. tinctoria est utilisée en combinaison avec les

intestins calcinés de hérisson dans le traitement de la maladie de Newcastle. En outre |I.

tinctoria a montré des propriétés insecticides (Kamal et Mangala, 1993), anti-hémorroidaires,

anti-épileptique et anti-ulcéreuse (Singh et al., 2006). En plus, I’extrait de cette plante réduit

considéerablement le taux de cholestérol sanguin (Narender et al., 2006). 1. mysorensis, quand

a elle, a montré des propriétés antidiabétiques (Chakrabarti et al., 2006).

IV. GENERALITES SUR LES ESPECES ETUDIEES

Les cing espéces du genre Indigofera, qui ont fait I'objet de la présente étude a savoir

Indigofera colutea (Burm. f.) Merr., Indigofera macrocalyx Guill. et Perr, Indigofera

nigritana Hook F., Indigofera pulchra Willd. et Indigofera tinctoria Linn., sont représentées

sur les photo n°1, 2, 3, 4 et 5 respectivement.

IV.1. Classification (Cronquist, 1988)

Régne :

Végétal

Embranchement :

Spermaphytes

Sous Embranchement:

Angiospermes

Classe: Dicotvlédones
Sous Classe: Rosidae
Ordre: Fabales
Superfamille: Leguminosaceae
Famille: Fabaceae
Genre : Indigofera
ES éceS A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
P Indigofera colutea Indigofera Indigofera Indigofera Indigofera
(Burm. f.) Merr. macrocalyx nigritana pulchra Willd. tinctoria L
Gill. & Perr. Hook f. '

Figure 1: Classification des espéces retenues.
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IV.2. Indigofera colutea (Burm. f.) Merr.

Synonyme: Indigofera viscosa Lam.

Description

Photo 1: Indigofera colutea (Burm. f.) Merr, récoltée a Taab-Tenga province de Kadiogo,

Sepembre, 2005, Bakasso.

Indigofera colutea (Burm. f.) Merr. (photol) est une plante annuelle ou vivace, herbe a
50 cm de hauteur, avec des tiges sur lesquelles apparaissent des poils.
Elle présente des feuilles longues de 3,5 cm; a stipules linéaires de 2 a 3 mm de long. Les
inflorescences de longueur qui varient entre 1,5 et 4,5 cm. Les gousses, longues de 15 a 25

mm, sont toujours glandulaires avec plusieurs graines.

Données phytochimiques
Il existe peu de données sur la phytochimie de I. colutea. Sekar et al. (1999) ont

rapporté I'existance de composés phénoliques dans I'extrait de 1. colutea.
Utilisation traditionnelle et pharmacologie

D’apres les travaux de Puremal Samy (1998), I. colutea est utilisée dans le traitement

des douleurs de I’estomac. Les mémes auteurs ont démontré que la fraction méthanolique de
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I. colutea est active sur le Proteus vulgaris. Des travaux récents réalisés par Maregesis et al.
(2008) sur les jeunes pousses de la méme espece, ont montré que les extraits hexanique et

méthanolique sont actives sur Bacillus cereus et Staphylococcus aureus.

IV.3. Indigofera macrocalyx Guill. and Perr.

Nom local mooré: Tebeg poonré

Description

Photo 2: Indigofera macrocalyx Gill. and Perr. , récoltée a Taab-Tenga province de Kadiogo,
Ao(t, 2005, Bakasso.

Indigofera macrocalyx Gill. and Perr. (Photo 2) ou plante a grand calice est une
herbacée annuelle a tiges étalées pouvant atteindre 0,5 metre de haut, a feuilles imparipennées
alternes. Chaque feuille est composée d’un rachis long de 2 a 4 cm, pouvant porter 2 a 8
paires de folioles opposées. Les folioles sont elliptiques et longues de 6 a 12 mm, larges de 3
a 6 mm. La foliole terminale est généralement plus longue que les autres, avec un sommet

arrondis. Le pétiole est de long de 2 8 6 mm avant les premiéres folioles.
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Elle présente des fleurs en glomérule et une corolle rouge brique longue de 3 mm et un calice

a 5 dents foliacées longues de 4 mm.

Les fruits se présentent sous forme de petites gousses, a I’intérieur de chacune d’elles se

forme une seule graine rousse suborbiculaire large de 1 8 5 mm.

Données phytochimiques
La présence des saponosides, des isoflavones et des triterpénoides a été rapportée dans les

tiges feuillées de Indigofera macrocalyx par Nacoulma (1996).

Utilisation traditionnelle et pharmacologie

Une étude ethnobotanique de Indigofera macrocalyx a été menée aupres de plusieurs
herboristes du plateau central du Burkina. Cette plante s’avere étre trés utilisée dans le
traitement de plusieurs pathologies.

En effet, les tiges feuillées et la plante entiére sont utilisées en interne tout comme en
externe contre la fatigue, les retards locomoteurs des enfants, le paludisme, la constipation et
I’impuissance. Les racines sont en outre utilisées contre les poux (Nacoulma, 1996). D’autre
part il a été rapporté que le décocté d’inflorescences séchees, additionné de jus de citron et de

sel, est donné en boisson, comme purgatif (Berhaut, 1974).

IV.4. Indigofera nigritana Hook F.

Nom local Mooré: bugvan yénéga
Francais: Indigotier du Niger

Description et habitat

Indigofera nigritana Hook f. (Photo 3) est une herbacée annuelle ou vivace pouvant
atteindre plus de 150 cm de long. Elle présente des feuilles alternes imparipennées,
minuscules et tres variables. Sur les tiges principales sont observés des longs rachis portant 2
a 6 paires de folioles et des poils naviculaires des deux cotés. Ces feuilles sont homogeénes,
isolées au sommet et portées par un pédoncule axillaire long de 10 a 12 mm.

Les fleurs, de couleur rouge brique, sont petites (3 mm). Les fruits sont des gousses

cylindriques, pubescentes et portant un court bec au sommet. Ils sont de formes trés variables.
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(Berhaut, 1974; Nacoulma, 1996). Cette plante appelée aussi indigotier du Niger était récoltée
d’abord sur les bords du fleuve Niger. Elle est fréquente sur le bord des cours d’eau, des

galeries forestieres et les terres inondables (Berhaut, 1974; Nacoulma, 1996).

Photo 3: Indigofera nigritana Hook F., récoltée a Taab-Tenga province de Kadiogo,

Sepembre, 2005, Bakasso.

Données phytochimiques
La plante contient des flavonoides, des saponosides, des tanins galliques, des stérols,
des triterpénes, des isoflavones, des huiles essentielles, des alcaloides quinolizidiniques et des

colorants rouges (Bakasso, 2004; Nacoulma, 1996).

Utilisation traditionnelle et pharmacologie

Les tiges feuillées de la plante sont largement utilisées en tradithérapie en usage
interne ou externe selon les résultats des travaux effectués dans le plateau central du Burkina
Faso (Nacoulma, 1996).
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Usage interne
Les tiges feuillées de cette plante sont utilisées dans le traitement du paludisme, des douleurs
gastro-intestinales chez I’enfant, des dermatoses, des mycoses, de la bourbouille, des
infections sexuellement transmissibles (1.S.T.), des néphrites, de I’épilepsie, du diabete, de

I’hypogalactie et de la fatigue (Nacoulma, 1996).

Usage externe
Les mémes parties de la plante sont utilisées pour soigner les mycoses, les dermatoses, les
furoncles, les plaies, les bralures et les aphtes. On I’utilise en outre comme source de
colorants rouges dans les textiles (Nacoulma, 1996). Indigofera nigritana pourrait donc avoir
des propriétés fortifiante, tonique, stimulante, dépurative, antifongique, antiseptique et

febrifuge et méme colorante.

IV.5. Indigofera pulchra Willd.

Description

T

Photo 4: Indigofera pulchra Willd., récoltée a Taab-Tenga provincede Kadiogo, Sepembre, 2005, Bakasso.
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Indigofera pulchra Willd (Photo 4), est une plante suffrutescente, jusqu'a 1 m de haut.
Elle présente des feuilles simples ou trifoliolées sur les rameaux avec des poils naviculaires

parfois peu visibles.

Données phytochimiques

Nous ne disposons pas de données phytochimiques sur Indigofera pulchra.

Utilisation traditionnelle et pharmacologie

Selon les travaux de Abubakar et al. (2006), les extraits de I. pulchra donnent jusqu’a
40 % de protection contre une dose minimale létale de venin provenant de cobra (Naja
nigricollis) administrée aux souris. D’autres auteurs aprés avoir rapporté que la plante entiere
est traditionnellement utilisée dans le traitement de la malaria et la dysenterie, ont démontré
que le macéré aqueux de la plante a une activité sur Staphylococus aureus et sur Proteus
mirabilis (Adamu et al., 2005).

IV.6. Indigoferatinctoria L.
Mooré: Garga (sing), garsé (plu)
Haousa: baba
Francais: Indigotier

Description et habitat

Indigofera tinctoria Linn. (Photo 5) est une plante arbustive, vivace buissonnante
haute de 1 ma 1 m 50, a feuilles imparipennées alternes. Les rachis long de 5 a 6 cm portent 4
a 6 paires de folioles généralement bien opposées. Les folioles en formes ovales et elliptiques
sont longues de 10 a 25 mm, larges de 7 a 12 mm, de base en coin large ou arrondies; sommet
arrondi et souvent légerement émarginé.
Les fleurs en racéme axillaire sont longues de 3 & 10 cm avec des corolles longues de 5 mm
avec une pubescence blanchatre sur les calices et les boutons floraux.
Les fruits, gousses linéaires légerement arquées, sont longs de 25 a 30 mm, larges de 2 a 2,5
mm, ils contiennent 12 & 13 graines.
Cette plante se rencontre surtout aux environs des villages et des lieux habités. Sa région

d’origine serait les Indes (Behaut, 1973).
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Indigofera tinctoria est répandue dans les fles du Cap Vert, en Afrique tropicale,
Madagascar et Asie du Sud-Est (Adjanohoun et al., 1985).

Photo 5: Indigofera tinctoria Linn. récoltée a Taab-Tenga provincede Kadiogo, Sepembre, 2005, Bakasso.

Données phytochimiques

Plusieurs métabolites secondaires ont été identifiés et isolés des extraits de I. tinctoria.
En effet, Kamal et Mangla (1993) ont pu isoler et identifier des roténoides a savoir la
degueline, la dehydrodegueline, le roténol, la roténone, la tephrosine et le sumatrol. Une
année plus tard, Han (1994) a pu isoler I’indirubine de I. tinctoria, d’autres auteurs ont isolé le
méme composé en 2004 en plus de I’indigodoide (Andreotti et al., 2004),

Singh et collaborateurs ont d’abord isolé I’indigotine en 2001 puis I’acide trans-
tetracos-15-enoique en 2006 dans I’extrait de I. tinctoria. Narender et collaborateurs (2006)

ont pu isoler trois furano-flavones ainsi qu’un flavonol glucoside rare.

Utilisation traditionnelle et pharmacologie

Les feuilles pilées se mettent sur les dartres blanches, elles s’emploient aussi en bains
comme fébrifuges. La poudre de feuilles déterge les plaies anciennes. Les racines sont
diurétiques, et utilisées contre la blennorragie (Behaut, 1973).

17



La partie aérienne est utilisée en préalable a une autre médication pour en accentuer
I'effet, et en association dans des préparations utilisées contre la lépre (Adjanohoun et al.,
1985).

Selon les résultats des travaux de Spreepriya et al. (2001) sur les rats, I’extrait de
Indigofera tinctoria (prétraitement a la dose 500 mg/kg de poids corporel) entraine une
augmentation de fuite de LDH, la diminution des niveaux d'urée dans le foie aprés une
perfusion avec D-Galactosamine (5 mM) ou du tétrachlorure de carbone (0,5 mM). Les
résultats indiquent I’effet hépatoprotecteteur de 1. tinctoria chez les rats contre la toxicité de
D-galactosamine (D-GalN) et le tétrachlorure de carbone (CCly).

Dans la méme optique Singh et collaborateurs (2001) ont montré que I’indigotine
(Figure 2) (FA), obtenue par fractionnement d'un extrait éthéré de la tige feuillée de
Indigofera tinctoria, a présenté une forte activité hépatoprotectrice contre la CCl, induite chez
les rats et les souris. Cela a montré I'effet préventif et réparateur de la FA dans le processus
des dommages induit au foie des animaux. La fraction posséde un haut coefficient
thérapeutique, car ces mémes auteurs n’ont pas observé de mortalité a la dose de 2 g/kg chez
la souris.

Han (1994) a isolé I’indirubine des extraits de Indigofera tinctoria, ce composé est de

nos jours d’une grande utilité dans le traitement de la leucémie chronique.

Indigotine Indican

Figure 2: Structure de I'indigotine (colorant bleu) et de I' indican
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CHAPITRE Il. GRANDS GROUPES CHIMIQUES DES
ESPECES DU GENRE Indigofera

|. LES ALCALOIDES

I.1. Classification et biosynthese

Les alcaloides sont des substances azotées, basiques, d’origine naturelle a structures
complexes. Certains alcaloides dérivent soit des acides aminés (alcaloides vrais), soit des

terpénes (alcaloides terpéniques ou proto-alcaloides).

D’autres sont des amines simples ou I’atome d’azote n’est pas inclus dans un systeme
hétérocyclique (cas des pseudo-alcaloides) (Bruneton, 1993). La figure 3 donne quelques

structures des alcaloides quinolizidiques et pyridiniques.

[.2. Activité biologique

Les alcaloides agissent sur le systéme nerveux central comme dépresseurs (morphine),
comme stimulants (caféine) ou sur le systeme nerveux autonome comme sympathomimétique
(éphédrine), parasympathomimetique (ésérine), anti-cholinergique (atropine). Ils sont aussi
curarisants, anesthésiques locaux (cocaine), antifibrillants (quinidine), anti-tumoraux
(ellipticine), antipaludiques (quinine) et amoebicides (émetine) (Bruneton, 1993; Christina et
al., 2003; Nacoulma, 1996).

Q CHs
HSC\N N CH30
A A
') N

)

Y
ITI EHg A
CHs N
Caféine Quinine Nicotine
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Ellipticine Atropine

R HsC—N ° O/ Coo
v 7
o A CT
\N
H ol |

Cha

Cocaine
Cytisine R=H Trigonelline
Méthyl-cytisine R = CH3

Figure 3 : Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996)

. LES COMPOSES PHENOLIQUES

II.1. Les Acides phénols et les phénols simples

I1.1.1. Classification et biosynthése

Les phénols simples

Ce sont des composés a noyaux benzéniques liés a des groupements hydroxyles libres ou
engagés dans des liaisons hétérosidiques, éther ou ester. La figure 4 représente quelques

phénols simples.

(R
H (H
Iy
Iy
Phénol Catéchol Hydroquinone: R = H

Figure 4: Structures chimiques de quelques phénols simples (Bruneton, 1993).
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Acides phénols

Ce sont des composés formés d'un ou de plusieurs noyaux benzéniques présentant une ou

plusieurs fonctions carboxyliques. Ils dérivent des acides benzoique et cinnamique parmi

lesquels on peut citer les acides férulique, cinnamique, caféique et p-coumarique (Bruneton,

1993; Velazquez et al., 2003). Le tableau 3 montre la structure de quelques acides phénols et

phénols simples.

11.1.2. Activité biologique

Les phénols simples et acides phénols sont anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires

(cas des arbutosides). Les propriétés anti-inflammatoires sont surtout attribuées aux dérives

salicyliques. lls sont aussi utilisés pour leurs propriétés anti-oxydante (Vélasquez et al.,

2003), anti-tumorale, antifongique et antibactérienne. Certains esters hétérosidiques phényl-

propanoiques peuvent inhiber les enzymes de la phosphodiestérase de I’AMPc (Bruneton,

1993).

Tableau 3 : Structure de quelques acides phénols et phénols simples

Structures Substitutions Réferences
COOH
OH Acide salicylique: R = H Bruneton, 1993
R
CODH L ) L
Dérivés de I’acide salicylique Bruneton, 1993;
Acide vanillique: Ciulei, 1982,
R;=0CHs3, R, =0OH,R3=H Wagner et Bladt,
Ry R Acide protocatéchique: R1 =R, =OH,Rz3=H | 1996
! Acide gallique: R; =R, =R3=0H
7
COOH e . . :
Dérives des acides phényl-propaniques Bruneton, 1993;
G Acide cinnamique: R; =R, =R3=H Ciulei, 1982,
Acide p-coumarique: R; = R3; =H, R, = OH Wagner et Bladt,
Acide férulique: R; = OCH3, R,=OH, R3=H | 1996
Acide caféique: R; =R, =0OH, Rz = H
Rs Ry
Ry
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I1.2. Les Flavonoides

11.2.1. Classification et biosynthése

Le terme flavonoide désigne le nom commun de pigments végétaux largement
distribués dans le regne végétal et sont couramment consommés quotidiennement sous forme
de fruits, légumes et boissons telles que le vin et le thé. Ils sont responsables de colorations
des fruits, des fleurs et souvent des feuilles.

L’origine biosynthétique des flavonoides est I’enchainement 2-phényl chromane qui est aussi
I’élément structural de base de tous les flavonoides (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996). L es
flavonoides possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux

cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en Cs (Figure 5).

/

Figure 5: squelette de base des flavonoides

Leur biosynthese se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2'4'6'-
tétrahydroxychalcone (Bruneton, 1993). Par l'action d'enzymes, cette chalcone de couleur
jaune, est métabolisée en différentes classes de flavonoides: chalcones, flavanones, aurones
(jaune), 2,3-dihydroflavonol ou flavanonols, flavones (ivoire), anthocyanidine (rouge-bleu),
flavonols (jaune) et catéchines. Des étapes ultérieures, surtout de glycosylation et d'acylation,
ameénent les flavonoides a la forme definitive dans laquelle ils se trouvent "in vivo™.

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire. A I'état naturel, on trouve tres souvent les
flavonoides sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont
alors glycosylées. La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone.

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois. Certains flavonoides sont plus spécifiques de

certains tissus.
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Par exemple, les anthocyanes sont plut6t localisés dans les parties externes des fruits, fleurs et

feuilles. Les chalcones se retrouvent plus fréeqguemment dans les pétales des fleurs.

11.2.2. Activité biologique des flavonoides

Leur fonction principale est la pigmentation des plantes (aspect esthétique indéniable,
culminant dans les fleurs des végétaux supérieurs). Les flavonoides, en particulier les
anthocyanes, sont les seules molécules du regne végétal capables de produire une vaste
gamme de couleurs, susceptibles de donner des teintes allant du jaune-orangé au bleu, en
passant par le pourpre et le rouge. Les flavones, aurones et chalcones donnent plut6t des
couleurs jaune, voire blanche. Si tous les flavonoides n'absorbent pas dans le domaine visible,
ils présentent tous une bande dans l'ultra-violet proche du visible. Certains insectes, telle que
I'abeille, distinguent les fréquences de radiation dans le domaine ultra-violet et visible et
montrent des préférences pour certaines teintes. Cela contribue a assurer la survie de l'espéce
lors de la pollinisation. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains
insectes par leur godt désagréable, peuvent également jouer un réle dans la protection de ces
plantes. lls protégent les plantes vis-a-vis des rayonnements nocifs solaires.

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical. Ils sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une
multitude  d’activités  biologiques, notamment des propriétés  antioxydantes,
vasculoprotectrices (oedemes, antihémorroidaires), antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-
inflammatoires, antiulcéreuses et méme anti-tumorales significatives (Elliott et al., 2000;
Fenglin et al., 2004; Nacoulma, 1996; Raj Narayana et al., 2001; Ueda et al., 2002; Yenjai et
al., 2004). Ils sont capables de chélater les ions métalliques, largués a partir de leur protéine
de fixation ou de transport. Ces ions métalliques renforcent les effets délétéres du stress
oxydatif en stimulant la production des radicaux hydroxyles (OH-) (Nijveldt et al., 2001;
Sahnoun et al., 1998). Ce sont des inhibiteurs enzymatiques a I’égard de I’aldose réductase,
de la protéine kinase C et des enzymes de I’inflammation: la cycloxygénase, la phospholipase
A; et la lipoxygénase (Bruneton, 1993; Derbel et al., 2005; Middleton et al., 2000; Nijveldt et
al., 2001). Certains d’entre eux réduisent I’activation du complément, diminuant de facon
générale la réponse inflammatoire (Bruneton, 1993, Nijveldt et al., 2001).

Par exemple, les proanthocyanidols présents dans le vin rouge, peu dans le vin blanc, ont une
activité protectrice contre l'infarctus du myocarde, et s'opposeraient aux processus de

formation des plaques athéromateuses dans les arteres (Bruneton, 1993).
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Une activité anti-HIV leur a également été attribuée gréace a leur potentiel inhibiteur anti-VIH
(vis-a-vis de la transcriptase inverse et I’ADN-polymérase de ce virus). Les flavonoides
atténuent le pouvoir infectieux ou affectent la réplication intracellulaire d’autres virus comme
le virus respiratoire syncytial, I’herpés simplex virus et les adénovirus (Nijveldt et al., 2001).
Ils sont également doués de propriétés hepatoprotectrices, diurétiques, antibactériennes,
hypocholestérolémiantes et antithrombotiques (Bruneton, 1993; Nijveldt et al., 2001).

Puisque ces composés sont d’une part synthétisés par les plantes en réponse a une infection
microbienne, on leur attribue aisément des propriétés antimicrobiennes. Leur activité serait
probablement liée a leur capacité a se complexer avec les protéines.

Leurs propriétés anti-microbienne et anticancéreuse ont aussi été montrées (Hernandez et al.,
2002; Raj Narayana et al., 2001; Yenjai et al., 2004). Le tableau 4 résume quelques classes de

flavonoides.
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Tableau 4: Structures de quelques flavonoides

Structures

Substitutions

Références

Flavonols

Quercétine: Ry =0OH, R, = H,
Kaempferol: R; = R, = H,
Myricétine: R; = R, = OH

Structure d'un flavonol glycoside isolé
d'Indigofera tinctoria L.
R = rhamnose

Bruneton, 1993
Raj Narayana et al., 2001

Flavones

Génines

Apigénine: R=H

Lutéoline: R = OH

Hétérosides

Apigénine-8-C-glucoside (Vitexine)
Lutéoline-5-O-glucoside (Galutéoline)

Bruneton, 1993;
Raj Narayana et al., 2001
Wagner et Bladt, 1996.

Flavanones et flavanonols
Naringenine: R; =R, =H, R; = OH
Eriodyctiol: R; =H, R, = R;= OH
Taxifoline: Ry =R, =R3=0H

Bruneton, 1993;
Raj Narayana et al., 2001
Wagner et Bladt, 1996

Isoflavones
Génisteine: Ry =R, =0OH
Daidzine: R; =H, R, = O-glu

Bruneton, 1987;
Bruneton, 1993;

Raj Narayana et al., 2001
Wagner et Bladt, 1996
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Phény lalanine + 4-coumary |-CoA

1) phénylalanine ammania lyase (PAL)
2) chalcone-synthase (CHS)

D\Qi’(\ aurone
2.4, E4 tEtrahydruxy chalcone OH
chah:una -isomerase ( EHI HO 0 O
flavone- synthase ‘
OH 0 i

flavone

Havannne

l(?S)—ﬂavununE 3-hydroxylase (F 3H)

0H
HO ] 0 O flav onal-sy nthase
OH

0H I

flavanonal 12

dihy droflav onol 4-réductase (DFR)
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Figure 6: Réactions enzymatiques conduisant aux principales familles des flavonoides
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I1.3. Roténoides

11.3.1. Classification et biosyntheése
Les roténoides dérivent des isoflavonoides, ils ont en commun un systeme a quatre

cycles, dont le principal représentant est la roténone (Figure 7).

11.3.2. Activité biologique des roténoides

L’activité la plus reconnue des roténoides est celle insecticide (Bruneton, 1993; Kamal
et Mangla, 1993). La roténone est surtout responsable de ces propriétés; elle est active aussi
bien par contact que par ingestion, en inhibant la chaine respiratoire mitochondriale dés les
premiéres étapes, elle inhibe par exemple la NADH déshydrogénase (enzyme & Fe®")
(Bruneton, 1993). Kamal et Mangla (1993) ont montré que les roténoides isolés d'Indigofera
tinctoria ont une activité larvicide sur les larves des moustiques.

Les roténoides sont promis a étre des agents anti-tumoraux. En effet, Konoshima et al.
(1993) ont démontré que ces composés ont une bonne activité contre la tumeur de la peau.
D’autres études sur ces mémes composes, par exemple ceux extraits de Clitoria fairchildiana

(Fabaceea)ont montré une faible toxicité et une activité anti-inflammatoire intéressante.

DeguelineR = H Formononétine R = CH3
Tephrosine R = OH R = H, Daidzéine

Figure 7: Quelques structures des roténoides

I1.4. Coumarines

11.4.1. Classification et biosynthése
Ce sont des dérivés du phénol propane, qui tirent leur nom de "Coumarou", nom de la
féeve Tonka (Dipteryx odorata Willd), d’ou fut isolée la premiére coumarine (Bruneton, 1993).

La figure 8 illustre quelques structures des coumarines.
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N Coumarine: R =R, =R3=H
" ] 0 Fraxétol: R1 =R, = OH, R3 = O CH;
z ; Ombelliférone: R1 = R3=H, R, = OH
|

Esculétol: Ri=H, R, =R3 = OH
Herniarine: Ry =Rz =H, R, = O CHs

Figure 8: Structures de quelques coumarines (Bruneton, 1993; Wagner et Bladt., 1996).

11.4.2. Activité biologique des coumarines

Les propriétés pharmacologiques des coumarines sont plus ou moins limitées,
néanmoins on leur attribue des propriétés symptomatiques. Certaines furanocoumarines, tels
bergeptene, psoralene, sont photosensibilisantes. Les pyranocoumarines (vismdine) luttent
souvent contre les troubles de la sénescence cérébrale. On peut aussi leur attribuer les
propriétés anti-inflammatoires (traitement symptomatique des manifestations articulaires)
(Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

I1.5. Tanins

11.5.1. Classification et biosynthése

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles. Il existe deux groupes
principaux de tanins, les tanins non hydrolysables ou condensés (proanthocyanidols car
conduisant aux anthocyanidols en milieu acide a chaud) et les tanins hydrolysables (Bruneton,
1993) (Figure 9).

B
H COOH
Ry
HO (H
(H
Gallocatéchol: R; = R, = OH, Acide gallique (Tanin hydrolysable)

Catéchol: Ri=0OH, R, = H

Figure 9: Structures des tanins non hydrolysables et hydrolysables (Ciulei, 1982).
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11.5.2. Propriétés biologiques des tanins

Les tanins sont antidiarrhéiques et protegent la peau et la muqueuse. lls sont anti-
septiques, vasoconstricteurs des petits vaisseaux superficiels et favorisent la régénération des
tissus (en cas des blessures superficielles ou brdlures). Ils précipitent les métaux lourds, la
gélatine, les alcaloides et d’autres protéines. Ils inhibent par ailleurs la peroxydation des
lipides, de la réplication des virus en inhibant la transcriptase inverse (Bruneton, 1993;
Fenglin et al., 2004; Nacoulma, 1996).

[1.L6. Quinones

11.6.1. Classification et biosynthése

Les quinones sont des composés oxygénés correspondant a I’oxydation des dérivés
aromatiques substitués avec deux fonctions cétones, phénoliques ou d’autres métabolites
secondaires comme les terpénes, les flavonoides (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).
On distingue:
- les benzoquinones qui sont des pigments rouges trouvés dans les Meliaceae et les
Capparidaceae.
- les naphtoquinones qui sont des pigments jaunes ou oranges retrouvés chez les
Lythraceae, les Ebenaceae, les Verbenaceae et les Bignoniaceae,
- les anthraquinones, pigments rouge-orangés retrouvés couramment chez les Fabaceae,

les Rubiaceae et les Liliaceae (Figure 10).

Ry I R
Ry Ry
Nap . . Ar I
Juglone: R; = H, R, = OH, Emodol: R; = R3 = R4 = OH, R, = CH3.
Lawsone: R; = R, = OH, Rheine: R; = R;= OH, R, = COOH; Rz = H
Plumbagone: R; = CH3, R, = OH
Naphtoquinones Anthraquinones

Figure 10 : Structures chimiques des anthracénosides (Bruneton, 1993).
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11.6.2. Activité biologique des quinones

Les anthraquinones sont responsables du brunissement de certains fruits et organes de
plantes. Ce sont aussi des intermédiaires dans la synthese de la mélanine chez I’lhomme
(Schmidt, 1988). Ils peuvent inhiber I’activité Na*-K*/ ATPasique des entérocytes par blocage
de la résorption de I’eau, du sodium et du chlorure en augmentant la sécrétion du potassium
au niveau de la muqueuse intestinale (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

Les quinones sont caractérisées par leur tres grande réactivité. Elles se complexent de
facon irréversible avec les acides aminés nucléophiles rendant ainsi les protéines inactives.
Elles sont a cet effet, des potentiels antimicrobiens et les principales cibles seraient les
adhésines et les protéines des surfaces cellulaires des microorganismes.

Les quinones sont aussi laxatives, anti-fongiques, anti-protozoaires, anti-virales, anti-
spasmodiques. D’autres quinones ont révélé des propriétés purgatives, c’est le cas des dérivés
anthracéniques (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

Enfin les naphtogquinones des Lythraceae (Lawsonia inermis L.), henné sont utiles

pour leur pouvoir colorant des phanéres (peau, cheveux, ongles).

II.7. Anthocyanosides

11.7.1. Classification et biosynthése

Les anthocyanosides sont des composés phénoliques qui se caractérisent par une
génine comportant un noyau flavylium ou cation 2-phénylbenzopyrilium.
Ce sont des pigments hydrosolubles responsables de la coloration rouge, rose, pourpre, bleue
ou violette de la plupart des feuilles ou des fleurs des plantes.
Les anthocyanosides sont instables en milieu aqueux donnant lieu a des variations de couleur
en fonction du pH. lls sont sensibles a la chaleur, a la lumiére, aux métaux lourds et insolubles
dans les lipides. Les anthocyanidols, génines des anthocyanosides, dérivent du cation 2-

phényl-benzopyrylium ou cation flavylium (Figure 11).
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Ri=R;=H Pélargonidol (Py)

R1 =R, = OCHg Malvidol (Mv)
R1=R,=0H Delphinidol (Dp)
Ri=0OH,R,=H Cyanidol (Cy)
R, =0 CHs, R, = OH Pétunidol (Pt)
Ri=0CHs; R,=H Paeonidol (Pn)

Figure 11: Structures des principaux anthocyanidols (Bruneton, 1993 ; Wagner et Bladt, 1996).

11.7.2. Propriétes biologiques des anthocyanosides

Les anthocyanosides agissent sur les capillaires en diminuant leur perméabilité et en
augmentant leur resistance. Ils ont par ailleurs une action anti-oedémateuse et augmentent la
régénération du pourpre rétinien (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

Les anthocyanes sont des colorants naturels hydrosolubles et solubles dans I'alcool,
utilisés dans les industries (cosmétique, textile et alimentaire).
En milieu acide fort (pH<3), les anthocyanes sont sous forme cationique et donne une
coloration rouge stable.

En milieu acide faible, 4<pH<®, le cation donne des quinonoidescolorées en bleu.

.  COMPOSES TERPENIQUES

llI.1. Classification et biosynthese

Les composés terpeniques sont issus de la condensation «téte a queue» d’unités
isopréniques. Selon la structure du squelette on distingue des monoterpénes, des triterpénes

et/ou stéroides (saponosides, hétérosides cardiotoniques) et des caroténoides.

[11.2. Saponines

Ce sont des hétérosides trés répandus dans le régne végétal (saponaires), caractérisés
par leur propriété tensio-active. lls sont généralement a génine triterpénique (triterpénoides)

ou stéroidique (stéroides) (Figure 12).
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e

Diosgénine (sapogénine) Spirostane (saponoside stéroidique)
Figure 12 : Structures chimiques de quelques saponosides

Les steroides présentent une similarité avec des hormones naturelles de I’hnomme ce

qui explique leur activité hormonale (Baykal et al., 1998; Bruneton, 1993).

Les saponosides sont hémolytiques et toxiques (surtout a I’égard des animaux a sang
froid). Ils sont aussi fongicides, mollusquicides, anti-inflammatoires, anti-oedémateuses,
analgésiques, spermicides, anti-tussives et expectorants mais peuvent egalement faciliter

I’absorption des éléments nutritifs (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

I11.3. Caroténoides

Ils sont formés par I’enchainement de huit (8) unités isopréniques caractérisés par la
présence d’au moins dix (10) doubles liaisons conjuguées (Figure 13). Dans ce groupe on
peut distinguer des carotenes (molécules hydrocarbures) et les xanthophylles (molécules a
fonctions hydroxyles). Ils sont utilisés pour leur photosensibilit¢ médicamenteuse, comme
anti-urticaire solaire, en pharmacie en tant que colorant naturel. Ils ont une action préventive a

I’égard des affections dégénératives (Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).

Canthaxanthine

Figure 13: Structures chimiques de quelques caroténoides (Wagner et Bladt, 1996).
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[11.4. Hétérosides cardiotoniques
Ce sont des hetérosides a genines stéroidiques de type cardénolide dont la partie osidique

est généralement oligosidique (B-D-digitoxose ou a-L-Rhamnose) (Figure 14).

Q/u

Convalloside: R = 3-D-glc-(1—4)-a-L-rha-(1—)

0 Convallatoxine: R = a -L-rha-(1—)

H
H

Figure 14: Structures des hétérosides cardiotoniques (Bruneton, 1993; Wagner et Bladt, 1996).

Les hétérosides cardiotoniques agissent sur le coeur en modifiant la force et la vitesse
des contractions du muscle cardiaque et sur la fréquence et la conductibilité du myocarde
(Bruneton, 1993; Nacoulma, 1996).
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CHAPITRE IIl: GENERALITES SUR QUELQUES ACTIVITES
BIOLOGIQUES

I. ACTIVITE ANTIOXYDANTE

.1. Définition

Dans les systemes biologiques, un antioxydant est une substance qui, en faible
concentration comparativement a la quantité des substances oxydables telles les especes
oxygéneées réactives (ROS), retarde significativement ou prévient I’oxydation des substrats
comme les lipides, les protéines, les DNA et les carbohydrates. Son rdle est d’intercepter les
radicaux libres avant qu’ils ne réagissent avec le substrat (Tiwari, 2004).

Les antioxydants biologiques sont repartis en deux classes selon Ziyatdinova et al. (2005):

- les composés a faible poids moléculaire (tocophérols, acide ascorbique, B-carotene,
glutathion, acide urique, bilirubine, ...).

- les protéines (albumine, transferrine, le superoxyde dismutase, la catalase, la

glutathion peroxydase, caeruloplasmine, ferritine).

Les antioxydants incluent le systeme de réparation, les enzymes antioxydants, les facteurs
affectant I’homéostasie vasculaire, le signal de la transduction et I’expression des genes

(Tiwari, 2004). Les antioxydants empéchent globalement I’apparition du stress oxydatif.

[.2. Radicaux libres et formes réactives dérivées de I'oxygene

Un radical libre est une espéce chimique (un atome ou une molécule) possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe lui procurant une tres grande réactivité.
Comme l'indique la réaction ci-dessous, il peut résulter d'un échange mono-électronique ou
d'une rupture homolytique de liaisons covalentes. Le radical libre est beaucoup plus réactif
que lI'atome ou la molécule dont il est issu. Il est soit oxydant ou réducteur. 1l a par conséquent

une durée de vie trés courte.
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+ -
Formation de 2 ions A + ‘B
/ (Coupure hétérolytique)
A:B
Formation de 2 radicaux libres A' + ‘B
(Coupure homolytique)

Réaction 1 : Réaction simplifiée montrant les coupures donnant lieu aux EOR

Les agressions extérieures comme les UV peuvent donner naissance a des radicaux
libres qui ont la capacité d’induire des réactions en chaine dans la plupart des tissus vivants.
Mais I’essentiel des radicaux libres est issu du métabolisme de I’oxygene. L’oxygéne,
indispensable a la vie, n’est donc pas absolument inoffensif. Ils contribuent ainsi au
vieillissement cellulaire (Govindarajan et al., 2005) et aux cancers. Selon les travaux de
Govindarajan et al. (2005) et ceux de Heim et collaborateurs (2002), ils sont capables
d’induire les athéroscléroses, les attaques cellulaires, le diabéte, les maladies

neurodegénératives et les maladies auto-immunes.

[.3. Origine des especes oxygénées réactives (ROS)

Les espéces oxygénées réactives (EOR) sont definies comme étant toute espéce trés
réactive compte tenu de I’existence d’au moins un électron libre sur son orbitale électronique
externe (Govindarajan et al., 2005).

Ces especes regroupent I’ensemble des dérivés radicalaires de I’oxygéne comme RS® (thiyl);
O, * (anion superoxyde); RO® (radical alkoxyle); ROO® (radical peroxyde avec R = substrat
organique); mais également d’autres composés non radicalaires tres réactifs (chimiquement
instables) comme le peroxyde d'hydrogene (H,O;), I’hydroperoxyde (ROOH) ou I'oxygene
singulet (10,).

Ces espéeces chimiques ont une réactivité et une toxicité tres variables suivant par exemple
I'ordre: OH*>R0O*>HOO*>RO0*>NO*

La formation des EOR requiert la présence de métaux de transition comme le fer ou le
cuivre qui agissent comme catalyseurs incontournables dans toute la chimie des radicaux
libres. Par reduction monoélectronique, I'oxygene donnera naissance a des especes 0xygénees
activées (EOR) parmi lesquelles figurent des radicaux libres comme I'anion superoxyde ou le

radical hydroxyle (OH).
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Notre organisme produit donc en permanence ces EOR. Il existe trois voies de génération
endogene des EOR.

- la chaine de transport des électrons située au niveau des mitochondries.

- la flambée respiratoire des cellules phagocytaires (indispensable a la défense immunitaire)

- I’activité des enzymes.

I.4. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre les anti-oxydants et les oxydants
en faveur des derniers. Les origines du stress oxydant sont multiples et résultent d’une
formation des espéces oxygénées réactives (EOR).

Si les EOR sont produites en quantité trés importante, elles auront des effets néfastes en
induisant un phénomene d’apoptose dans des cellules saines ou en activant divers géenes
codant pour I’expression de cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion. Par
ailleurs, les EOR, de par leur nature instable, sont particulierement réactionnelles et seront
capables de provoquer des dégats cellulaires importants. En effet, elles peuvent :

- inactiver des protéines et des enzymes,

- oxyder les sucres (glucose),

- provoquer des cassures et des mutations au sein de I’ADN,

- induire des processus de peroxydation lipidique au sein des acides gras poly-insaturés
des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire (Heim et al., 2002).

Les EOR peuvent donc potentiellement réagir avec chaque composant cellulaire et
provoquer son oxydation. Les cibles préférentielles des EOR sont les lipides, les protéines et
les bases constitutives du matériel génétique. Un déséquilibre entre oligo-éléments peut
également favoriser I’apparition d’un stress oxydatif (excés du cuivre par rapport au zinc par

exemple).

I.5. Meécanisme de défense contre les radicaux libres

L’equilibre entre les effets positifs et négatifs des EOR est particulierement fragile.
Les mécanismes de defense contre la toxicité des EOR sont nombreux et proviennent de
sources diverses (Govindarajan et al., 2005; Pincemail et al., 2004).
Notre organisme posséde un certain nombre de moyens de défenses contre les atteintes des

radicaux libres mettant en jeu le systéme immunitaire et des enzymes.
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Dans le systeme enzymatique il existe deux niveaux de défenses, les defenses primaires ou
interviennent la SOD (Super Oxyde Dusmutase), la glutathion peroxydase (GPx) (Se) et
certaines catalases (EC 1.11.1.6). Dans les défenses secondaires interviennent la glutathion
transférase et la glutathion réductase qui constituent une source endogene.

D’autres protéines comme la ferritine, la transferrine, la céruléoplasmine et I’albumine
interviennent dans I’activité antioxydante (Pincemail et al., 2004).

Les antioxydants tels que les vitamines (A, E et C), les B-carotene, lycopéne,
ubiquinol-10, bilirubine, les oligo-éléments comme le zinc, le sélénium, le cuivre, le
manganese, certains polyphénols (les flavonoides, les acides phénols, les coumarines, les
quinones), les alcaloides et certaines huiles essentielles, constituent la seconde source de
défense de I’organisme contre les radicaux libres. Les parties les plus actives de ces molécules
sont les hydroxyles libres, les noyaux aromatiques, les doubles liaisons éthyléniques souvent
conjuguées, qui permettent de donner des électrons et de rester stables par mésomérisation
(Heim et al., 2002; Raj Narayana et al., 2001).

La formation de radicaux libres dans I’organisme est constante et nécessaire a la vie,
mais les excés dépendent de facteurs extérieurs tels que le stress, la fatigue et les exercices

physiques intensifs.

I.6. Méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées dans les différents laboratoires pour la détermination
de I’activité antioxydante. Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant
d’un compose sont regroupées selon leur principe :

- Evaluation de produits résultant de I’oxydation

Comme exemples nous avons I’évaluation des peroxydes et le dosage d’hydroperoxydes.

- Evaluation de I’aptitude du composé a piéger des radicaux libres:

La capacité du produit a piéger les radicaux libres implique la création de radicaux.

On peut citer les méthodes DPPH (2,2-dipheny-I-picrylhydrazyl) (Koleva et al., 2002), ABTS
(2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) (Villano et al., 2004).

Des méthodes électrochimiques ont été développées pour la mesure de I’activité
antioxydante des fluides biologiques (Ziyatdenova et al., 2005). Comme exemples nous avons
la méthode voltamétrique cyclique qui est utilisée pour quantifier les antioxydants de faible

poids moléculaire dans le plasma et la mesure de la capacité antioxydante totale du plasma, la
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détermination de I’activité de la catalase. Elle est basée sur la mesure du complexe stable du
radical peroxyde avec le molybdéne d’ammonium (Ziyatdenova et al., 2005).

Il existe d’autres méthodes qui permettent par exemple d’évaluer la capacité réductrice
des composés c’es le cas de la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)
(Thaipong et al., 2006).

ll.  ACTIVITES ENZYMATIQUES

[I.1. Définition de I'homéostasie et de I'enzyme

L'homéostasie est un processus par lequel un organisme maintien constantes les
conditions internes nécessaires a la vie. Cet équilibre fait intervenir le systeme de surveillance
(vérification), le systéme nerveux central, le systétme neuroendocrinien, les mécanismes
d'ajustement et les valeurs normales physiologiques. L'homéostasie est nécessaire parce que
les organismes sont le siége de nombreuses réactions chimiques (métabolisme) qui produisent
des déchets toxiques et épuisent les réserves de réactifs indispensables.

Les enzymes sont des biocatalyseurs protéiques qui activent chacune, une réaction
biochimique spécifique contribuant ainsi a I'homéostasie dans le systeme biologique (Granner
etal., 1989).

[I.2. R6le des enzymes dans |I'organisme vivant

Les enzymes jouent un réle tres important dans le maintien de I'équilibre de
I'organisme. Leur importance biomédicale est indiscutable car elles régulent le métabolisme et
I'noméostasie, contrdlent les vitesses de syntheses et, interviennent dans le processus de
défense de l'organisme. En effet, I’organisme dispose de systéemes de défense, contre les
radicaux libres, constitués d’un dispositif endogéene de nature enzymatique représenté par les
superoxydes dismutases (SOD), les catalases a cofacteur fer et les glutathions peroxydases a
cofacteur sélénium (GPx). De nombreux autres systemes enzymatiques existent comme les
glutathions transférases; les thioredoxines réductases ou la thyroide peroxydase.

Cependant, si certaines enzymes interviennent dans la défense de l'organisme ou dans
d'autres activités contribuant a I'homéostasie, plusieurs autres enzymes sont responsables de

plusieurs pathologies (Enzymo-pathologies) telles que les inflammations, la goutte et la
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maladie d'Alzheimer. C'est le cas de la xanthine oxydase (XO), des lipoxygéenases (LOX), des
cyclo-oxygénases (COX), de I'acétylcholinestérase (AChE).

Ces enzymes peuvent étre des marqueurs dans les traitements des maladies dans lesquelles
elles sont impliquées. On peut donc a défaut de tester les drogues sur modele animal ("in
vivo™), évaluer leurs activités "in vitro", en ciblant les enzymes (sur modele enzymatique)
connaissant leur responsabilité dans I'étiologie des différentes maladies.

C'est ainsi gu'on peut inhiber la LOX et la COX quand pour traiter ou soulager les
inflammations (Editorial, 2005; Li et al., 2003; Poubelle et al., 2000), I'AChE pour traiter la
maladie d'Alzheimer ou lutter contre la résistance des insectes aux insecticides (Lopez et al.,
2002) et la XO pour traiter ou soulager la goutte (Kong et al., 2000).

[1.3. Quelques inhibiteurs enzymatiques connus

La plupart des inhibiteurs des enzymes sont synthétiques et souvent non spécifiques.
Toutes ces caractéristiques font d'eux des composés souvent a effets secondaires. Le tableau 5
donne quelques exemples d'inhibiteurs enzymatiques utilisés dans le traitement de certaines

maladies.

Tableau 5: Quelques inhibiteurs d'enzymes et maladies ciblées.

Inhibiteurs Maladie Enzyme ciblée Limites/Effets secondaires
traitée
Allopurinol goutte Xanthine oxydase Diarrhées, crampes d’estomac,

nausees, éruptions cutanées,

urticaire, démangeaisons

Naproxene, Ibuproféne | inflammations | Lipoxygénase (LOX), Douleur gastro-intestinale, ulceres,

et Piroxican Cyclo-oxygénases (COX) | insuffisance rénale, hypertension

[1.4. Quelques enzymes impliqguées dans les maladies métaboliques

11.4.1. Les lipoxygénases
Les lipoxygénases ou dioxygénases sont des enzymes qui insérent I'oxygéne aux
positions 5, 12 et 15 de l'acide arachidonique, donnant ainsi naissance a des hydroperoxydes

d'ou trois LOX différents. Elles sont retrouvées dans les plaquettes et les leucocytes.
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Elles catalysent la peroxydation "in vivo" jouant ainsi un important role biologique. Les
leucotrienes, produits issus de la transformation de l'acide arachidonique par la voie de la
lipoxygénase, sont des importants régulateurs dans plusieurs maladies impliquant des
réactions d'hypersensibilités inflammatoires ou immédiates tel l'asthme. Les leucotrienes
surtout les LTB4, de méme que leur récepteur et les enzymes nécessaires a leur biosynthese,

représentent des cibles pharmacologiques prometteuses (Ling et al., 2003).

11.4.2. Les cycloxygénases

Les protéines COX sont présentes sous deux formes: COX -1 et COX -2.

La COX -1 intervient dans de nombreux processus physiologiques, comme la
formation de prostaglandines qui protege les tissus internes de I’estomac et la fonction rénale.
elle est aussi responsable de la production de thromboxane A, qui favorise une coagulation
sanguine anormale dans les arteres (thrombose) qui a pour résultats des infarctus ou des
accidents cérébro-vasculaires. (Li et al., 2003).

La COX-2 est directement impliquée dans la propagation des cellules cancéreuses et
I’inflammation chronique. La cyclooxygénase-2 (COX-2) est une enzyme clé qui aide
I’organisme & produire les prostaglandines et cytokines. La Cox-2 est indispensable car sans
elle nous ne serions pas capables de combattre les infections ni de guérir des blessures. Mais
lorsque I’organisme produit trop de COX-2, cela a pour résultats une inflammation et des
douleurs chroniques. La COX-2 est directement impliquée dans la propagation des cellules
cancéreuses et I’inflammation chronique. L’utilisation d’inhibiteurs de la COX-2 permet de
diminuer la production de PGE-2 et, de réduire I’inflammation.

Les prostaglandines sont produites par tous les tissus et les cellules inflammatoires en réponse
a un stress ou aux stimuli inflammatoires. Physiologiquement les prostaglandines agissent
surtout comme modulateurs de l'activité de I'adénylcyclase en contr6lant I'agrégation

plaquettaire et en inhibant I'effet de I'hormone antidiurétique dans les reins.

11.4.3. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase a un poids moléculaire de 270 000 c'est une grosse protéine et
chaque unité enzymatique est liée a deux molécules de flavine (liée sous forme de FAD),
deux atomes de molybdene et huit atomes de fer. C'est une enzyme du foie, du rein et du petit

intestin.
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Elle catalyse le métabolisme des nucléotides puriques et pyrimidiques, elle joue a cet effet, un
role important dans la santé de I'Homme. En effet, elle catalyse I'oxydation de I'hnypoxanthine
en xanthine, puis de la xanthine en acide urique.

Chez I'Homme, la xanthine oxydase se retrouve normalement dans le foie et sous une
forme non libre dans le sang. En cas d'atteinte hépatique grave, la xanthine oxydase est
larguée dans le sang, si bien qu'une mesure sanguine de XO permet de déceler les dommages
hépatiques. Les maladies qui comportent les anomalies dans le métabolisme des purines et des
pyrimidines comprennent la goutte, le syndrome de Lesch-Nyhan, le syndrome de Rye, la
déficience d'adénosine désaminase et la déficience de purine nucléoside phosphorylase
(Granner et al., 1989). De plus, la maladie de Von Gierke ou de déficit en glucose-6-
phosphatase qui résulte d'une augmentation de la production de ribose-5-P (précurseur
duPRPP) entraine aussi une excrétion excessive d'urate. De méme, l'acidose lactique associée
eleve le seuil rénal de la écrétion des urates, augmentant les urates organiques totaux.

Dans le cas de la goutte, c'est I'accumulation accrue de l'acide urique au niveau des
articulations qui provoque la maladie. La xanthine oxydase est une voie métabolique de la
formation de l'acide urique; I'allopurinol, qui est un inhibiteur de la xanthine oxydase, est

utilisée dans le traitement de la goutte; cependant il présente des effets secondaires

11.4.4. L'acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans lI'étiologie des maladies
neurodégératives dont la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 2007)

Sur le plan purement pathologique, la maladie d’Alzheimer se caractérise par une
destruction plus ou moins rapide des cellules nerveuses du cerveau.
Or, plusieurs études d’imagerie cérébrale confirment que les atteintes d’une zone spécifique
du cerveau, la zone hippocampale, constituent un des premiers éléments caractéristiques de
cette terrible affection. Les neurobiologistes, intéressés par la démence Alzheimer, ont
démontré sur le plan biochimique une accumulation excessive d’une protéine normalement
peu abondante dans le cerveau de sujets sains, I’amyloide (Ferreira et al., 2006). On suspecte
que I’amyloide est impliquée dans I’apparition des processus menant a la mort neuronale,
notamment de I’apoptose. Les études des marqueurs biochimiques de la maladie d’ Alzheimer,
indiquent également la présence d’altération de I’activité phospholipasique de type A, (PL
A,) dans les régions du cerveau touchées par cette maladie. Les chercheurs n’ont jusqu’ici

accordé qu’assez peu d’attention aux enzymes PLA, comme mécanisme initiateur de la
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maladie d’Alzheimer, un systeme cellulaire pourtant particulierement important dans les
processus d’inflammation et d’apoptose a I’échelle de I’organisme (Rhee et al., 2001)

L'AChE est retrouvée chez les insectes et par le phénoméne neurotransmeteur aide les
insectes a résister aux insecticides (Yi et al., 2006).

ll.  ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

1.1. Généralités

L’inflammation est une réaction des tissus vivants a une Iésion ou une stimulation
cellulaire excessive ou normale due a une agression d’origine mécanique, chimique ou
immunologique. L’inflammation est impliquée dans de nombreuses maladies incluant non
seulement des pathologies articulaires mais aussi les maladies cardio-vasculaires ou les
cancers.

L’inflammation est caractérisée par des niveaux élevés de métabolites de I’acide
arachidonique qui sont produits a travers deux voies enzymatiques différentes, celles des
cyclo-oxygénases (COX) et des lipoxygénases. A partir de I’acide arachidonique, les COX
(COX2) vont permettre la production des prostaglandines et de thromboxanes, tandis que les
lipoxygénases (LOX) vont synthétiser les leucotriénes, les lipoxines et les acides
eicosatétraenoiques.

Les leucotriénes sont de puissants médiateurs inflammatoires liés a I'allergie qui ont un réle
important dans les réactions allergiques mais, également, dans I’ischémie, les accidents

cerébro-vasculaires ou la maladie d’Alzheimer (Lopez et al., 2002)

I11.2. Reéactions inflammatoires

La réaction inflammatoire est une réponse normale 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 (histamine,
sérotonine). Des études récentes ont mis en lumiere une interaction entre les enzymes pro
inflammatoires lipoxygénases (LOX), et des maladies comme des cancers, des maladies de
cceur ou I’asthme. Les enzymes cycloxygénases sont également lourdement impliquées dans

un certain nombre de maladies.
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111.2.1. Les différentes réactions inflammatoires
Il existe deux types d’inflammations:
L’inflammation primaire, de cause immédiate et localisée, et la secondaire est celle qui se

développe a distance sous I’influence d’un agent pathogene

111.2.2. Phases de I’inflammation

La réaction inflammatoire comporte une suite coordonnée d’événements:

- la phase précoce ou phase vasculaire, caractérisée par une vasodilatation artériolaire
qui conduit a un érythéme, une chaleur locale, une hyperesthésie, et un oedeme.

- la phase secondaire ou phase cellulaire, caractérisée par la migration extra vasculaire
(diapédése) et la libération de cytokine qui sont a I’origine de I’activation cellulaire. 1l se
forme alors des tissus de granulation (granulome).

- la phase terminale ou phase de régénérescence qui correspond a la sclérose du tissu
par élimination des débris cellulaires et tissulaires par un mécanisme de phagocytose et de

pinocytose.

I11.3. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capables d’atténuer ou de supprimer le
processus inflammatoire.
On distingue deux grands groupes d'anti-inflammatoires.
- Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Editorial, 2005).
C’est une classe pharmaceutique qui posséde des propriétés antalgiques, antipyrétiques et
anti-inflammatoires. On y trouve l'aspirine, l'ibuprofene, I'indométacine.
Ils constituent le traitement le plus prescrit contre la douleur et I'inflammation dues a l'arthrite
dans le monde. Toutefois, les AINS peuvent causer de sérieux effets secondaires tels que des
ulcéres et des saignements gastro-intestinaux. Dans certains cas, leur utilisation cause la mort.
Il a été démontré que les AINS exercent leurs actions anti-inflammatoires en partie par
I'inhibition de la COX.
- Les anti-inflammatoires stéroidiens ou gluco-corticoides (AlS).
Les gluco-corticoides constituent une classe thérapeutique qui a des propriétés anti-

inflammatoires, anti-allergiques et immunosuppressives.

43



Ils sont représentés par la cortisone et I’hydrocortisone qui sont des produits naturels sécretés
par la corticosurrénale et les produits synthétiques.

En plus des anti-inflammatoires connus, I’utilisation d’inhibiteurs naturels de ces
enzymes, comme des extraits de plantes, peut aider a réduire le risque de développement de

ces pathologies.

I11.4. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires

Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS ont une similitude dans leurs effets thérapeutiques liés a I’inhibition de la
synthése des prostaglandines en bloguant la synthése de la cyclo-oxygénase (COX) qui
catalyse la formation des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique. Ils entrainent une
diminution de la migration cellulaire et des actions des tissus conjonctifs (glycoprotéine,
collagéne).

Anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides

Les glucocorticoides empéchent la formation de glycérophospholipides membranaires
en acide arachidonique par la production d’enzyme lipocortine. lls diminuent la migration des
polynucléaires, monocytes, macrophages vers les sites de I’inflammation et la production de

mediateurs comme la sérotonine, I'histamine et les cytokines.

1.5. Méthode d’évaluation de I'activité anti-inflammatoire

111.5.1. Inflammation locale de I’oreille

Ce principe consiste a provoquer une inflammation au niveau de I’oreille du rat, par
application locale d’huile de croton. Cette inflammation peut étre réduite par application
locale de substance anti-inflammatoire (Colot, 1972).
111.5.2. Arthrite a I’adjuvant de Freund

Elle consiste a réduire I’arthrite chronique provoquée au niveau de la patte du rat, par
injection de Mycobacterium butyricum par certaines substances anti-inflammatoires.
111.5.3. Oedéme de la patte a la carrhagénine

Cette méthode consiste a verifier I’action inhibitrice des médicaments anti-
inflammatoires préventifs sur I’oedéme provoqué par injection de carrhagénine sous

I’aponévrose plantaire de la patte postérieure d’une souris (Ozbek et al., 2005).
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111.5.4. Méthodes enzymatiques

Ce sont des méthodes généralement "In vitro ", elles sont basées sur I’inhibition des

certaines enzymes liées a I’inflammation. C’est I’exemple de la 12-lipoxygénase (12-LOX), la

cyclooxygenase-1 (COX-1) et la cyclooxygenase-2 (COX-2) (Wangensteen et al., 2006;

Ziakas et al., 2006).

IV. ACTIVITE ANTI-BACTERIENNE

IV.1. Bactéries pathogénes

Ce sont des bactéries qui sont responsables de maladies. Elles sont classées en

bactéries Gram-négatifs, Gram-positifs et bactéries alcoolo-résistantes (BAAR).

Le tableau 6 donne la liste de quelques bactéries et les maladies dont elles sont responsables.

Tableau 6: Quelques bactéries et maladies

Groupe de bactéries

Maladies causées

Bactéries Gram-positifs

Bacillus cereus

toxi-infections; infections oculaires et respiratoires

Staphylococcus aureus

Furoncles, pneumonie

Streptococcus hémolytique

Angine, infection cutanées, rhumatisme

Streptococcus pneumoniae

Pneumonie communautaire

Bactérie Gram négatifs

Vibrio cholerae

Choléra, gastroentr

Escherichia coli

Infections urinaires, dirrhées infecteuses

Haemophilus influenzae type b

Meningite, pneumonie

Neisserias aerugionosa

Blennorragie

Salmonella typhimurium

Fievre typhoide

Pseudomonas aerugionosa

Infections urinaires

Proteus mirabilis

Dirrhées infecteuses (gastro-entérites)

Bactéries acido-alcoolo-résistantes

Mycobacterium leprae

Leépre

Mycobacterium arium

pneumonie

Mycobacterium tuberculosis

tuberculose
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IV.2. Mode d'action des composés sur les bactéries

Il existe plusieurs types d’agents anti-microbiens. C’est le cas des agents physiques
(Radiations UV, rayon vy), des agents chimiques (alcools, phénols, métaux lourds, agents
alkylants, détergents, aldéhydes, halogénes, antibiotiques et composés polyphénoliques dont
ceux d'extraits de plantes). Les métabolites secondaires des plantes tels que les polyphénols
agissent par plusieurs mécanismes:

- par la modification de la perméabilité membranaire
La membrane plasmique agit comme une barriere sélective. Elle régularise I’entrée et la sortie
des substances chez les microbes. Une altération de la membrane plasmique peut inhiber la
croissance de la bactérie ou conduire a sa mort.

- par inhibition de la paroi bactérienne.

Certains agents anti-bactériens affectent la paroi de la bactérie en inhibant sa synthese. C’est
I’exemple de I’inhibition du peptidoglycane par la pénicilline ou par les polyphénols.

- par inhibition de la synthése des protéines
C’est le cas des antibiotiques ou extraits de plantes qui agissent en inhibant I’incorporation
des acides aminés dans les chaines polypeptidiques. D’autres composés inhibent la
combinaison aminoacide: ARN de transfert (ARNt) avec le ribosome. Par contre d’autres
inhibent méme la formation de la liaison peptidique par les peptidyltransferases dans la
bactérie.

- par inhibition de la synthése des acides nucléiques
La vie de la bactérie peut étre compromise par toute perturbation du fonctionnement de
I’ARN et de I’ADN. Ce faisant les métabolites secondaires de plantes peuvent bloquer la
synthése de I’ADN ou de I’ARN.

- par inhibition de I’activité enzymatique
La cellule bactérienne renferme une multitude d’enzymes. De nombreux composés de plantes
ou antibiotiques entravent les réactions biochimiques. Ils se lient aux groupes thiols des
enzymes et entrainent I’altération des structures tertiaires et quaternaires des enzymes
bactériennes (Cos et al., 2006)

IV.3. Résistances bactériennes

Le spectre d’activité d’un antibiotique (ATB) ou d’un extrait de plante recense les
espéces bactériennes sensibles a cet ATB, mais lorsqu’une expérience est dite "non sensible",
il n’entre pas dans ce spectre et par conséquent possede une résistance dite naturelle liée aux
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caracteres génétiques propres a I’espéce. Le mécanisme est variable en fonction de I’espece
bactérienne. L’utilisation des ATB depuis de nombreuses années a contribué a sélectionner
des souches résistances au sein d’espece normalement sensibles: c’est la résistance acquise.
Au laboratoire, on définit une bactérie résistante a un ATB lorsque cette bactérie supporte des
concentrations inhibitrices de cet ATB (supérieures aux concentrations que I’on peut obtenir
dans I’organisme) sans étre affecteée.
La résistance est toujours exprimée par rapport a une valeur de référence qui est la CMI
(concentration minimale inhibitrice):

- Résistance naturelle.
La résistance naturelle est programmeée sur le génome bactérien. Elle est fixée et constante a
I’intérieur de taxon; elle est transmissible & la descendance naturelle et constitue un critére
d’identification. Par ailleurs elle détermine les "phénotypes sauvages".

- La résistance acquise
Une souche bactérienne devient résistante lorsqu’elle peut croitre en présence d’une
concentration d’ATB plus élevée que la concentration qui inhibe les souches normalement
sensibles.

- Mécanisme de la résistance acquise
Les mecanismes de résistance sont nombreux et ont un support génétique, chromosomique ou
plasmidigue. Ce sont respectivement :

I’absence de pénétration de I’ATB ou de I’extrait par diminution ou suppression de la
perméabilité pariétale ou membranaire.

I'altération de la cible moléculaire par modification ou dégradation enzymatique de la
cible.

la sortie excessive de I’ATB ou de I’extrait hors de la bactérie ce qui entraine une
diminution de la concentration.

I'inactivation enzymatique de I’ATB (I’hydrolyse par les pénicillinases comme les B-
lactamases que produisent certaines bactéries ou par modification méme de la structure

chimique de I’ATB (cas des acétylases et les amilosides) (Li et al., 2007)

IV.4. Support génétique de la résistance

La résistance peut étre acquise par mutation chromosomique ou par acquisition
d’information de résistance par transfert de genes (plasmides) d’une bactérie résistance a une

bactérie sensible.
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Il faut noter qu’une large utilisation de I’antibiothérapie favorise considérablement la
résistance des bactéries. C’est essentiellement I’antibiothérapie qui sélectionne des souches

résistantes (les contrefagons de médicaments, surtout dans les services de réanimation, de

soins intensifs ou d’urologie).
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DEUXIEME PARTIE: MATERIEL ET METHODES

A./ MATERIEL

l. CADRE DE L’ETUDE

Nos travaux sur le criblage phytochimique des extraits de plantes, I’isolement par
chromatographie analytique des composés et la mise en évidence des activités biologiques ont
été réalises au LABIOCA (Laboratoire de Biochimie et de Chimie Appliquées),
UFR/SVT,UO.

. MATERIELS

II.1. Appareillages

Les appareils suivants ont été utilisés pour les différentes activités: Pompe a vide Welch
vacuum (Thomas Industries, USA), Balance, Ph-metre (Crison, Spain), Ultra-sons, Rotavapor
Buchi 124, Evaporateur rotatif (Rotavapor Buchii, Switzerland), Lyophilisateur Cryodos 50
(Telstar Cryodos, spain), Lampe UV (254 nm, 365 nm), Microscope inversé (Leitz Wetzlar,
Germany), Sart Hotte a flux laminaire vertical (Flufrance, France), Autoclave de stérilisation
(Memmert, Germany), Hotte a flux laminaire horizontale Cytair (Flufrance, France),
Centrifugeuse de paillasse (Jouan, USA), Spectrophotometre Cecil CE (Cecil Instruments,

England), Agitateur magnétique, Agitateur mécanique.

I1.2. Matériel de laboratoire

Plague CCM (Merck, USA), Appareil photo numérique Systéeme de photo
documentation, Extracteur de type Soxhlet, Colonne chromatographique en verre, Gel de
silice ICN 60-103 A, Plaques pour CCM Kiesel gel 60F254. Ampoule a décanter, Filtre
millipore pour seringue 0.22 um, Filtre millipore pour seringue 0.45 um, Micropipettes 1 ml,
100 pL, 10 L, 1 uL. Embouts cotonnés pour micropipette, Pipettes cotonnées stériles, Etuve,
Burette.

49



11.3. Solvants et Réactifs

Solvants

Eau, éthanol,

Méthanol, acétate d’éthyle,
Chloroforme, éther de pétrole,
Dichlorométhane, Butanol, Acétone

Ether éthylique, Ethanol, n-Hexane.

Réactifs

Acide chlorhydrique concentré HCI,

Acide formique, Acide acétique, Acide
acetique glacial, Anhydride acétique, Acide
gallique, acide caféique, acide
phosphotungstique,acide trichloroacetique,
H,SO, Acétylcholinestérase, acide
linoléiqgue, Ammoniaque (NH;OH), lode
bisublimé, Bleu de méthyle, Carbonate de
sodium, Diméthylsulfoxide (DMSO), 2,2
(DPPH),

Potassium hexacyanoferrate [KsFe(CN)g],

diphényl-1-picryl hydrazyl
persulfate potassium, Lipoxygenase type I-
B, ABTS (2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonate),
Inhibiteurs de référence: quercétine, Acide
ascorbique, allopurinol

Tournure de magnésium,

Réactif de Mayer, NaH,PO,, Na;HPO,,
Phénolphtaléine, lugol, Carmino-vert,

Eau de Javel, Formaldéhyde

Tampon Borate, Tampon phosphate
Trichlorure d’aluminium (AICI,),
Trichlorure d’antimoine (SbCl,)
Trichlorure de fer (FeCly),

Réactifs de Folin Ciocalteu et Dragendorff
Diphénylboryloxyéthylamine
Polyéthylene glycol 4000.
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11.4. Matériel biologique

11.4. 1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de tiges feuillées de Indigofera colutea (Burm.)
Murril., I. macrocalyx Guill. et Perr., I. nigritana Hook f., I. pulchra Willd. and I. tinctoria L.,
Ces plantes ont été récoltées a Taab-Tenga province de Kadiogo (a I’Est de Ouagadougou) en
Aot et Septembre 2005. Les échantillons ont été reparties comme suit :
- une partie a été utilisée pour I’étude histochimique
- la deuxieme partie a été séchée a la température du laboratoire (25-30 °C) et pulvérisée
pour les différentes extractions.
En outre des spécimens d’herbier 01, 02, 03, 04 et 05 (respectivement pour I. colutea, I.
macrocalyx, I. nigritana, I. pulchra et I. tinctoria ont été déposés a I’herbier OUA du
laboratoire de Biologie et d’Ecologie végétales UFR/SVT de I’Université de Ouagadougou
sous le nom de Sahabi BAKASSO.

11.4. 2. Souches microbiennes

Cing (5) souches bactériennes de référence ont été utilisées pour notre étude, ce sont
des souches recommandees par le "National Commitee for Clinical Laboratory Standards” il
s'agit de: Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 13061, Proteus mirabilis
ATCC 35659, Salmonella typhimurium ATCC 13311 et Staphylococcus aureus ATCC 6538..
Les bactéries ont été cultivées soit sur gélose Mueller-Hinton, soit en bouillon Mueller-
Hinton, a 37 ° C.
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B./ METHODES
CHAPITRE I:  ETUDE PHYTHOCHIMIQUE

I. ETUDES HISTOCHIMIQUES

Les tiges feuillées fraichement récoltées de I. colutea, I. macrocalyx, I. nigritana, I.
pulchra, I. tinctoria ont été utilisées pour la détection des tissus de sécrétion et les métabolites
secondaires a savoir les flavonoides et les tanins, mais aussi les alcaloides. Les coupes ont été

réalisées a |I’aide des lames rasoirs.

I.1. Double coloration au carmino-vert pour lI'identification des tissus

Les coupes ont été trempeées dans I’eau de javel pendant 15 a 20 mn (afin de détruire le
contenu cellulaire), puis rincées 3 fois a I’eau distillée. Elles ont ensuite été trempées dans
I’acide acétique 20 % pendant 5 mn afin d’éliminer le résidu d’eau de javel qui autrement
détruirait le Carmino-vert. Apres rincage les coupes sont trempées dans le Carmino-vert de
Mirande (5mn) et rincées a I’eau distillée puis observées entre lame et lamelle dans une goutte
de glycérine aux objectifs X10 ou X40.

Ainsi:

- Les cellules qui gardent leur paroi pecto-cellulaire sont colorées en rose c’est le cas du
parenchyme en rose péle, le phloeme en rose vif, le collenchyme en rose violacé.

- Les cellules a paroi lignifiée sont colorées en vert comme le xyleme en vert, le
sclérenchyme en vert-bleu, le suber en vert-jaunatre.

On peut en outre observer des cristaux de certains acides organiques quand ils y existent.

.2. Détection des métabolites secondaires

Détection des alcaloides
La présence des alcaloides est témoignée par un précipité brun dans les vacuoles des

cellules en utilisant le Lugol comme réactif.
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Détection des tanins

Les coupes ont été montées avec une goutte du FeCl; 1 % entre lame et lamelle pour
I’observation. La plante contient du tanin si on observe un précipité noiratre dans les vacuoles
des cellules.
Détection des flavonoides

Les coupes ont été montées du NaOH 5 % entre lame et lamelle pour I’observation. La

présence des flavonoides (flavones) est indiquée par la coloration jaune dans les tissus.

. EXTRACTIONS ET FRACTIONNEMENTS

[I.L1. Extraction hydroacétonique

Cinquante grammes (50 g) de poudre de chaque espéce sont soumis a une extraction
sous agitation mécanique pendant 48 heures avec 500 ml d’un mélange acétone-eau (80:20) a
la temperature ambiante de laboratoire (environ 35 °C). Apres filtration et élimination de

I’acétone sous pression réduite, la solution aqueuse est lyophilisée.

I1.2.  Fractionnement des extraits

Pour le fractionnement, la solution aqueuse du lyophilisat acétonique (80 %) est
soumise a une série de partage liquide-liquide avec des solvants organiques non miscibles de
polarité croissante.

a) 25 ml de la solution sont extraits avec 2 x 25 ml de chloroforme (EC). Les solutions
EC sont rassemblées puis concentrées sous pression réduite. Les concentrés obtenus sont
séchés. Le résidu ainsi obtenu constitue la fraction chloroformique (Fraction EC).

b) La phase aqueuse épuisée au chloroforme, est de nouveau extraite comme ci-dessus
indigué mais avec I’acétate d’éthyle comme solvant. Les solutions sont rassemblées,
concentrées et séchées pour donner la fraction acétate d'éthyle (Fraction EtOAC).

c) La phase aqueuse issue des traitements en a) et b) est a nouveau lyophilisé.

Les fractions obtenues seront utilisées pour isoler les composés antioxydants majoritaires par

la méthode bio-autographique.

I1.3. Extraction en continu

Un extracteur Soxhlet de 250 ml adapté a un ballon de 500 ml contenant 350 ml de
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solvant est utilisé pour extraire 25 g de poudre de chaque espéce avec une série de 3 solvants
de polarité croissante. Il est d’abord extrait avec de I’hexane pendant 6 heures suivi de du
méthanol pendant 7 heures. Le marc résiduel obtenu est extrait & I’eau a 100°C (RA).
Chacune des solutions extractives est concentrée & I’évaporateur rotatif puis séchée a la
température ambiante. Les résidus hexanique (EH), méthanoliqgue (MeOH) et aqueux (RA)

sont respectivement obtenus.

.  TESTS GENERAUX DE CARACTERISATION

Le criblage phytochimique a pour objet la caractérisation des principaux composés
chimiques présents dans les différents extraits de la plante. Quatre types d’extrait ont ainsi été
utilisés a cet effet. 0,1 g de chaque résidu (hexanique, méthanolique, aqueux ou
hydroacétonique selon le cas) a été dissout dans 10 ml de solvant afin de servir au criblage
phytochimique. Tous les extraits, ci-dessus cités, ont été soumis aux tests suivants, selon la
procédure decrite par Ciulei (1982) (\Voir annexe 1):

- test de Dragendorff pour les alcaloides,

- test du FeCI3 pour les tanins et/ou polyphénols,

- test de Shibata pour les flavonoides,

- test de mousse pour les saponosides,

- test de Liebermann-Blichard pour les stéroides et triterpénes,

- test de Borntrdger pour les anthraquinones

- test de Carr-Price pour les caroténoides

- test des coumarines basé sur I’observation sous lampe UV des extraits alcalinisés.
Les résultats des tests précédents seront confirmés par les analyses CCM.

IV.  ANALYSE CCM DES COMPOSES PHENOLIQUES

La technique décrite par Ciulei (1982) et par Wagner et Bladt (1996) pour le criblage
phytochimique d’extraits de composition inconnue a été adoptée pour confirmer les résultats
des tests en tube. Cette analyse a consisté a déterminer le nombre de composés d'une famille
donnée de molécules dans I'extrait choisi pour I'étude, en utilisant des réactifs spécifiques aux
différents groupes chimiques. L'analyse est effectuée par CCM avec des plaques fluorescentes
en UV254 nm. Dans certains cas les plaques sont d’abord visualisées en UV254, avant d’étre
pulvérisées par les réactifs spécifiques aux différents groupes chimiques recherchés.
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IV 1. Analyse CCM des Alcaloides

Dans la recherche des alcaloides, les éluants et revélateurs suivants ont été utilises:
- Un gradient d'éluant constitué d'acétate d'éthyle- méthanol — eau (100 :13.5 :10) (Wagner et
Bladt, 1996).
- Un gradient d'éluant constitué d'acétate d'éthyle- méthanol — NH4OH 50% (9:1:1)
- Un gradient d'éluant constitué de chloroforme-meéthanol (11.5:1)
- L’observation sous UV 254 nm et 365 nm

Aprés migration, les plaques CCM sont pulvérisées avec le réactif de Dragendorff
(tétraiodobismuthate de potassium)(Wagner et Bladt, 1996).

L apparition en lumiere visible de taches orange témoigne de la présence d’alcaloides.

IV.2. Analyse CCM des coumarines

Le systéme d’éluant est constitué du mélange toluéne — acétate d'éthyle (93:10). La
visualisation du chromatogramme, aprés migration, se fait a 365 nm en absence et en présence
de NHs. La visualisation sous UV, des fluorescences jaunatre et violette sont en faveur de la

présence de coumarines.

IV.3. Analyse CCM des flavonoides et acides phénols

Les plaques ont éte developpées dans les systemes de solvant S; ou S,,
S1: Acétate d'éthyle:acide formique:acide acétique glacial:eau (100:11:11:26),
S,: n-hexane: Acétate d’éthyle:acide acétique: (62:24:10).
Ss: n-hexane:acétate d’éthyle:acide acétique:eau (50:40:8:2).
Un gradient d'éluants constitué d'acétate d'éthyle- méthanol — NH,OH 50% (9:1:1)

Le depdt a été effectué tel que décrit par Wagner et Bladt. (1993). Les plaques ont été
révélées a I’'UV254 nm et a I’'UV-365 nm a pres pulvérisation avec le réactif de NEU
(NP/PEG: polyéthyléne glycol réactif naturel).

Les flavonoides s’identifient par les colorations jaune, jaune orange, orange et verdatre
tandis que les acides phénols par le bleu, le bleu violet, le bleu verdatre.

La rutine, la quercétine, la quercitrine, le kaempférol, I’apigénine, la génistéine, la
chrysine, la catéchine, I’acacétine, la myricétine, la rhamnétine et I’épigallocatéchine gallate

ont été utilisés comme références pour I’identification des flavonoides des extraits tandis que
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les acides gallique, caféique, cinnamique, hydroxycinnamique, férulique et ellagique ont servi

pour la recherche des acides phénols.

V. DOSAGES DES PHENOLIQUES TOTAUX

Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR 0,2 N) est un mélange d’acide phosphotungstique
et d’acide phosphomolybdique qui est réduit lors de I’oxydation des phénols en un mélange
d’oxydes bleus du tungstene et de molybdene, la coloration produite est proportionnelle aux
taux de composes phénoliques totaux.

100 mg d'extrait sec ont été dissout dans 10 ml de méthanol pour obtenir une concentration de
10mg/mL et dilué 100 fois avec I'eau. Une courbe étalon a d'abord été réalisée en utilisant
I'acide gallique (200 mg/IL, solution mére), comme substance de référence, apres une série de
dilutions a I'eau distillée (voir annexe 2). Ainsi dans chaque tube a essai ont été ajoutés, selon
les solutions obtenues apreés dilution, 0,5 mL de I'échantillon a doser (acide gallique ou extrait
a doser) et 2,5 mL de la solution de FCR (0,2 N). Apres 5 mn d'attente on y ajoute 2 ml d'une
solution de carbonate de sodium (75g/L).

Apres agitation, les différentes solutions ont été incubées, a I’abri de la lumiére pendant 2
heures. La lecture a été faite a 760 nm, au spectrophotometre (CECIL CE 2041, CECIL
Instruments, Angleterre), contre un blanc constitué d’un mélange de 0,5 ml de FCR et 0,5 mL
de carbonate de sodium (Singleton et al., 1999). Trois lectures ont été faites pour chaque
concentration et les résultats ont été exprimés en mg équivalents acide gallique (mg GAE/100
mg d'extrait). La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la teneur en composés

phénoliques totaux de chaque extrait.

cixDx10 C = mg équivalent acide gallique dans 100 mg d'extrait,
C= %100 ci = concentration de I’échantillon lue (mg/L),
m D =dilution, m = masse de I'échantillon (mg).

VI. DOSAGE DES TANINS

Ce dosage est réalisé selon la méthode proposée par la communauté Européenne pour
le dosage des tanins (1984).
Brievement 1 mL d'extrait a doser est mélangé avec 5 mL d'eau au vortex auquel est ajouté 1
mL de citrate d'ammonium ferrique (28 % de fer; 3.5 g/L) (datant de 24 h) et 1 mL
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d'ammoniaque (8 g /L). L'absorbance de la solution est mesurée a 525 nm au bout de 10 min
contre un blanc (1 mL d'extrait a doser + 6 mL d'eau + 1 mL d'ammoniaque) pour 3 lectures.

L'acide tannique a été utilisé comme standard.

VIl. DOSAGE DES FLAVONOIDES TOTAUX

Le contenu total de flavonoides est déterminé par la méthode Dowd adaptee par
Arvouet-Grand et al. (1994). Brievement 2 mL de I’extrait de chaque plante ont été mélangé
avec 2 mL de tri chlorure d'aluminium (AICI3) dans du méthanol (2%). L'absorbance a été lue
a 415 nm apres 10 mn d’incubation contre un blanc (2 mL de méthanol et 2 mL d'extrait de la
plante). Ainsi I’obtention d’une coloration jaune stable permet d’évaluer par
spectrophotométrie UV la teneur en flavonoides de I’échantillon par rapport a une solution de
référence de quercétine. La teneur en flavonoides totaux de I’extrait a été estimée globalement

I*; 3CI:) en milieu tampon. Les résultats ont été

par formation d’un complexe flavonosides-(A
exprimés en mg équivalents quercétine (mg QE)/100 mg d'extrait sec.
La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la concentration en flavonoides en

Equivalent Quercétine (Miliauskas et al., 2004).

cixDx10 C = mg équivalent quercétine dans 100 mg,
C= m """""" x100 ci = concentration de I’échantillon lue (mg/L),

D = dilution, m = masse de I'échantillon (mg).

VIll. DOSAGE DES FLAVONOLS

Les flavonols de différents extraits sont estimés par la méethode décrite par Almaraz-
Abarca et al. (2004). L’absorbance a été lue a 425 nm contre une courbe d’étalonnage établie
a partir de la quercétine utilisée comme standard. Les valeurs sont exprimées en mg

Quercétine Equivalents (QE)/100 mg d’extraits de plante.
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CHAPITRE II: ACTIVITES BIOLOGIQUES

|. DETERMINATION DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE

I.1. Pouvoir réducteur par la méthode FRAP

La méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power) est basée sur I’habilité des
extraits & réduire I’ion ferrique (Fe®") en ion ferreux (Fe*). La capacité totale en antioxydant
de chaque extrait de plante a été déterminée par la méthode Hinneburg et al. (2006). Ainsi 1
ml d’une solution aqueuse de chaque extrait (20 mg/mL diluée au 100 pour obtenir 0,2
mg/mL), d’acide ascorbique, a été mélangé avec 2,5 mL de tampon phosphate (0,2 M; pH
6,6) et 2,5 mL de la solution aqueuse (1%) d'hexacyanoferrate de potassium [KzFe(CN)g].
Aprés 30 mn d’incubation a 50°C ; 2,5 mL d'acide trichloracétique (10%) a été ajouté. Le
mélange a ensuite été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 mn. 2,5 mL du surnageant ont
ensuite été mélangé au méme volume d’eau et 0,5 mL d’une solution aqueuse fraichement
préparée de FeCls (0,1%) a été ajoutée.

Les absorbances ont été lues a 700 nm contre une courbe d’étalonnage obtenue a partir
de I’acide ascorbique (0-200 mg/L).

Le pouvoir réducteur a été exprimé en équivalents acide ascorbique (EAA) (mmol acide
ascorbique /g d’extrait sec) en considérant 1 mM égale FRAP de 1 mL de I’extrait sec selon la

formule suivante:

C = concentration en composeés réducteurs en mol EAA/g d’extrait sec;
¢ = concentration de I’échantillon lue; D = facteur de dilution de la solution mere;

Ci = concentration de la solution mére; M = masse molaire de I’acide ascorbique (176,19)
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[.2.  Activité anti-radicalaire par la méthode d'inhibition du radical
cation ABTS

La méthode décrite par Re et al. (1999) est utilisée. Elle est basée sur la décoloration
d’un cation radicalaire stable, ABTS® * (2,2’-azinobis-[acide 3-ethylenzothiazoline-6-
sulfonique]) en ABTS en présence de composés antioxydants a 734 nm. Le radical cation
ABTS *" a été régénéré en réagissant une solution aqueuse d'ABTS (7 mM) avec 2,5 mM de
persulfate du potassium (concentration finale), le mélange est gardé a I’obscurité a la
température ambiante pendant 12 heures avant usage. Le mélange a été dilué avec I’éthanol
pour donner une absorbance de 0,70 £ 0,02 a 734 nm par utilisation du spectrophotométre.

Pour chaque extrait, une solution méthanolique (10 mg/mL) est diluée au 100°™ dans
I’éthanol. Ainsi 10 pL d'échantillon (solution diluée), de la substance référence (acide
ascorbique) ont été mélangés avec 990 pL de la solution fraiche de ABTS **. L’ensemble est
mis a I’abri de la lumiere pendant 15 minutes et les absorbances ont été lues a 734 nm au
spectrophotometre contre une courbe étalon d’acide ascorbique (264,15 mg/L) 6 min
exactement apres le mélange initial. La concentration de composés ayant un effet réducteur
sur le cation radicalaire ABTS®" est exprimée en umol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g

d’extrait sec selon la formule suivante :

¢ = concentration de I’échantillon lue
M.Ci D = facteur de dilution

Ci = concentration de la solution mére

C = concentration en composes antioxydants en umol EAA/g d’extrait sec,
M = masse molaire de I’acide ascorbique (176,19).
La capacité antioxydant en équivalent Acide Ascorbique (EAA) correspond a la
concentration (mmol/L ou mg/L) d’acide ascorbique ayant la méme activité qu’une méme

concentration unitaire de substance a tester.

[.3. Activité anti-radicalaire par inhibition du DPPH

La capacité de I'extrait a inhiber le radical DPPH (2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) a
été déterminée par la méthode spectrophotométrique décrite par Vélasquez (2003) avec
quelques modifications. Des que le radical DPPH réagit avec un composé antioxidant
(antiradicalaire), celui-ci libere un hydrogene aprés réduction conduisant ainsi a un

changement de couleur (violet foncé au jaune claire). Cette méthode est basée sur la réduction
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de I’absorbance a 517 nm quand un radical libre stable (DPPH®) réagit avec un antioxydant
(Koleva et al, 2002).

Ainsi I’équation de réaction avec une molécule réductrice RH peut s’écrire:

00 Qo

N
NH
ON NO, . RH
_— ON NO, + R
NO, o
2
DPPH
517nm
DPPH radical DPPH réduit

Figure 15: Réduction du DPPH (Rolland, 2004)

Brievement, 100 mg de I’extrait sec de chaque plante a été dissout dans 10 mL de
méthanol pour obtenir une solution mere (10 mg/L), qui a ensuite été diluée 100 fois dans du
méthanol. 0,75 mL de chaque solution obtenue aprés dilution a été ajouté a 1,5 mL de la
solution méthanolique de DPPH (200 mg/L). Aprés une incubation de 15 min a I’obscurité, a
la température du laboratoire, les absorbances ont été lues a 517 nm, le méthanol a été utilisé
comme échantillon blanc. La quercétine et I’acide gallique ont été utilisés comme contréles
positifs. Toutes les mesures ont été réalisées en trois essais. Le pourcentage de I'inhibition du
radical DPPH a été calculé selon la formule de Miliauskas et al. (2004):

% Inhibition = [(Ag-Aa)/Ag]x100

Ou: Ag est I'absorbance du blanc et Aa I'absorbance de I'échantillon,
La concentration d’extrait réduisant 50% de DPPH (ICsp) est déterminée graphiquement a
partir de la courbe donnant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

d’extrait, une valeur faible de ICs indique la plus grande activité antioxydant.
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. ISOLEMENT DES COMPOSES PAR LA METHODE BIO-
AUTOGRAPHIQUE

Les fractions chloroformique et d’acétate d’éthyle ont été soumis a une CCM
préparative afin d’isoler des composés antioxydants majoritaires. Parmi les systemes utilisés,
S1: Acétate d'éthyle:acide formique:acide acétique glacial:eau (100:11:11:26) et S,: n-hexane:
Acétate d’éthyle:acide acétique: (62:24:10).ont été retenus.

Les différentes fractions ont été déposées sous forme de bande continue sur des
plaques de silice préparative de 10 x 20 cm. Apres migration, les bandes ont été d’abord
révélées a I’UV365 nm puis avec une solution méthanolique de DPPH (2mg/mL) sur une
partie de la plaque pour isoler les composés antioxydants.

Les fractions de gels récoltées sont lavées au methanol puis filtrées (filtre millipore

0,2um) pour donner les composes purs.
Les composés isolés sont ensuite soumis a une CCM sur couche mince analytique de silice
puis révélées avec les réactifs de NEU et de KOH éthanolique 5% afin de préciser leur nature
phénolique (Wagner et Bladt, 1996). La CCM analytique ainsi que I’'UV/visible et I’IR ont
aussi été utilisés afin d’avoir des indications sur la nature du squelette de base des composés
isolés. Leurs ICs vis a vis du DPPH ont également été déterminés.

En outre I’activité anti-radicalaire par la méthode d'inhibition du radical cation ABTS
a été détermineée, leurs pouvoirs réducteurs, ainsi que leurs inhibitions enzymatiques afin de

comparer leurs activités avec celles des composeés de référence.

[I.L1. Etudes spectrales des composeés isolés

Les spectres UV/visible et IR ont été réalisés afin de formuler des hypothéses quant a leur

appartenance aux divers groupes de métabolites secondaires des plantes.

11.1.1. UV visible

Les composés isolés ont été d’abord solubilisés dans du méthanol analytique de facon a
obtenir des concentrations de 10 mg/mL. Les spectres ont été enregistrés a I’aide d’un
spectrophotometre. Une ligne de base a été faite a cet effet avec du méthanol et les fréquences

choisies sont comprises entre 200 et 700 nm.
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11.1.2. Infrarouge (IR)

200 pL a 400 pL de solution méthanolique de chaque composé sont introduits dans une
cellule fenétre (KBr) bien séche. Le spectre IR est enregistré. On ecrase modérément 100 mg
de bromure de potassium (KBr) dans un petit mortier en y ajoutant quelques gouttes de
solution d’échantillon solubilisé dans du méthanol. Le mélange est ensuite comprimé sous
une pression de 10 tonnes avec une presse manuelle (Specac). La pastille (de 13 mm de
diametre) qui en résulte, d’aspect translucide, correspond a une dispersion de I’échantillon
dans une matrice solide. Les spectres des composés sont enregistrés a I’aide d’un

spectromeétre infrarouge contre un blanc constitué d’un mélange de KBr et de méthanol.

[1l. INHIBITION DE L’ACETYLCHOLINESTERASE (AChE)

Principe

L’acétylcholinestérase hydrolyse le substrat ATCI (lodure d'acetylthiocholine) en
thiocholine et acétate, produits non colorés. La thiocholine en présence du DTNB (acide 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzoique) donne un produit jaune, le 5-thio-2-nitrobenzoate, ce qui permet
de suivre la cinétique au spectrophotometre a 405 nm. Les réactions ci-dessous indiquent

I'nydrolyse de I'ATCI et la transformation de la thiocholine en produit colore.

AChE
Acetylthiocholine +H,O __,  acétate + thiocholine

Thiocholine+ DTNB _—_,  5-thio-2-nitrobenzoate + 2-nitrobenzoate-5-
mercaptothiocholine

Enzyme et réactifs

Les réactifs sont constitués du Tampons A, B et C (Annexe Il), de la solution de
substrat, I’iodure d’acétylthiocholine (ATCI) a 15 mM. Le substrat utilisé est I’iodure
d’acétylthiocholine (ATCI) a 15 mM; il est conservé a -20°C.

A: Tampons A, B et C (Annexe II).
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B: Solution du substrat 15 mM.
Le substrat utilisé est I’iodure d’acétylthiocholine (ATCI) a 15 mM. Il a été obtenu en
dissolvant 434,1 mg dans 100 ml d’eau distillée ; il est conservé a -20°C.

C: Solution d'enzyme 0,22 U/ml.
L’ acétylcholinestérase commerciale (0,95 mg soit 1ku) a été dissoute dans 1 ml de tampon A
pour constituer une solution mere de 1000 U/ml qui est diluée a 0,22U/ml pour les différents

tests. Les solutions enzymatiques sont conservées au congélateur.

D: Inhibiteurs
A partir de chacune des solutions meres (10 mg/ml dans méthanol) des macérés
hydroacétonique, de substance de référence ou de composés isolés, quatre dilutions ont été
faites dans du tampon A contenant 10% de méthanol analytique pour obtenir des
concentrations de 0,5; 1; 2,5 et 5 mg/ml.

E: Réactif d’Ellman ou DTNB (5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acide) 3 mM. Une masse
de 120 mg de DTNB a éte dissoute dans un volume final de 100 ml de tampon C et conservéee

au réfrigérateur.

Evaluation de I'activité enzymatique

La procédure décrite par Lopez et al. (2002), inspirée de la méthode d’Ellman (1961) a
été légérement modifiée a cet effet.

Les inhibiteurs (échantillon) sont constitués des solutions des maceérés acétoniques
(80%). Dans une cuve spectrophotométrique, il a été successivement mis pour chaque
concentration 200uL de tampon B, 100uL d’échantillon, 100ul d’enzyme et 500ul de DTNB.
La cuve est placée dans le spectrophotometre et 100uL d’ATCI sont rapidement ajoutés. La
cinétique est alors suivie a 405 nm pendant 4 minutes. La variation d’absorbance (ADO)
mesuree entre une et trois minutes (AT) a permis de lire les vitesses d’hydrolyse (Vnyq €n

U/min) calculée suivant la formule:

Vhyd: ADO/AT

Au préalable, la cinétique du control négatif (sans inhibiteur) a été suivie selon la méme

procédure en mettant simplement a la place de I’échantillon 100ul de tampon B.
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Chaque essai est répété 3 fois. Les pourcentages d’inhibition de I’activité enzymatique sont

calculés selon la formule suivante :

Vhyda (control) — Vhyq (test)
1 (%) = x 100

Vhyd (control)

Pour chaque solution une série de dilutions ont été réalisée dans du tampon A,
méthanol 10 % pour obtenir des concentrations de 0,5; 1; 2,5 et 5 mg/mL, afin de tracer la
courbe donnant les pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait

La concentration qui inhibe 50% d’activité de chaque essai est déterminée graphiquement.

V. INHIBITION DE LA CARBOXYLESTERASE (CE)

Principe
L’évaluation de I’activité de la carboxylestérase est basée sur la mesure de la cinétique
relative a la libération du 4-nitrophenol a 414 nm. L’enzyme utilisée provient du foie de porc

et I’acétate de 4-nitrophenyl a été utilisé comme substrat.

Enzyme et réactifs

A: Tampon Tris-HCI 50 Mm, pH8 (voir annexe 11).

B: Solution du substrat (1ImM)
Le substrat est le 4-nitrophényl acétate PM = 181,15: la solution de substrat (ImM) est
obtenue en dissolvant 18,115mg dans 100ml de tampon Tris.

C: Solution d'enzyme: 0,027 U/ml.
L'enzyme utilisée est la carbylestérase (EC 3.1.1.1). On prépare d’abord une solution mére
d’enzyme de 1mg/ml soit 27 U/ml (5mg d’enzyme dans 5ml de tampon Tris). La solution
obtenue est diluée 1000 (10pul de la solution mere dans 9990ul de tampon Tris) pour obtenir
une solution test de I'enzyme égale a 0,027 U/ml.

D: Inhibiteurs
Des solutions méthanoliques a 100 mg/ml d’extraits ont été préparées puis diluees dans du

tampon Tris-HCI/MeOH 1% pour obtenir des solutions de concentration Img/mL.
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Evaluation de I'activité enzymatique
La méthode de Djeridane et al. (2007) a été utilisée avec quelques modifications.
La quercétine est utilisée comme substance de référence. Le protocole est résumé dans le

tableau 7

Tableau 7: Protocole d’inhibition de la carboxylestérase

Blanc enzyme Contrdle négatif | Tests
Tampon Tris-HCI | 500ul 400pl 400pl
Extrait ou tampon- | 100ul 100ul de tampon- | 100ul d’extrait
Méthanol 1% Méthanol 1%
Enzyme - 100ul 100ul
Incubation 5 minutes
Substrat 400ul 400ul 400ul

Lecture a 414 nm pendant 3 min

L'ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE PAR INHIBITION DE LA
LIPOXYGENASE (LOX)

Principe

La méthode consiste, en se basant sur la figure 15, a inhiber le cycle de la LOX donc a
empécher la production de leucotriene (LT) et la lipoxine (LX). Les leucotriénes générés par
la LOX sont inflammatoires et sont connus pour étre de puissants médiateurs jouant un role
important dans les réactions allergiques. Ils peuvent aussi intervenir dans I’ischémie et
I’athérosclérose. L’accident cérébro-vasculaire, les lésions cérébrales traumatiques et la
maladie d’Alzheimer ont également été reliés a I’activité des LOX surtout a la LOX-5 et des
leucotriénes. Il a été montré que la lipoxygénase produite dans I'organisme joue un role
important dans les désordres tels que I'asthme des bronches, I'inflammation (Steinhilber et al.,
1999). Inhiber de la LOX est donc une voie de blocage des désordres ou de traitement de ces

maladies.

65



Réactifs

A: Tampon barate (Voir annexe Il)

B: Solution de substrat

D'abord l'acide linoléique (substrat) a été pré oxydé afin de favoriser l'activité de I'enzyme,

ainsi il eté laissé a l'air libre pendant toute une nuit a la température du laboratoire, il a en

suite été conservé au congélateur. 10 pL d'acide linoléique (250uM), 30 pL d'éthanol et 120

mL de tampon borate ont été mélangés pour une concentration finale de 134 uM dans le

milieu réactionnel. La solution est utilisée dans un intervalle de 24 h.

C: Solution d'Enzyme

La solution d’enzyme est obtenue par préparation du lipoxygénase (EC 1.13.11.12) de type I-

B (extraite du soja) (200 U/mL) dans du Tampon borate pour une concentration finale de 167

U/mL dans le milieu réactionnel.

PHOSPHOLIPIDE MEMBRANAIRE

Phospholipase
A

Lipoxygénase

leucotriéne (LT)

lipoxines (LX)

v

Stimuli divers (angiotensine
I1, bradykinine thrombine,
adrénaline)

e

Arachidonate

Cyclooxygénase

prostaglandines (PG)
thromboxanes (TX)

Figure 16: Métabolisme de I'acide arachidonique via les cycles de la cyclooxygénase et de la Lipoxygénase.
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D: Inhibiteurs

Les inhibiteurs sont constitués de la quercétine 50 mM et d'extraits a tester (1 mg/mL),

pour une concentration finale de 100 pg/mL dans le milieu réactionnel, ils sont d'abord

prépares dans du tween-20 (0.1 %)

Evaluation de I'activité enzymatique

L’activité inhibitrice des extraits sur la lipoxygénase a été déterminée par la méthode

spectrophotométrique développée par Malterud et Rydland (2000) avec quelques

modifications. Ainsi I’activité des extraits, des composés isolés et de substance de référence a

été déterminée suivant le protocole décris dans le tableau 8.

Le pourcentage de I'inhibition a été calculé suivant la méthode:

1 % = (E — S)/Ex100

ou E est l'activité de I'enzyme sans inhibiteur et S son activité en présence de l'extrait a tester.

Les valeurs des ICsoont été déterminées graphiquement.

Tableau 8: Protocole d’inhibition de la Lipoxygénase

Meélange dans la cuve

Activite de I'enzyme

Enzyme + inhibiteur

Tween-20 (0.1 %) pL 100
Tampon pL
Enzyme pL 400 400
Inhibiteur pL 100
Incubation5mna25°C
Substrat pL 500 500

Lecture de la cinétique a 234 nm pendant 3 mn toutes les 30 secondes
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VI. INHIBITION DE LA XANTHINE OXYDASE (XO)

Principe

La xanthine oxydase est une voie métabolique de la formation de I'acide urique, les
inhibiteurs de la xanthine oxydase sont utilisés dans le traitement de la goutte car
I’accumulation de I'acide urique cause de nombreux maux dont la goutte.

La xanthine oxydase (XO) ou la xanthine déshydrogénase, est une enzyme (n° EC
1.1.3.32 ) qui catalyse l'oxydation de I'nypo xanthine en xanthine et qui de plus catalyse

I'oxydation de la xanthine en acide urique (Figure 17).
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N
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T
N
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Acide ﬁrique

Figure 17: Oxydation de I'hypoxanthine en xanthine puis en acide urigue par la xanthine oxydase

Enzyme et réactifs

A: Tampon phosphate, 0.2 M, pH 9.00 (Voir annexe I1).

B: Solution de substrat: Le substrat est constitué de la solution aqueuse de Xanthine
(0,15 mM).

C: Solution d'enzyme
La solution d'enzyme a été préparée a partir de la xanthine oxydase (0,28 U/mL) dans le
tampon phosphate, 0.2 M, pH 9.00.

NB: I’enzyme et le substrat sont utilisés immédiatement apres leur préparation.
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D: Inhibiteur

Les extraits sont d’abord solubilisés dans le DMSO puis dilués dans I’eau MeOH 1%. La

méme procédure a été appliquée sur I’allopurinol (inhibiteur de référence de la XO).

Evaluation de I'activité enzymatique

La méthode de Ferraz Filha et al. (2006) a été utilisée avec quelques modifications. Le

protocole d’évaluation de I’activité inhibitrice de la xanthine oxydase est indiqué dans le

tableau 9.

Tableau 9: Protocole d’inhibition de la xanthine oxydase

Blanc sans enzyme

Contrdle négatif

Tests

400uL Tampon

300pL tampon

300pLtampon

100pL échantillon ou
Eau-MeOH 1%

100p! Eau-MeOH 1%

100pL Eau-MeOH 1%

- 100uL enzyme 100uL enzyme

Incuber 3 min Incuber 3 min Incuber 3 min

500uL Substrat Vérifier la stabilite de laDO 2 min | Vérifier la stabilité de la DO 2 min

- 500 pL substrat 500pL substrat

Faire le Zéro Cinétique a 295 nm pendant 2 min | Cinétique a 295 nm pendant 2 min

V. DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTI-BACTERIENNE

VI.1. Milieux de culture

Le milieu Muller Hinton gélose (MH) obtenu en dissolvant 38 g du milieu MH dans
1L d’eau distillée (Le pH est de 7,5 + 0,2) et le bouillon M.H. (21g/L dans I’eau distillée) ont

.....

de 121°C pendant 15 min.
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VI.2. Préparations des solutions

Le Mac farland 0,5 est obtenu en mélangeant 0,5 mL de la solutionl de BaCl, hydraté
(BaCl,, 5H,0) (1,179 a été dissous dans 100 mL d’eau distillée) et 99,9 mL de H,SO,4 1%

Les lyophilisats des macerés hydroacétoniques sont dissous dans du DMSO 10% pour
une concentration finale de 150 mg/mL, tandis que les antibiotiques de référence sont dissous
dans I’eau distillée a la concentration 150 mg/mL.

La solution mére bacterienne est préparée en prélevant les colonies a I’aide d’une
pipette pasteur a bout flambé, elles sont ensuite inoculées dans une solution de bouillon MH
stérile contenu dans une série de tubes a vice stérilisés. La solution est homogénéisée et
conservée a I’étuve a la température de 37°C pendant au moins 18 h.

L’inoculum bactérien est prépare en prélevant un aliquote de la solution mere
bactérienne, qu’il faut ensuite introduite dans un autre tube a vice stérilisé contenant un
liquide physiologique (NaCl 0,9 %). La solution est comparée a la turbidité de la solution de
Mac Farland. Lorsque les deux solutions sont identiques alors notre inoculum final contient
5x10° UFC/mL.

NB: Les solutions d’extraits ou d’antibiotiques pharmaceutiques sont stérilisées en les

prélevant avec une seringue stérile de 2 mL, puis filtrées avec des filtres millipore 0,2 pm.

VI.3. Méthode de disques pour le test de sensibilité (Cos et al., 2006; NCCLS,
2000)

La gélose Muller Hinton (MH) a été coulée dans des boites de Pétri (54 mm), les
boites ont été ensuite séchées sous la hotte a flux laminaire.

0,2 mL de I’inoculum bactérien a été prélevé a I’aide d’une seringue puis coulé dans
chaque boite de Pétri. L’inoculum est ensemencé par étalement a I’aide d’une pipette pasteur.
Des disques de papier Whatman n°1 de 6 mm de diametre, préalablement imprégnés avec 10
uL de chaque extrait ou d’antibiotiques sont déposés stérilement sur la gélose inoculée. Le
méme volume de DMSO 10% a été utilisé afin de vérifier I'effet du DMSO sur les souches
utilisées. Les boites de Pétri ont été incubées a I’étuve pendant 48 h a la température de 37°C.

L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant, a l'aide d'une regle
transparente, le diametre de la zone d’inhibition induit par les extraits ou les antibiotiques. Les
extraits ou les antibiotiques ayant induit une zone d'inhibition > 3 mm autour du disque sont
considérés comme ayant une activité antibactérienne. Chaque test est réalisé 3 fois.

NB: Pour les antibiotiques, on utilise des disques standards contenant n pug d’antibiotiques.
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VI.4. Méthode des micro-dilutions (Cos et al., 2006; NCCLS, 2000)

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et les Concentrations Minimales
Bactéricides (CMB) ont été déterminées en utilisant la technique de micro dilution avec le
bouillon Muller Hinton (NCCLS, 2000).

- Détermination de CMI

La CMI est définie comme étant la concentration minimale d’extrait pour laquelle on
n’observe pas de croissance visible a I’ceil nu des bactéries. Les suspensions bactériennes ont été
diluées avec du bouillon et distribuées dans les plaques a 96 puits stériles contenant une gamme
de concentrations d’extraits. Pour ce faire chaque puits recoit 100 puL de bouillon MH; 100 pL
d’extrait ou d’antibiotique au 1* puit suivi d’une dilution en cascade auxquels sont ajoutés 10
uL de I’inoculum bactérien. Les colonnes "test" recoivent I’inoculum (témoins de la fertilité
du milieu de culture), tandis que celui de la colonne témoins est sans inoculum pour tester la
stérilité du milieu (témoins négatif). Les derniers puits des 2 colonnes ne regoivent pas
d’extraits. L’expérience est répétée 3 fois pour chaque souche.

La CMI, déterminée apres 18 h d’incubation a 37°C, correspond a la plus petite
concentration de la solution du puits de la colonne test qui ressemble en aspect a celle du puits

homologue de la colonne témoins.

- Détermination de la CMB

La CMB est définie comme étant la concentration minimale qui tue 99,99 % de
I’inoculum de départ. La CMB a été déterminée en prélevant 10 ul de suspension dans les puits
sans croissance visible et en ensemengant de la gelose nutritive. L’ incubation s’est faite & 37 °C
pendant 48 heures au bout desquelles on a procédé au comptage des colonies. Elle s’effectue
apres celle de la CMI et avec les puits de concentrations supérieure ou égale a celle de la CMI
dans la colonne test.

On préleve 10uL dans d’inoculum que I’on ensemence sur du milieu MH dans une
boite de Pétri (CMB de référence) aprés une série de dilution en cascade. On note que
I’inoculum contient 5x 10°> UFC/mL. On compare 18 h aprés incubation & 37°C les boites de
Pétri provenant des puits avec la référence de CMB. Celle qui a le méme aspect que la
référence CMB révele alors que la concentration du puits d’ou elle provient est la CMB.

Le nombre de bactéries/mL = nombre de UFC/ (facteur de dilution x volume d’aliquote).
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A propos de la CMB, 99,9% de microorganismes sont detruits et il ne reste que 0,01%

de microorganisme c'est-a-dire 50 UFC/mL

- Détermination du pouvoir bactéricide ou bactériostatique Gaillard et al.(1991)

L’activité anti-biotique des extraits peut étre appréciée en tenant compte du rapport
CMB/CMI. Ainsi I’effet est dit:
- bactéricide quand le rapport est compris entre 1 a 2.
- bactériostatique quand le rapport est compris entre 4 a 16.

V. Analyses statistiques

Pour l'analyse statistique, le logiciel MS Excellent (fonction statistique de CORREL) a
été utilisé pour calculer les équivalents en acides gallique, tannique et ascorbique, en
quercétine, pour determiner le pourcentage d'inhibition et pour établir les équations de
régression linéaires. La fonction "Pearson Product Moment" et " One way ANOVA (Tukey
test)" de SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific software) ont été utilisés pour déterminer les

coefficients de corrélation et le niveau d'importance statistique respectivement.
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TROISIEME PARTIE: RESULTATS ET DISCUSSIONS

CHAPITRE I. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

l. RESULTATS

I.1. Résultats sur larevue bibliographique

A travers cette étude, la revue bibliographique nous a permis de répertorier toutes les
informations sur:

- la botanique des especes retenues a savoir la description et la répartition géographique.
- leurs utilisations en médecine traditionnelle,

- la phytochimie disponible et,

- la pharmacologie sur les espéces retenues.

Le genre Indigofera comprend 700 especes réparties géographiquement dans les
régions tropicales. Les résultats sur les differentes utilisations des espéces étudiées sont
résumés dans le tableau 10. Comme indiqué dans le tableau 10, I. colutea, |I. macrocalyx, I.
nigritana, |. pulchra et I. tinctoria sont utilisées traditionnellement, au Burkina Faso, au
Nigeria et en Inde, dans le traitement du paludisme, des dermatoses, de la fatigue, des
constipations, des maux de ventre, des morsures du serpent, des douleurs et de la goutte. Au
Niger, la poudre des tiges feuillées de . tinctoria est appliquée sur les plaies des enfants apres
circoncisions.

L'étude pharmacologique réalisée sur ces especes révele que les roténoides isolés de
Indigofera tinctoria ont montré des propriétés toxiques sur les larves d'anopheles et sur
Callosobruchus chinensis adultes (Kamal et Mangla, 1993). La méme plante a montré des
propriétés hépatoprotectrices (Singh et al., 2006). Les extraits de Indigofera pulchra éliminent
les effets toxiques des venins frais de Naja nigricollis (Abubacar et al., 2006).

Il ressort aussi que les espéces étudiées ne sont pas simplement médicinales, elles sont
également utilisées en teinture. Compte tenu de la place qu'occupent ces plantes dans la
teinture; elles jouent un role important dans l'industrie textile. C'est le cas de I. tinctoria

reconnu pour étre riche en indigo.
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Tableau 10: Utilisation en médecine traditionnelle de cing espéces d'Indigofera.

Plantes Parties utilisées | Utilisations (médicine traditionnelle) Refférences bibliographiques
l. colutea Plante entiéere douleurs de I’estomac Perumal Samy et al., 1998
l. Inflorescence Purge, fatigue, retard locomoteur des enfants, | Berhaut, 1974; Kerharo et
macrocalyx paludisme, impuissance, constipation, stimulant, | Adams, 1974

Tige  feuillée, | goutte Nacoulma, 1996

plante entiére
I. nigritana | Tiges feuillée Paludisme, dermatoses, fatigue, antifongique, | Nacoulma, 1996

antiseptique, stimulant

I. pulchra Plante entiere Paludisme, dysenterie, anti-venimeux Adamu et al., 2005
. tinctoria Plante entiere Fébrifuge, détergeant des plaies, anti-septique, | Berhaut, 1974;

diurétique, fatigue, IST,

anti-

impuissance,

constipation, douleurs, lepre, stimulant,

protozoaie, hepatoprotecteur, anti-tumoral, anti-

Nacoulma, 1996
Singh et al., 2006.
Han, 1994; Abubakar et al.,2006

Vvenimeux.

Les criblages phytochimiques ont été précédés d'une étude histochimique qui a permis
de localiser les différents tissus de sécrétion ou de stockage des métabolites secondaires que

sont les tanins, les flavonoides, les anthraquinones et les alcaloides.

[.2. Etude histochimique

A travers cette étude nous avons d’abord pu localiser les tissus constitutifs de la tige
de chaque espéce grace a la coloration au carmino vert [Photo 9 (1)]. Cette double coloration
a permis de caractériser des cellules colorées en rose (cellules ayant gardé leur paroi pecto-
cellulaire), en rose péale (parenchyme), rose vif (phloéme), rose violacée (collenchyme), en
vert (xyleme), en vert-bleu (scléerenchyme) et en vert-jaunatre (suber).

Apres la localisation des différents tissus, I’utilisation des réactifs spécifiques a permis

de caractériser certaines classes de composés polyphénoliques.
Ainsi la présence des précipités noirétres avec le FeCls 1%, sur toutes les coupes, a intensités
variables, indique la présence des polyphénols et/ou tanins dans le parenchyme médullaire
[Photo 6(2)]. La coloration jaune en présence du NaOH 5 % dans le parenchyme cortical
indique la présence des flavonoides [Photo 6(4)]. Les alcaloides n’ont pas pu étre identifiés
[Photo 6(3)].
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Les résultats obtenus sur I'étude histochimique seront confirmés par les tests de

caractérisation sur les différents extraits.

I. Tinctoria

(€)

I. pulchra

(d)

(1) (a) I. colutea

I. tinctoria

(d)

(b) I. pulchra

(2): (a) 1. colutea

75



(3): (a) I. nigritana

(4): (a) 1. colutea (b) I. nigritana (c) I. pulchra (d) . tinctoria
(1) : Localisation des différents tissus des tiges (2) : Identification des Tanins et/ou polyphénols
(3) : Identification des alcaloides (4) : Identification des Flavonoides

Photo 6: Coupes histochimiques des tiges de cing (5) espéces du genre Indigofera
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[.3. Criblages phytochimiques

1.3.1. Rendement des extractions

Les rendements des extractions par macération a I’acétone 80% varient entre 10,56 et
25,26 %, Indigofera tinctoria a présenté le meilleur rendement (25,26 %) soit le double de
celui obtenu avec chacune des autres espéces etudiees (10,56 a 12,04 %) (Figure 18).

30 -

25,26

Rendements (%)

Figure 18: Rendement des extractions a I'acétone 80 %.

1.3.2. Tests généraux de caractérisation

Les tests de caractérisation sur les extraits a I’acétone 80% % des espéces d’Indigofera
étudiées ont permis d’obtenir les résultats consignés dans le tableau 11 (les mémes quantités
d’extraits et de réactifs ont été utilisees).
Comme mentionné dans I’étude histochimique ou des tanins, des flavonoides ont été
identifiés, les tests de caractérisation confirment la présence de ces groupes chimiques, mieux
encore d’autres groupes chimigues ont été caractérises a savoir les saponines, les quinones et
les stérols/triterpénes. Il ressort que tous les extraits contiennent des flavonoides, des
quinones, des tanins, des stérols et triterpenes et des saponines a I’exception de I’extrait de

Indigofera pulchra qui a donné un résultat négatif au test des quinones. Cet extrait a donné
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cependant un resultat positif avec le test des coumarines. Les alcaloides n’ont été pas

caractérisés dans aucun des extraits.

Tableau 11: Groupe chimiques des extraits hydro-acétoniques de cing espéces d'Indigofera.

Extraits
Groupes des composés I. colutea 1. macrocalyx I. nigritana  I. pulchra . tinctoria
Alcaloides - - - - -
Coumarines - - - + .
Flavonoides ++ +++ +++ + +
Anthraquinones + +++ + - 4+
Saponines + ++ ++ + ++
Caroténoides nd nd nd nd nd
Stérols et Triterpenes + + + + +
Tanins et/ou polyphénols ~ +++ ++ +++ + +++

- = non detectés; + = présence; ++ = Composé en concentration élevée ; +++ = Composé en concentration tres

élevée. Nd = non déterminé.

Toutes les cing espéces étudiées synthétisent essentiellement les mémes groupes
chimiques. Cependant, a I'exepetion des autres especes, Indigofera pulchra n'a pas présenré
d'antraquinones mais la seule espéce qui a présenté de coumarines. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Nacoulma (1996) sur I. macrocalyx, I. nigritana et I. tinctoria.

La Chromatographie sur Couches Minces (CCM) a permi d’identifier les composés au

sein de chaque groupe chimique et dont certains seront isolés.

I.4. Analyses CCM des acides phénols et des flavonoides

L’analyse CCM a porté sur les macérés hydro-acétoniques de cinq especes
d'Indigofera. Trois systemes d’éluant ont été essentiellement utilisés a savoir :
Systeme 1 (S1): n-hexane/acétate d’éthyle/acide acétique (62:18:10).
Systéme? (S,): Acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique glacial/eau (100:11:11:27).
Systeme 3 (S3): n-hexane/acétate d’éthyle/acide acétique/eau (50:40:8:2)]
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Une vue d’ensemble des résultats des CCM permet de constater que tous les extraits
présentent des spots jaunes, jaune-orangé ou jaune-vert apres révélation au réactif de NEU et
visualisation sous UV365 nm. Les couleurs des spots sont caractéristiques des flavonoides
(Wagner et Bladt 1996). Ces resultats confirment ceux obtenus avec les tests de
caractérisation des flavonoides ou le test de Shibata est positif avec tous les extraits testés
(Tableau 11). Mieux encore, les extraits de Indigofera nigritana et I. macrocalyx semblent
contenir plus de flavonoides que les autres especes si on se base sur les colorations des spots
obtenus. Avec le méme révélateur a savoir le NEU, certains extraits ont présenté des spots
bleu et bleu-vert, couleurs caractéristiques des acides phénols et/ou des coumarines a I’lUV365
nm, c’est le cas des extraits de I. tinctoria et I. colutea.

La photo 7 représente les Chromatogrammes obtenus avec le systétme Sz avant
révélation au NEU a 254 nm (A) et aprés révélation au NEU et visualisation a I’'UV365 nm
(B). Les acides phénols de référence utilisés nous ont permis d'identifier I’acide gallique et
I'acide caféique dans les extraits bruts de I. tinctoria et I. colutea.

Nous avons observé des spots dont les colorations varient du jaune au jaune-vert
caracteristique des flavonoides. Ils sont majoritaires dans les extraits de I. nigritana et I.

macrocalyx. Le systtme 1 n'a pas pu entrainer certains composés, ce qui nous a amené a

utiliser un systéme plus polaire (systéeme 2).

[Photo 7: CCM des extraits & I'acétone 80 % de cing espéces d'Indigofera & UV254 nm avant
révélation au NEU (A) et a UV365 nm aprés révélation au NEU (B).
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Systeme 3: n-hexane:acétate d’éthyle/acide acétique/eau (50:40:8:2).

AG: acide gallique, IC : I. colutea, Qr: quercétrine; AC: acide caféique, IT : I. tinctoria

Photo 8: CCM des extraits a I'acétone 80 % hydrolysés (C) et non hydrolysés (D) de cing espéces
d'Indigofera a UV365 nm apreés révélation au NEU.

(C) systeme 1: n-hexane/acétate d’éthyle/acide acétique (62:18:10)
(D) systéme 2: Acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique glacial/eau (100:11:11:27).
Ap: acides phénols, IC: I. colutea; IM: I. macrocalyx; IN: I. nigritana; IP: I. pulchra; IT: I. tinctoria; Ru.:

rutine ; Qr: quercitrine; C1: composé isolé de IM.

Photo 9: CCM des extraits a I'acétone 80 % de cinq especes d'Indigofera
apres révélation au NEU puis observés a I’UV 365 nm.

Systeme 2 : Acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique glacial/eau (100:11:11:27).
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IC: 1. colutea; IM: I. macrocalyx; IN: I. nigritana; IP: I. pulchra; IT: I. tinctoria;

Ru.: rutine; Qr: quercitrine; My: myricétine; MFI: mélange de flavonoides.

Le chromatogramme C (photo 8) montre des spots bleus sur tous les extraits
hydrolysés, et sur tous les hydrolysats apparaissent des composés ayant la méme la référence
frontale. Ces résultats montrent qu’au sein d’une méme famille (ici les Fabaceae) on retrouve
presque les mémes groupes chimiques méme si des variabilités existent au sein d’un méme
groupe chimique.

La photo 9 montre le chromatogramme obtenu avec le systeme 2 apreés révélation au
NEU a 365 nm. Ainsi, la rutine a pu étre identifiée dans I’extrait de I. tinctoria L. et celui de I.
colutea; la quercitrine dans I’extrait de 1. colutea puis la myricétine dans 1. tinctoria, 1. colutea
et I. macrocalyx.

Avec le méme systéeme, I’extrait de I. nigritana a présenté 3 spots jaunes qui ne
correspondent pas aux composés de référence utilisés, il en est de méme avec I’extrait brut de
I. macrocalyx ou les spots obtenus sont jaune-verts. Ils sont représentés sur les
chrommatogrames D (photo 8) et E (photo 9). La couleur relative des spots est caractéristique
des flavonoides. La CCM préparatives a permis d'isoler le composé le plus majoritaire de I.

macrocalyx (C1,y) chrommatograme D (photo 8).

I.5. Dosages spectrophotométriques des polyphénols

1.5.1. Dosages des phénoliques totaux

Les phénoliques totaux ont été déterminés a partir d’une courbe de régression obtenue
a partir d’une solution d’acide gallique (200 mg/L solution mere) qui a donné I’équation
suivante :

Y =0,0092x + 0,021 ; R? = 0,999 (Figure 19).
Les valeurs, exprimées en équivalent acide gallique (EAG), sont consignées sur la figure 23 et
varient entre 28,22 et 54,27 mg EAG/pour 100 mg d’extrait. L’extrait de I. colutea a donné la
meilleure teneur en composés phénoliques (54,27 mg GAE/100 mg) suivi de celui de I.

nigritana et I. tinctoria avec respectivement 44,20 et 42,27 mg GAE/100 mg.
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Figure 19: courbe étalon acide gallique

1.5.2. Dosages des tanins totaux

Les tanins totaux ont été déterminés a partir d’une courbe de régression obtenue a
partir d’une solution d’acide tannique (400mg/L solution meére) avec une équation: Y =
0,0011x + 0,2236; R* = 0,9995 (Figure 20). Les résultats obtenus montrent que les taux en
tanins varient entre 7,43 + 0,69 et 26,63 + 0,12 mg TAE/100 mg d’extrait. Le plus fort taux
est obtenu avec I’extrait de I. tinctoria (26,63 = 0,12) suivi de I. nigritana (17,30 = 0,66), I.
colutea (16,42 + 1,03) et I. macrocalyx (11,88 + 0,67). L’extrait de I. pulchra a donné un taux
plus faible soit 7,43 + 0,69 mg TAE/100 mg d’extrait (Figure 23).
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Figure 20: Courbe étalon acide tannique

1.5.3. Dosages des flavonoides totaux

La quantité en flavonoides, exprimée en équivalents quercétine (EQ), a été déterminée
a partir de la courbe de régression (obtenue par la solution de quercétine, 200 mg/L) dont
I'équation de régression vaut: Y = 0,0289x - 0,0036; R? = 0,9998 (Figure 21). Les valeurs
varient entre 2,38 et 9,63 mg EQ/ 100 mg d’extrait (Figure 23). Les extraits de I. macrocalyx

et I. nigritana ont présenté les plus fortes teneurs en flavonoides avec respectivement 9,23 et

9,63 mg EQ/100 mg d’extrait.
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Figure 21 : Courbe étalon quercétine dosage flavonoides totaux

I. 5.4. Dosages des flavonols totaux

L’équation de régression (Y = 0,0353x + 0,0016; R? = 0,9988), obtenue & partir de la
courbe étalon quercétine (Figure 22), nous a permis de doser les flavonols. La teneur en
flavonol des differents extraits (Figure 23) varie de 0,46 £ 0,02 mg EQ/ pour 100 mg d’extrait
a 2,93 £ 0,07 mg EQ/ 100 mg d’extrait. L’extrait de I. macrocalyx a présenté la plus forte
teneur (2,93 £ 0,07) suivi de I. nigritana (1,00 £ 0,06), I. pulchra. (0,9 £ 0,12), I. tinctoria
(0,81 £ 0,04) et I. colutea (0,46 = 0,02).
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1.5.5. Corrélation entre les polyphénols dosés

Le coefficient de corrélation obtenu entre les phénoliques totaux et les teneurs en
tanins, en flavonoides et en flavonols varient entre -0,41 et 0,54. Une bonne corrélation est
obtenue entre les phénoliques totaux et les tanins totaux (0,54). Il en est de méme entre les
flavonoides et le flavonol (r = 0,61). Par contre les corrélations sont negatives entre les
phénoliques totaux et les flavonoides totaux, et les flavonols d'une part et entre les tanins

totaux et les flavonoides totaux, et les flavonols d'autres parts.

TableauTableau 12: Corrélation (r) entre les teneurs entre polyphénols dosés

Flavonoides totaux Flavonols totaux Phénoliques totaux
Phénoliques totaux -0,41 -0,36
Tanins totaux -0,58 -0,33 0,54
Flavonoides totaux 0,61
. DISCUSSION

Le criblage phytochimique effectué sur les cing espéces du genre Indigofera, pour
certains pour la premiere fois, met en évidence la présence de divers métabolites secondaires
dont les flavonoides, les acides phénols, les tanins, les saponosides, les anthracénosides et les
triterpénes et stérols. Ces métabolites ont des roles trés importants pour la vie de chaque
espece surtout dans la pigmentation des fleurs et des fruits, la protection contre les herbivores,
contre les radiations U.V. La présence de certains de ces composes dans les organes aériens,
révelés en amont (par I’étude histochimique et par les tests de caractérisation), est en faveur
de ces roles.

De plus des propriétés biologiques a savoir les propriétés anti-hépatotoxiques, anti-
allergiques, antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales, anti-tumorales, anticancéreuses et
anti-microbienne leurs sont attribuées (Di Carlo et al., 1999; Raj Narayana et al., 2001,
Rajkapoor et al., 2004).

Les composés identifiés par CCM parmi lesquels des flavonoides (rutine, quercitrine,
galangine, myricétine) et les acides phénols (acide gallique, acide caféique) sont connus pour

leurs diverses activités.
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Fenglin et al. (2004) ont démontré que les propriétés anti-inflammatoires de plusieurs
composés phénoliques sont essentiellement dues a leurs activités anti-radicalaires. Comme
cela a été démontré par certains auteurs, les composés phytochimiques a savoir les acides
phénols et les flavonoides de par leurs structures et particulierement la position du
groupement hydroxyle sur la molécule, présentent des propriétes antioxydantes intéressantes
(Miliauskas et al., 2004). De plus ces composés sont connus pour leurs propriétés anti-
tumorales (Christina et al., 2003; Rajkapoor et al., 2004; Raj Narayana et al., 2001).

Les flavonoides sont aussi anti-allergiques, cytostatiques, diurétiques, veinotoniques,
hypocholestérolémiants et antiviraux (Bruneton, 1993; Middleton et al., 2000; Nacoulma,
1996). Il a été montré que les flavonoides sont anti-inflammatoires, spasmolytiques, sédatifs
propriétés attribuées surtout aux dérivés de I’apigénine. Leurs propriétés anti-microbienne et
anticancéreuse ont aussi été montrées (Hernandez et al., 2000; Raj Narayana et al., 2001,
Yenjai et al., 2004). lls peuvent stimuler I’activité enzymatique en favorisant la solidité et la
stabilité des fibres du collagene, en s’opposant a leur denaturation. C’est le cas de la proline
hydroxylase. Ce sont aussi des piégeurs des radicaux libres, ce qui leur confere des propriétés
antioxydantes (Elliott et al., 2000; Fenglin et al., 2004; Yenjai et al., 2004).

En effet, en tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber le processus
de la carcinogenése mis en oeuvre par des mutations engendrées par I’altération de I’ADN par
les radicaux libres. Ces mutations sont d’autant plus graves lorsqu’elles touchent des génes
critiques comme les oncogénes et les génes suppresseurs des tumeurs. En outre, les
flavonoides inhibent I’angiogenese, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif
et métastatique des cellules tumorales (Nijveldt et al., 2001).

Les flavonones et flavonols sont des antioxydants au niveau rétinien et cérébral; ils
diminuent les troubles liés a la sénescence. Ces sont des véritables traitements du
vieillisement cérébral. Ils améliorent la mémoire, la vigilence, la capacité de concentration
etI'humeur par stimulation de la synthese de la Dopamine, de la Seroine.

En agissant sur la neurotransmission sensorielle ils traitent les troubles de I'équilibre
(Patichis et al., 1993).

Des études ont également montré que I’ingestion des flavonoides peut entrainer une
réduction considérable de la mortalité liee aux maladies cardio-vasculaires (Pérez-Vizcaino et
al., 2002).

Comme plusieurs auteurs I'ont montré, les flavonoides a savoir la galangine, la
quercitrine myrécétine et la rutine sont connus pour leurs propriétés antibactérienne (contre

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis), antivirale (contre Rabies
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virus, Para influenza virus), anti-ulcéreuse, hépatoprotectrice, antioxidante, anti-hypertensive
et anti-inflammatoire (Bruneton, 1993; Carnat et al., 2004, Elliot et al., 2000; Raj Narayana et
al., 2001; Ueda et al., 2002). La quercétine exerce des effets antioxydants, anti-plaquettaires
et vasodilatateurs pouvant expliquer ses effets cardioprotecteurs (Nijveldt et al., 2001; Pérez-
Vizcaino et al. 2002).

L’acide gallique, I'acide caféique et bien d’autres acides phénols sont aussi connus pour
leurs activités anti-inflammatoire, anti-bactérienne et antivirale (Gulgin, 2006; Lee et al.,
2003). Les acides phénols sont doués d'un pouvoir antioxydant. C'est ainsi que les tanins
hydrolysables (acide gallique et acide ellagique) inhibent la peroxydation des lipides et que
les tanins condensés (cathéchiques) sont inhibiteurs des superoxydes dismutases.

D’autres analyses phytochimiques ont montré la présence des coumarines et des
alcaloides dans I’extrait méthanolique de Indigofera suffruticosa (Leite et al., 2006). D'autres
études ont aussi montré la présence des saponosides, des flavonoides et tanins dans plusieurs
Indigofera a savoir I. arrecta (Nacoulma, 1996), I. aspalathoides (Christina et al., 2003), I.
dendroides (Esimone et al., 1996) et précisément certains flavonoides comme les roténoides
dans I. tinctoria (Kamal et Mangla, 1993).

Les propriétés pharmacologiques des composés phytochimiques identifiés pourraient

justifier la plupart des utilisations médicinales des espéces d’Indigofera au Burkina Faso.

.  CONCLUSION PARTIELLE

L'étude phytochimique de ces 5 especes du genre Indigofera a permis de localiser les
tanins et les flavones au niveau du parenchime cortical des tiges. Le criblage hyotochimique a
permis de caractériser certains groupes chimiques d'abord par I’étude histochimique puis par
les tests de caractérisation. La chromatographie sur couches minces particulierement, a permis
d'identifier certains composés dont les familles ont été caractérisées par les méthodes
précédentes. C’est ainsi que dans la famille des flavonoides la rutine, la quercitrine, la
galangine et la myricétine ont été identifiés, les acides phénols tels que I’acide gallique,
I’acide caféique ont aussi été identifiés. Les autres groupes chimiques a savoir les saponines,
les stérols et triterpénes, les anthraquinones y ont aussi été retrouvées. I. pulchra a un profil
chimique différent des autres Indigofera. Les dosages spectrophotométriques nous ont permis
d'avoir les meilleures teneurs phénoliques totaux dans I. colutea, 1. nigritana et I. tinctoria, en
flavonoides (Flavonols) totaux dans I. macrocalyx et I. nigritana et en tanins totaux dans I.

tinctoria, I. nigritana et I. colutea.
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Il ressort que certaines propriétés pharmacologiques attribuées aux plantes étudiées
peuvent étre justifiées surtout du fait de leur composition en flavonoides, en acides phénols,

en anthraquinones et en composés terpeniques.
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CHAPITRE Il. CRIBLAGE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES

l. ACTIVITES ANTIOXYDANTES

.1. Résultats

.1.1. La methode FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante résulte de la capacité de leurs composés a
donner des électrons et par conséquent a participer aux réactions de réduction. Dans cette
étude, la réduction des ions Fe** en ions Fe?* est exprimée en mmol équivalents acides
ascorbiques/g d’extrait (EAA). Les concentrions ont été déterminées contres une courbe de
référence obtenue avec l'acide ascorbique (200 mg/L solutio mere) avec une courbe de
régression: Y = 0,0082x + 0,0002, R® = 1 (Figure 24). Les valeurs obtenues avec les extraits
de 5 Indigofera sont consignées dans le tableau 13. Les meilleures activités sont obtenues
avec les extraits de I. colutea (2,54 + 0,14 mmol g-1 EAA) et I. tinctoria L. (2,04 mmol g-1
EAA), suivies par ceux de I. nigritana (1,57 = 0,06 mmoL g-1 EAA) et I. macrocalyx (1,41t
0,02 mmol g-1 EAA).
Pour chacune de ces quatre espéces, le pouvoir réducteur est considérablement plus élevé que

celui obtenu avec I’extrait de I. pulchra (0,81 + 0,01mmol g-1 EAA).

2
1,6
3
o 1,2
c
I
=
2 Y =0,0082x + 0,0002
208 - )
< R =1
0,4
0 T T .
0 50 100 150 200
Concentrations (mg/L)

Figure 24: Courbe étalon acide ascorbique pour la détermination du pouvoir réducteur (FRAP)
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1.1.2. Activité anti-radicalaire des extraits par inhibition du DPPH

La méthode DPPH est une des méthodes qui permettent d'évaluer l'activité anti-
radicalaire des extraits, elle est basée sur la mesure de I'inhibition des radicaux. Cette méthode
convient aussi aux modeles cellulaires utilisés dans I'étude des stress oxydatifs au niveau des
cellules (Tiwari, 2004). Ainsi les composés ou extraits qui sont capables, a tres faible
concentration, de changer la couleur du radical libre DPPH, du violet au jaune sont considérés

antioxydants, par conséquent anti-radicalaires (Hinneberg et al., 2006).

100

()]
o
|

% Inhibition (DPPH)

30 40 50 60 70 80 90
Concentrations (ng/mL)

Figure 25: Inhibitions du DPPH par les extraits acétoniques (80 %) des 5 Indigofera et les substances de

références.

I.C: Indigofera colutea; 1.M.: Indigofera macrocalyx; 1.N: Indigofera nigritana; I.P: Indigofera pulchra; IT:

Indigofera tnctoria; AA: acide ascorbique; Q: quercétine

Chague résultat contitue la moyenne des trois valeurs obtenues (n = 3).
Les résultats de cette étude sont indiqués dans le tableau 13. Les ICsy obtenues

grafiquement varient de 2,45 + 0,15 a 12,37 £ 0,32 pg/mL. et une 1Csq relativement tres faible

indigque une activité antioxydante tres élevée. Partant de ce principe, la meilleure activité
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antioxydante est obtenue avec l'extrait de I. colutea (2,45 + 0,15 pg/mL) suivie par celui de I.
tinctoria (3,79 £ 0,08 pg/mL) et celui de I. nigritana (3,68 + 0,87 pg/mL). Les mémes
especes ont aussi présenté des teneurs en phénoliques plus élevées. I. pulchra, avec une
composition faible en phénoliques a présenté relativement une faible activité anti-radicalaire
(12,37 = 0,32 pg/mL) par rapport aux autres especes. Les substances de référence utilisées a
savoir l'acide gallique, la quercétine et I'acide ascorbique donnent des ICsp respectives 0,61 +
0,14; 0,88 £ 0,11 et 1,8 £ 0,43 pg/mL. Ces résultats montrent que les extraits des plantes

étudiées présentent des potentiels anti-radicalaires élevés.

1.1.3. Capacité anti-radicalaire des extraits par la méthode ABTS

La capacité anti-radicalaire libre des especes du genre Indigofera a aussi été
déterminée en utilisant le radical cation ABTS. Elle est utilisée pour mesurer la capacité des
composés purs, les extraits des plantes ou des échantillons de nourriture. Dans la présente
étude, l'acide ascorbique a été utilise comme substance de référence pour tracer la courbe
étalon (Figure 26) (équation de régression obtenue Y = - 46,289x + 26,321; R = 0,9407) a la
place du Trolox parce que les deux substances ont sensiblement le méme pourcentage
d’inhibition sur le radical cation ABTS a 734 nm (Katanilic et al., 2006). D’autres auteurs ont

aussi utilisé I’acide ascorbiqgue comme standard avec la méme méthode (Lee et al., 2003;
Soong et al., 2004).

y = - 46,289x + 26,321
R? =0,9407
15 -

10 ~

Concentrations (ug/l)

(6]
|

0 T T T T T N 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Absorbances

Figure 26 : Courbe étalon acide ascorbique pour la méthode ABTS
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Le tableau 13 montre les capacités en antioxydant des espéces étudiées. Les valeurs
varient de 1,36 + 0,45 a 3,74 + 0,14 mmol/g d'extrait sec. Les plus fortes capacités en
antioxydants ont été obtenues avec I. colutea (3,74 mmol/g + 0,14) et I. tinctoria (3,00 *
0,372 mmol/g) lesquelles ont présenté les plus forts taux en composés phénoliques. Une fois
de plus I’extrait de 1. pulchra qui a présenté un total phénolique bas a présenté une faible

activité anti-radicalaire (1,36 £ 0,245 mmol/g) par rapport aux autres especes.

I.1.4. Coefficients de corrélation entre les phénoliques totaux et les activités
antioxydantes: ABTS; DPPH et FRAP

Les equations de régression et les coefficients de corrélations entre les phénoliques
totaux et les activités antioxydantes par les méthodes ABTS; DPPH et FRAP sont représentés
sur la figure 27. Les coefficients de corrélations varient suivant I'ordre: 0.98 (DPPH, y =
0.0129x — 0.2966)> 0.8959 (FRAP, y = 0.0649x — 1.0047)> 0.8383 (ABTS, y = 0.0093x —
1.4295).

= 4
E FRAP ¢ FRAP m DPPH A ABTS
2 35 y = 0,0649x - 1,0047
N | 2 _
E § 3 R —0,8959
CDL P5 - ABTS
S g y = 0,093x - 1,4295
== 2 - R? = 0,8383
S H1,5 -
e o DPPH
€ ¥ 1 y=00129x-02966
R*=0,98
% 051 ma "
D: [
LL O T T = T T T
0 10 20 30 40 50 60
Phénoliques Totaux (mg GAE/100mgQ)

Figure 27 : Coefficients de corrélation entre les phénoliques totaux et ABTS; 1/DPPH et FRAP
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Tableau 13: Polyphénols totaux et acivités antioxydantes des extraits de cing d'Indigofera

Dosages des polyphénols totaux Activité antioxydante

Extraits et | Phénoliques totaux | Tanins  totaux | Flavonoides totaux | Flavonols totaux | FRAP  (mmol | ABTS DPPH
substances  de | (mg GAE/100 mg) (mg TAE/100mg) | (mg QE/100 mg) (mg QE/100 mg) | AscAE g (mmol AscAE.gY) | (ICs: pg/mL)
références

l. colutea 54,27 + 4,87° 16,42 + 1,03° 327 +£1,27° 0,46 + 0,02 2,54 +0,14° 3,74 +0,14° 02,45 + 0,15
I. macrocalyx | 37,40 £ 0,63° 11,88 £ 0,67° 9,23 + 0,082 2,93 +0,07° 1,41+0,02° 1,70 +0,23°1 06,35+ 0,30°
l. nigritana 44,20 +2,00° 17,30 + 0,66" 9,63 +0,45° 1,00 + 0,06" 1,57 +0,06° 2,24+0,57°¢ 03,68 +0,87"
I. pulchra 28,22 +0,50° 07,43 +0,69° 6,83+0,27° 0,90 + 0,12°¢ 0,81 +0,01° 1,36 +0,25 ¢ 12,37 +0,32°
I tinctoria 42,27 +0,55"° 26,63 +0,12° 2,38+0,30° 0,81 +0,04° 2,09 +0,09" 3,00 +0,37°" 03,79 +0,08"
Quercétine nd nd 0,61+0,14
Acide gallique nd nd 0,88 £0,11
Acide 5,86% 0,51 1,78 + 0,58 01,8 +0,43
ascorbique

AGE: acide gallique équivalent; ATE: Acide tannique équivalent; QE: quercétine équivalent.

Chague résultat contitue la moyenne des trois valeurs obtenues (n = 3).

Les lettres différentes dans la méme colonne indique des differnces significatives (p<0,05)
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.2. Discussion

Les résultats sur la réduction des ions ferriques (FRAP) montrent que les extraits des
especes étudiées sont plus réducteurs que certains extraits étudiés par la méme méthode. C'est
le cas de l'extrait de Moldavia dracocephalum L. qui a donné 0,51 + 0,06 mmol g-1 EAA
(Dastmalchi et al., 2006) et des extraits des plantes étudiées par Hinnerburg et al. (2006) qui
ont donné des valeurs comprises ente 0,06 et 0,54 mmol EAA/g d'échantillon.

La corrélation obtenue (r = 0,96) entre le pouvoir réducteur des extraits et leur
composition en phénoliques totaux indique que les composés phénoliques contribuent pour
environ 96 % a I’activité antioxydante des extraits. Des résultats similaires ont été obtenus sur
les extraits de certaines plantes (Katalinic et al., 2006), cependant une corrélation négative (R
= - 0,65) a éte obtenue entre le pouvoir réducteur et la composition en flavonoides totaux des
extraits. Cette corrélation montre que I’activité antioxydante de nos extraits n’est pas
attribuable aux flavonoides.

Les valeurs des ICsy des substances de référence a savoir l'acide gallique (0,61 £ 0,14
pg/mL), la quercétine (0,88 + 0,11ug/mL) et I'acide ascorbique (1,8 £ 0,43 pug/mL), montrent
que tous les extraits ont une capacité anti-oxydante significative car chaque extrait a présenté
une 1Csp <15ug/mL, bien que les substances de références sont plus anti-radicalaires que nos
extraits. La valeur du coefficient de corrélation (r = 0,99) entre la composition en phénoliques
et DPPH suggere en plus que la forte capacité en antioxydants des extraits résulte
essentiellement de la contribution des composés polyphénols ces extraits.

Des études antérieures, qui ont porté sur certains fruits et extraits de plantes, ont
montré une corrélation positive et élevée entre phénoliques totaux et activité antiradicalaire
(Cai et al., 2005; lvanova et al., 2005; Lee et al., 2003; Meda et al., 2005; Miliauskas et al.,
2004; Rice-Evans et al., 1996; Sawadogo et al., 2006).

Dans la présente étude, les plus fortes activités anti-oxydantes obtenues avec les
extraits de I. colutea et de I. tinctoria peuvent étre attribuées en partie a I’acide gallique, la
rutine, la myricétine qui sont des composés reconnus pour leur forte activité anti-oxydante.

Les résultats sur l'inhibition des radicaux cations ABTS traduisent, une fois de plus, la
forte capacité de I’extrait de I. colutea a inhiber le radical cation ABTS plus que les extraits
des autres especes étudiées. Les activités antioxydantes des différentes especes du genre
Indigofera peuvent étre attribuées en partie a leur composition en acide gallique, rutine et

myricétine, composes reconnus pour leur forte activité antioxydante.
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La forte teneur en composés phénoliques des extraits des especes étudiées contribue en
grande partie a leur activité antioxydante. Ces résultats sont confirmeés par les coefficients de
corrélation obtenus entre les phénoliques totaux et les activités anti-oxydantes, ABTS (r =
0,92; P < 0,005); DPPH (r = 0,99; P < 0,001); FRAP (r = 0,95; P < 0,005). De ces résultats
nous pouvons déduire que les phénoliques totaux contribuent pour au moins 91% dans
I’activité antioxydante des extraits de plantes étudiées. Le reste d’activité antioxydante (9 %)
est attribuable a d’autres composés. D’autres études sur les extraits des plantes avaient abouti
a la méme conclusion (Zheng and Wang, 2001).

Des etudes antérieures ont démontré I’implication du stress oxydatif dans I’étiologie
de certaines maladies dont le cancer et les maladies inflammatoires et neuro-degénératives
(Bonnefoy et al., 2002). Certains auteurs ont suggéré I’utilisation des antioxydants dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer (Huang et al., 2005). Partant de ces observations,
combattre le stress oxydatif peut aussi contribuer a combattre le cancer, les inflammations et
les maladies neuro-degénératives; or dans la présente étude certains extraits se sont montres
trés antioxydants. C'est le cas de I'extrait de I. colutea, I. tinctoria et de I. nigritana. Ces
extraits ont montré des activités intéressantes avec les trois méthodes utilisées (FRAP, DPPH
et ABTS), les trois espéces peuvent donc étre des sources des composes antioxydants. I.
tinctoria qui a fait I'objet des études approfondies est bien un exemple car de cette plante, a
été isolée l'indirubine, un composé qui a montré des résultats dans la lutte contre les leucémies
(Han, 1994). Les roténoides ont aussi été isolés dans cette espéce (Kamal et Mangla,
1993).L"activité antioxydante et inhibitrice de la lipoxygénase des roténoides a été démontrée
(Wangensteen et al., 2006).

[.3. Conclusion partielle

La présente étude a montré que les especes du genre Indigofera, grace aux
polyphénols qu’elles contiennent, ont chacune montré des activités anti-oxydantes
intéressantes. Ainsi, que ce soit par la méthode de DPPH ou ABTS, les extraits de I. colutea,
I. tinctoria et I. nigritana ont présenté les plus fortes capacités anti-radicalaires. Les extraits
de ces plantes ont montré le plus fort pouvoir réducteur vis & vis du Fe®".

La composition en phénoliques totaux a montré une trés bonne corrélation avec le
pouvoir reducteur, I’inhibition du DPPH et la réduction de ABTS. Ces corrélations suggérent

que les composés phénoliques contribuent ainsi a la capacité antioxydante des Indigofera.
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Il ressort que les Indigofera étudiés, d'aprés leurs activités anti-oxydantes liées a leur
composition en phénoligques représentent une bonne source de drogue a activité anti-oxydante.

Dans I'hypothése de vérifier le r6le des composés antioxydants, en particulier les
composes polyphénoliques, dans la prévention et le traitement de I'inflammation et d'autres
maladies liées aux stress oxydatifs parmi lesquelles la maladie d’Alzheimer et la goutte, des
études portants sur l'inhibition des enzymes dont I'étiologie est liée a ces maladies sont

réalisées "in vitro". En plus l'activité antibactérienne de ces extraits a été vérifiée.

. ACTIVITES ENZYMATIQUES

[I.1. Résultats
Les résultats sur I'inhibition des enzymes sont consignés dans le tableau 14.

Tableau 14: Activités inhibitrices d'enzymes des extraits de cing Indigofera (100 pg/mL) et des substances

de références

Extraits (100 pg/mL) AChE CE LOX X0

. colutea 32,24 +210* |11,11+3,51° 56,61 +2,83% [ 15,19 +5,25°
I. macrocalyx 14,77 £0,87" | 25,73 + 4,42 51,18 +9,53° [ 77,33+ 7,572
I. nigritana 36,06 + 3,67% | 22,22 + 05,36 | 41,11 +1,03°° | 37,45+1,43°°
. pulchra 7,56+1,08° 16,23 +4,64° [39,25+322° |[33,33+4,58°

I. tinctoria 7,29 +1,020° | 2,34 +4,05° 40,09 +0,67° |42,42+1,05"
Galanthamine (0,20 pg/mL) |50+ 1,21

Quercétine (50 pg/mL) 3255+2

Allopurinol (10 pg/mL) 36,54 + 3,85

AChE: acétylcholinestérase; CE: Carboxylestérase; LOX: lipoxigénase; XO: xanthine
oxydase; nd: non déterminé;
Chague résultat contitue la moyenne des trois valeurs obtenues (n = 3).

Les lettres différentes dans la méme colonne indique des differnces significatives (p<0,05)
La meilleure activité inhibitrice de I'AChE a 100 pug/mL est obtenue avec I'extrait de I.

nigritana (36.06 + 3.67 %) suivi par celui de I. colutea (32.24 + 2.10%). A la méme
concentration, les extraits de |I. macrocalyx, de I. pulchra et de I. tinctoria ont présenté des
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faibles pourcentages d'inhibition avec respectivement 14.71 + 0.87 %; 7.56 + 1.08 % et 7.29 +
1.02 %. Par contre, la galanthamine a 0,20 pg/mL donne 50 % d'inhibition.

L'inhibition de la carboxylestérase par les extraits réveéle que les meilleurs
pourcentages d'inhibition sont obtenus respectivement par les extraits de I. macrocalyx (27,39
+ 2,03) et de I. nigritana (22,22 + 2,03). I. pulchra, 1. colutea et I. tinctoria ont donné des
inhibitions faibles avec respectivement 15,35 +1,75; 11,11 + 1,01 et 2,34 + 1,01 %.

Sur la lipoxygénase, les extraits de quatre espéces sur les cing ont donné des
pourcentages d'inhibition supérieurs a 30%. |. macrocalyx avec 77,33 = 7,57 % a donné la
meilleure inhibition suivi de I. tinctoria (42,42 + 1,05 %), I. nigritana (37,45 + 1,43 %) et I.
pulchra (33,33 + 4,58 %). I. colutea a donné la plus faible inhibition (15,19 + 5,25 %). A 50
pug/mL, la quercétine donne 32,55 % d'inhibition.

Les résultats de I’inhibition de la xanthine oxydase, par les différents extraits, sont
consignés dans le tableau 14. Parmi les cing extraits qui ont été testés, quatre ont donné des
pourcentages d’inhibition supérieurs a 30 % pour une concentration finale de 100 pg/mL. Il
ressort que les pourcentages d’inhibition varient de 15,19 + 5,25 (I. colutea) a 77,33 £ 7,57 (l.
macrocalyx). |. tinctoria, I. nigritana et I. pulchra ont donné respectivement 42,42 + 1,05;
37,45 + 1,43 et 33,33 £ 4,58 %. A 10 pg/mL, I'Allopurinol donne 36,54 % d'inhibition.

[I.2. Relation entre activité enzymatique, composés polyphénolique et

activité antioxydante

Notre hypothese doit prouver le role des composes d'antioxydants, en particulier des
composés phénoliques, des flavonoides et des flavonols dans la prévention ou le traitement de
I'inflammation, de la goutte et d'autres maladies liées aux stress oxydatifs tel que la maladie
d'Alzheimer par leur inhibition des enzymes impliquées a savoir la xanthine oxidase (XO), la
lipoxygénase (LOX) et I'acétylcholinestérase (AChE).

Les coefficients de corrélations (R®) obtenus entre ces différents paramétres sont représentés
sur les figures 28, 29, 30 et 31.

La figure 28 représente les corrélations (R?) obtenues entre les phénoliques totaux et le

pourcentage d'inhibition des enzymes testées. Les valeurs de R? varient entre 0,5134 et
0,1978. Le ccefficient de corrélation est négatif avec la XO et positif avec la LOX et I'AChE

98



avec respectivement R? = 0,1978 avec la XO R%* = 0,3781 avec LOX et R? = 0,5134 avec
AChE.

90
80 ¢AChE mLOX  XO
70
U XO
=< 60 - y=-1,0581x+ 84,815 .
é 50 LOX R250,1978
- y=0,4983x+ 25,152
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Figure 28: Corrélations entre phénoliques totaux et le pourcentage d'inhibition.

AChE: acétylcholinestérase; LOX: lipoxigénase; XO: xanthine oxydase; 1%: pourcentage d'inhibition.

La figure 29 représente les corrélations (R?) obtenues entre les flavonoides totaux et le
pourcentage d'inhibition des enzymes testées. Les valeurs de R? varient entre 0,2907 et
0,0172. Le ccefficient de corrélation est négatif avec LOX et positif avec la I'AChE et la XO
avec respectivement R? = 0,0172 avec LOX, R? = 0,061 avec I'AChE et R?= 0,5134 avec la
XO.
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Figure 29: Corrélations entre flavonoides totaux et pourcentage d'inhibition.

AChE: acétylcholinestérase; LOX: lypoxigénase; XO: xanthine oxydase; 1%: pourcentage d'inhibition;

La figure 30 représente les corrélations (R? obtenues entre les flavonols et le

pourcentage d'inhibition des enzymes testées. Les valeurs de R? varient entre 0,0441 et

0,9052. Le ccefficient de corrélation est négatif avec la 'AChE et positifs avec la LOX et XO
avec respectivement R® = 0,0541 avec I'AChE; R? = 0,0441 avec LOX et R?= 0,9052 avec la

XO.
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Figure 30: Corrélations entre flavonols et pourcentage d'inhibition
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AChE: acétylcholinestérase; LOX: lypoxigénase; XO: xanthine oxydase; 1%: pourcentage d'inhibition.

La figure 31 représente les corrélations (R®) obtenues entre les corrélations entre la
capacité antioxidante des extraits et le pourcentage d'inhibition des enzymes testées. Les
valeurs de R? varient entre 0,2347 et 0,1812. Le ccefficient de corrélation est négatif avec la
XO et positif avec la LOX et I'AChE avec respectivement R? = 0,3317 avec la XO R% =
0,2347 avec LOX et R?= 0,1812 avec AChE.
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Figure 31: Corrélations entre capacité antioxidante des extraits et pourcentage d'inhibition.

AChE: acétylcholinestérase; LOX: lypoxigénase; XO: xanthine oxydase; I: inhibition

D'autres part, des corrélations négatives ont été obtenues entre les phénoliques totaux,
et les pourcentages d'inhibition de la CE (R? = 0,4624), tandis que celles obtenues avec les

flavonoides et les flavonols totaux sont positifs (0,4624 et 0,9025).

[1.3. Discussion

Des études récentes ont lié la maladie d’Alzheimer a un processus inflammatoire
induit par des substances oxygénées réactives (Vina et al, 2004).
Le stress oxydatif intervient, pour une part, dans la physiopathologie de la dégénération
neuronale. Ces arguments sont en faveur de la présence d'un stress oxydant en liaison avec la
maladie d’Alzheimer. S'agissant de cette maladie, on note une croissance de peroxydation

lipidique, de lI'oxydation des protéines et de I'oxydation de I'ADN nucléaire et mitochondrial
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dans le cerveau du patient. Plusieurs raisons peuvent I'expliquer, la particuliére sensibilité du
cerveau au stress oxydant. Aussi le métabolisme de lI'oxygeéne est intense dans le cerveau
conduisant a une production importante des EOR alors que la concentration en antioxidant
(G-SH, SOD, GPx et catalase) y est faible sans oublier que les cellules nerveuses ne se
répliquent pas, d'ou l'accumulation des dommages sur I'ADN. Or [I'hydrolyse de
I'acétylthiocholine, substrat de I'acétylcholinestérase, est un facteur qui est en faveur de cette
dégénérescence neurale. Donc les extraits qui inhibent cette enzyme aideraient a lutter contre
la maladie d’Alzheimer.

Ainsi parmi les extraits soumis a cette étude, I. nigritana et . colutea ont donné les meilleures
inhibitions. Or les dosages des phénoliques totaux des extraits de ces plantes ont montré que
ces plantes sont riches en phénoliques que les autres especes étudiées. Ces résultats laissent
présager que les phénoliques sont de bons inhibiteurs de I'acétylcholinestérase. Ces résultats
sont en accord avec ceux des travaux de Lopez et al., (2002). Les coefficients de corrélations
positives obtenues entre les pourcentages d'inhibition de I’acétylcholinestérase et les teneurs
des extraits en phénoliques totaux, flavonoides (respectivement R* = 0,5134; R? = 0,061)
confirment cette hypothese. Les extraits, en particulier ceux de I. colutea et I. nigritana,
peuvent donc étre sources de drogues pour traiter la maladie d'Alzheimer et méme contre les
insectes quand on sait que cette enzyme, a travers son réle neurotransmetteur, intervient aussi
dans la résistance des insectes. En effet I'AChE est une des cibles des insecticides
organophosphates et carbamates. La toxicité des insecticides est due a une inhibition
progressive de I'AChE dans les tissus nerveux conduisant a I'accumulation de I'acétylcholine

d'ou la neurotoxicité (Yi et al., 2006).

Les carboxylestérases (CE) représentent la famille des estérases qui hydrolysent une
large variété de substrats comprenant les drogues thérapeutiques et les xenobiotiques. Ces
enzymes (EC 3.1.1) constituent un groupe hétérogene d'isozymes qui catalysent I'nydrolyse
d'une large variété des esters xenobiotiques, des amides et des thioesters. Ces composes sont
dominants dans le foie et jouent un rdle important dans le métabolisme et la détoxification des
xenobiotiques ainsi que les composés endogenes. Il est aussi reconnu qu'ils ont un réle
protecteur contre la toxicité des organophosphorés (OPs).

A travers ces observations, si la carboxylestérase joue un réle important dans la détoxification
des insecticides organophosphorés comme l'ont confirmé plusieurs auteurs (Djeridane et al.,
2008), les drogues qui inhibent cette enzyme renforceraient l'activité des insecticides du fait

que l'enzyme s'oppose a la toxicité des insecticides chez les insectes. Parmi nos extraits I.
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macrocalyx et . nigritana sont respectivement de bons inhibiteurs. Or ce sont ces mémes
extraits qui ont présenté les meilleures teneurs en flavonoides et flavonols. C'est dire que
parmi les polyphénols, les flavonoides et mieux encore les flavonols sont les meilleurs
inhibiteurs de la carboxylestérase (CE). Des résultats similaires ont été obtenus avec d'autres
types d'extraits (Djeridane et al., 2007). En plus les coefficients de corrélation positifs obtenus
avec les flavonoides (R = 0,98) ou les flavonols représentent a eux seuls 68 % des flavonoides

confirment ces résultats.

L'activité anti-inflammatoire des différents extraits testés, est évaluée en mesurant le
pourcentage d'inhibition de la lipoxygenase. La lipoxygenase est une enzyme qui intervient
dans les phénomenes de l'inflammation dont le substrat dans l'organisme est l'acide
arachidonique. En effet la libération de I'acide arachidonique par les membranes cellulaires
catalysée par la phospholipase A, ainsi que son futur métabolisme catalysé par la cyclo-
oxygeénase et la lipoxygénase engendre une large série du processus inflammatoire.

La lipoxygénase synthétise les leucotrienes et les lipoxines a partir de I'acide arachidonique en
induisant le processus anti-inflammatoire. Les leucotrienes et les lipoxines sont de puissants
régulateurs de plusieurs dysfonctionnements dans I'organisme. Un mélange de leucrotriénes
est 100 a 1000 fois plus puissant que I'histamine et les prostaglandines comme constricteur de
la musculature de l'oropharynx. Les leucotrienes (avec le leucotriene B;) augmentent la
perméabilité vasculaire. L'attraction et I'activation des leucocytes semblent étre des
régulateurs importants dans le cas de nombreuses maladies impliquant des réactions
d'hypersensibilité inflammatoire ou immédiate comme I'asthme. Les leucotriénes sont vaso-
actifs. La prostaglandine fait partie des médiateurs qui produisent les douleurs de
I'inflammation, I'inhibition de la biosynthese des médiateurs de l'inflammation bloquant les
activités des ces enzymes, peut étre un important traitement de beaucoup des maladies
inflammatoires débutantes. Le substrat utilisé pour Il'inhibition dans la présente étude "in
vitro"est l'acide linoléique.

Il ressort que les extraits de I. colutea et I. macrocalyx qui ont donné des pourcentages
d'inhibition supérieurs a 50 %, inhibent mieux la lipoxygénase que les autres extraits. Il faut
noter que 1. colutea plus riche en polyphénols encore plus antioxydant, a présenté la meilleure
inhibition, inhibition qui peut étre attribuée a I'acide gallique et I'acide caféique identifiés dans
I'extrait de cette plante et reconnu comme composé anti-inflammatoire (Bakasso et al., 2008;
Raj Narayana et al., 2001). I. macrocalyx riche en flavonoides mais plus riches en flavonols,

montre que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs de la lipoxygenase. Cette inhibition
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peut surtout étre due a la présence de la myricétine (flavonol), révélée dans I'extrait de cette
plante (Bakasso et al., 2008; Raj Narayana et al., 2001).

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui catalyse I'oxydation de I'nypoxanthine
en xanthine et qui de plus catalyse I'oxydation de la xanthine en acide urique en produisant
des espéces oxygéneées réactives (radicaux superoxydes et péroxyde d'hydrogenes) :

X0
Hypoxanthine + O, + H,O > Xanthine + H,0,

X0
Xanthine + O, + H,O < » Acide urique + H,O,

La xanthine oxydase est impliquée dans I'étiologie de la goutte qui se caractérise par le
dép6t de I'acide urique au niveau des articulations ce qui conduit ainsi aux inflammations. On
peut donc bloguer la production de I'acide urique en inhibant la xanthine oxydase et par voie
de conséquence remédier au probléme de la goutte (Kong et al., 2000; Owen et al.,1999).

La xanthine oxydase est aussi une importante source biologique des radicaux libres qui
contribuent aux dommages des tissus. Ces radicaux sont impliqués dans le processus de
plusieurs pathologies telles que la vieillesse, le cancer, les inflammations et I'atherosclérose.
Chez I'nomme, la xanthine oxydase est normalement retrouvée dans le foie et est absente dans
le sang. Pendant les dommages sévéres du foie, la xanthine oxydase est libérée dans le sang,
ainsi rechercher la XO dans le sang est une voie de confirmation ou non de I'existence des
dommages du foie.

Les résultats sur I'inhibition de la XO, révelent que l'extrait de I. macrocalyx, avec une
inhibition supérieure a 70 %, est le meilleur inhibiteur parmi les cing extraits testés. Cette
activité peut étre liée a la présence des flavonoides qui se sont montré des meilleurs
inhibiteurs de la xanthine oxydase (Cos et al., 1998). La plante constitue donc une source de
drogues anti-XO. L'allopurinol est un inhibiteur de référence de la XO, il est utilisé dans le
traitement de la goutte cependant il présente des effets secondaires.

Les composés retrouvés chez les especes étudiées, inhibiteurs de la XO peuvent étre des
veritables potentiels biologiques dans le traitement de la goutte ou d'autres maladies induites
par la XO (Sweeney et al., 2001).

Il est aussi reconnu que les inhibiteurs de la xanthine oxydase peuvent étre utilisés dans le

traitement des hépatites et des tumeurs du cerveau.
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Les coefficients de corrélation obtenus entre les teneurs en composés polyphénoliques
des extraits et les pourcentages d'inhibition montre que les phénoliques totaux sont des bons
inhibiteurs de la LOX et de I'AChE (R? = 0,3781 et R = 0,5134 respectivement). La XO est
inhibée par les flavonoides (R*= 0,2907) et en particulier parles flavonols (R? = 0,9052).

Les coefficients des corrélations obtenues entre les teneurs en Ccomposés
polyphénoliques des extraits et les pourcentages d'inhibition montrent que les phénoliques
totaux sont des bons inhibiteurs de la LOX et de I'AChE. Les corrélations entre les capacités
antioxydantes et les pourcentages d'inhibition de ces enzymes montrent de fagon spécifique
que la LOX et I'AChE (R® = 0,2347 avec LOX, et R? = 0,1812 avec AChE) sont mieux
inhibées par les composés antioxydants contrairement a la XO et la CE qui sont mieux
inhibées par les flavonoides mieux encore par les flavonols (R? = 0,9052 avec la XO et R’=
0,9052).

[I.4. Conclusion partielle

La présente étude nous a permis de vérifier le rdle des composés antioxydants dans
I'inhibition des enzymes testées. Les pourcentages d'inhibition sont variables d'une espece a
une autre. Sur la LOX, tous les extraits ont un pourcentage d'inhibition supérieur a 35 %, il en
est de méme avec la XO ou c'est seulement I. colutea qui a donné une inhibition faible (15
%). I. macrocalyx et I. nigritana se sont montes meilleurs inhibiteurs de CE, tandis que I.
colutea et I. nigritana le sont avec AChE.

A travers les coefficients de corrélations obtenues entre les polyphénols totaux et les
inhibitions enzymatiques, il ressort que l'activité enzymatique est fonction de la richesse des
extraits en composés phénoliques, mieux encore avec les composés antioxydants.

Ainsi, en se basant sur les deux premiéres valeurs de pourcentage d'inhibition on peut retenir
respectivement I. macrocalyx et I. tinctoria pour l'inhibition de la XO; I. colutea et I.
macrocalyx pour l'inhibition la LOX; I. macrocalyx et 1. nigritana pour l'inhibition de la CE et
I. nigritana et I. colutea pour I'inhibition de I'AChE.

En tenant compte de ces inhibitions, les extraits de I. macrocalyx et I. colutea présentent des
potentialités dans le traitement des inflammationsons car bons inhibiteurs de la LOX et I'extait
de 1. macrocalyx présente en plus une bonne potentialité pour le traitement de la goutte car
meilleur inhibiteur de la XO.
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lI. ACTIVITES ANTI-BACTERIENNES

I11.1. Résultats

Dans la présente étude, trois des cing bactéries utilisées (Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Salmonella typhimurium) sont des Gram négatifs et deux sont des Gram-positifs
(Bacillus cereus et Staphylococcus aureus). Les tests de sensibilités des nos extraits de plantes
vis-a-vis de ces microorganismes nous ont permis d'abord de déterminer les diameétres
d'inhibition de chaque extrait. Les résultats sur les zones d'inhibition sont consignés dans le
tableau 15. Aucune zone d'inhibition n'a été constatée autour des disques imprégnés de
DMSO 10 %. Ces résultats indiquent que les zones d’inhibitions sont variables d'une espéce
bactérienne a une autre et d'un extrait a un autre.

Si on considere les bactéries Gram négatifs, nous obtenons des diamétres d'inhibition
qui varient entre 10 £ 00 et 16 £ 1 mm. Les meilleurs diamétres sont obtenus avec l'extrait de
I. colutea qui a donné 16 + 1 et 15,67 = 1,15 mm respectivement pour Salmonella
typhimurium et Proteus mirabilis, il est suivi, pour les mémes espéces bactériennes, par I.
tinctoria et I. macrocalyx avec respectivement 14 + 1 et 14,3+ 0,58; et 15 + 2 et 12,67 + 0,58
mm. Avec Escherichia coli, le meilleur diametre est obtenu avec I. macrocalyx (12,67 + 0,58)
suivi de I. nigritana (12,00 = 1) et I. pulchra (11,33 = 1,53).

Le test sur les bactéries Gram-positifs montre que les diamétres d'inhibition varient
entre 10,33 £ 0,58 (I. nigritana) et 15,67 + 1,53 (I. macrocalyx). Il ressort que les deux
especes sont plus sensibles avec |. macrocalyx, I. tinctoria et I. colutea. Par exemple avec
Bacillus cereus 1. macrocalyx, I. tinctoria et I. colutea donnent respectivement 15,33 £ 1,15;
14,33 £ 0,58 et 14 + 1. Les diametres d'inhibition sur Staphylococcus aureus sont de I'ordre de
15,67; 14,67 et 13,67 respectivement pour I. macrocalyx, I. colutea et I. tinctoria. Les plus
faibles diametres sont obtenus avec I. pulchra et I. nigritana sur les deux bactéries Gram
positifs.

Les moyennes des diametres d'inhibition de chaque extrait sur I'ensemble des souches
sont indiquées dans le tableau 16, elles varient entre 11,67 mm et 14, 35 mm, et sont classées
suivant I'ordre d'inhibition décroissant: I. macrocalyx> I. tinctorias> I. colutea> | nigritana> I.

pulchra. D'autre part, les diamétres d'inhibition des extraits sur chaque souche bactérienne
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varient entre 11,27 mm et 14,73 mm. Ces résultats montrent que les diameétres d'inhibition

sont plus élevés sur les gram positifs que sur les gram négatifs.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) consignées dans le tableau 17,
varient entre 9,37 et 18,75 mg/mL. Ces résultats démontrent une activité antibactérienne de
tous les extraits a la fois sur les bactéries a Gram positifs et a gram négatifs. L'activité de I.
colutea est comparable a celle de I'extrait de I. macrocalyx et de I. tinctoria. Ainsi, pour ces
extraits, nous avons obtenu des valeurs de CMI de 9,37 mg/mL pour E. coli, pour S.
typhimurium et P. mirabilis. 1l est de 9,37 mg/mL pour B cereus avec I. tinctoria alors que la
méme souche se montre moins sensible avec I. macrocalyx et I. colutea (18,75 mg/mL), de
9,37 mg/mL pour S. aureus avec l. colutea et I. macrocalyx et de 18,75 mg/mL pour S. aureus
avec . tinctoria.

Les concentrations minimales bactéricides (CMB), elles varient entre 18,75 et 75 mg/mL
(Tableau 15). Les rapports CMB/MIC, pour tous nos extraits varient entre 1 et 8. De facon
spécifique ces rapports sont entre 1 et 4 sur les quatre souches a savoir Proteus mirabilis,

Salmonella typhimurium, S. aureus et B. cereus. Il est compris ente 4 et 8 avec E. Coli.
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Tableau 15: Diamétre d’inhibition (mm) de cing espéces d'Indigofera , CMI, CMB et CMB/CMI (n = 3).

Gram négatifs Grams positifs
Activités Extraits E. coli S. typhimurium | P. mirabilis B. cereus S. aureus Moy./ extrait
I. colutea 10 16 12 14 14,67 13,33
Diamétre I. macrocalyx 12,67 15 13 15,33 15,67 14,35
(mm) I. nigritana 12,00 14 13,33 12,67 10,33 12,47
I. pulchra 11,33 13 10 11,67 12,33 11,67
. tinctoria 10,33 15,67 14 14,33 13,67 13,60
Moy./ bactérie | 11,27 14,73 12,47 13,42 13,33
Ampi >53 >53 >53 R R
Péni >53 >53 >53 R R
. colutea 9,37 9,37 9,37 18,75 9,37
CMI (mg/mL) | I. macrocalyx 9,37 9,37 9,37 18,75 9,37
. nigritana 9,37 18,75 9,37 9,37 9,37
I. pulchra 9,37 18,75 9,37 9,37 9,37
. tinctoria 9,37 9,37 9,37 9,37 18,75
Ampi <1171 <1171 <1171 - -
Péni <1,171 <1,171 <1,171 - -
I. colutea 37,5 18,75 37,5 18,75 18,75
CMB I. macrocalyx | 75 37,5 18,75 37,5 37,5
(mg/mL) I. nigritana 75 75 75 37,5 37,5
I. pulchra 75 37,5 75 37,5 37,5
. tinctoria 37,5 37,5 18,75 18,75 18,75
Ampi <1,171 <1,171 <1,171 - -
Péni <1,171 <1,171 <1,171 - -
. colutea 4 2 4 1 2
CMB/CMI I. macrocalyx 8 4 2 2 4
I. nigritana 8 4 4 4 4
I. pulchra 8 4 4 4 4
I. tinctoria 4 4 1 2 1
Ampi 1 1 1 - -
Pénicilline 1 1 1 - -

CMI: concentration minimale inhibitrice; CMB: concentration minimale bactéricide

bactériennes testées.

Le tableau 16 montre les corrélations obtenues entre les polyphénols et les souches
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Tableau 16: Coefficient de corrélation (r) entre les polyphénols et les souches bactériennes

Phénoliques | Tanins totaux | Flavonoides | Flavonols
totaux Totaux totaux

E. coli - 0,49 - 0,51 0,95 0,80

P. mirabilis 0,81 0,55 - 0,70 -0,18

S. typhimurium | 0,78 0,66 - 0,61 -0,04

S. aureus 0,16 - 0,01 - 0,33 -0,47

B. cereus 0,40 0,39 - 0,16 -0,16

lll. 2. Relation entre activité anti-batérienne, composés polyphénolique et

activité antioxydante

La figure 32 représente les corrélations (R?) obtenues entre les phénoliques totaux et
activité antibactérienne sur les Gram négatifs. Les valeurs de R? varient entre 0,6120 et
0,2245. Le coefficient de corrélation est négatif avec E. coli et positif avec S. typhi et P.
mirabilis avec respectivement R? = 0,2547 avec E. coli R? = 0,6120 avec S. typhimurium et
R?= 0,2245 avec P. mirabilis.

60
¢ EC. mS.Typhi A P. miab.

- 50 E. coli
E y A\-4,3085x + 89,812
£ 2 _
c 40 - R°=0,2547
S
5
e
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t y=0,1013x + 10,555
E 20 - R?=0,612
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e P.mirabils = = = & JAR. - —

10 1 y=0,0773x + 9,276

R®=0,2245
0 : ‘ ‘ ‘ |
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Phénoliques totaux (mg GAE/100mg)

Figure 32: Corrélations entre phénoliques totaux et diametre d'inhibition sur Gram négatifs
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La figure 33 représente les corrélations (R?) obtenues entre les phénoliques

totaux et activité antibactérienne sur les Gram positifs. Les valeurs de R? varient entre 0,1563

et 0,0266. Tous les coefficients de corrélation sont positifs.
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Figure 33: Corrélations entre phénoliques totaux et diamétre d'inhibition sur Gram positifs

Les figures 34 et 35 représentent les corrélations (R?) obtenues entre les capacités

antioxydantes (ABTS) et activité antibactérienne sur les Gram positifs et négatifs. Les valeurs

de R?varient entre 0,6970 et 0,0543. Le coefficient de corrélation est négatif avec E. coli (R?

= 0,6260), il est positif avec les autres espéces (R*= 0,6970 pour S. typhimurium; R?=0,1518

pour P. mirabilis; R? = 0,1186 pour B. cereus et R*= 0,0543 pour S. aureus).
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I11.3. Discussion

Les résultats de cette étude ont montré que les extraits acétoniques de | macrocalyx,
I. tinctoria et I. colutea ont produit des zones d'inhibition plus grandes que les autres
extraits sur les souches bactériennes gram-positif (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus)
ainsi que sur les bactéries Gram négatifs (Escherichia coli, Proteus mirabils, Salmonella
typhimurium). Nos extraits présentent, a cet effet, un large spectre d'activité

antibactérienne.

Mieux encore la moyenne des diametres d'inhibition de tous les extraits pour
chaque souche bactérienne montre que les souches bactériennes Gram-positif sont plus
sensibles que les grams négatifs. De plus, le solvant utilisé pour dissoudre les résidus secs

de ces extraits acétoniques n'a donné aucune zone d'inhibition.

Selon Gaillard et al., (1991), quand le rapport CMB/CMI = 1 ou 2, on a un effet
bactéricide et quand le rapport CMB/CMI > 4 on a un effet bactériostatique. On peut dire
qu’au vu de nos résultats, 1. colutea a un effet bactéricide sur B. cereus, S. typhimurium et S.
aureus, de méme pour I. macrocalyx sur B. cereus et P. mirabilis et de I. tinctoria sur B.
cereus. P. mirabilis et S. aureus Cependant I. colutea et I. tinctoria ont présenté des effets
bactériostatiques sur E. coli et S. typhimurium. Les mémes effets ont été observés sur toutes
les souches bactériennes en dehors de E. coli qui semble présenter une certaine résistance car
c'est seulement 1. colutea et I. tinctoria qui ont présenté seulement des effets bactériostatiques.
A l'image de E. coli, les bactéries Gram négatif ont une enveloppe cellulaire (la double
couche lipidique ou la couche de mureine) en comparaison avec les bactéries Gram positif,

cela pourrait expliquer I’efficacité des extraits sur les Gram-positifs.

On peut expliquer ces résultats par la difféerence des polyphénols contenus dans
extraits: le macéré hydroacétonique de I. colutea a une teneur plus élevée en composés
phénoliques que les autres extraits et les polyphénols sont reconnus pour avoir une activité

microbicide contre un trés grand nombre de bactéries pathogenes.

Les composés phénoliques notamment les tanins sont susceptibles de polymérisation
dans I’espace pendant les réactions d’oxydation, et cela pourrait étre aussi un facteur de
toxicité vis a vis des microorganismes. Cela peut s'expliquer par les bonnes corrélations
obtenues entre les diamétres d'inhibition des extraits et les différentes souches surtout les
Gram négatifs a I'exception de E. coli. (r = - 0,49). On note cependant une bonne contribution

des flavonoides et en particulier des flavonols dans l'inhibition de E. coli, avec respectivement
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0,95 et 0,82 comme coefficients de corrélation. Si I. macrocalyx et | nigritana sont inhibiteurs

de E. coli c'est parce que les extraits de ces plantes sont plus riches en flavonoides.

Les corrélations sont négatives avec presque toutes les autres souches bactériennes que
ce soit avec les flavonoides totaux ou avec les flavonols. En effet, en dehors de E. coli (0,82),

seule S. aureus est inhibée en grande partie par les flavonols (r = 0,47).

Le mécanisme de toxicité des polyphénols contre les microbes pourrait étre di a
I’inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases et carbohydrolases) ou a d’autres
interactions pour inactiver I’adhésine microbienne, les protéines de transport de I’enveloppe
cellulaire et I’interaction non spécifique avec les carbohydrates. Ces mécanismes d'inhibition
peuvent se situer a plusieurs niveaux, les polymeres polyamides des bactéries peuvent
favoriser la réactivité de leurs protéines, mais aussi les composés phénoliques peuvent étre a
la base de la privation de fer ou des liaisons hydrogénes des protéines vitales c'est-a-dire les

enzymes bactériennes

L’activité antimicrobienne mise en évidence confirmerait I’utilisation thérapeutique de
certaines Indigofera en médecine traditionnelle dans les cas de dermatoses et autres infections

bactériennes (Nacoulma, 1996).

Nos résultats montrent aussi que tous les antibiotiques pharmaceutiques ont
pratiquement un effet bactéricide vis-a-vis des souches bactériennes testées sauf sur Bacillus
cereus et S. aureus qui sont résistantes; cela pourrait s’expliquer par I’élaboration d’enzymes

tels que les B-lactamases par ces bactéries pouvant neutraliser I’effet de ces antibiotiques.

Enfin, retenons qu'au vu de ces résultats, qu'il existe une corrélation entre phenoliques
totaux et activité anti-bactérienne, résultats en accord avec ceux obtenus par Shan et al.
(2007). Les mémes résultats sont obtenus entre capacité antioxydante et activité

antibactérienne.

[l1.4. Conclusion partielle

La présente étude montre un large spectre d'activité antibactérienne des extraits des
espéces étudiées car actifs sur les Gram-négatifs et les Gram-positifs. Il ressort que les
bactéries Gram-positifs & savoir Bacillus cereus et S. aureus sont résistantes aux antibiotiques
de réféences utilisés (pénicillines). Ces bactéries produisent des enzymes (B-lactamases) qui

hydrolysent les pénicillines.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail était d’étudier la phytochimie des extraits de cing Indigofera et
d’évaluer leurs activités biologiques en rapport avec leur utilisation en médecine
traditionnelle.

L'étude histochimique a permis d'identifier des flavones et tanins dans le parenchyme cortical

des tiges des Indigofera

Les études phytochimiques, ont permis de caractériser les principaux groupes
chimiques a savoir les flavonoides, les acides phénols, les anthraquinones, les coumarines, les
saponines, les tanins et les stérols et triterpénes. Cela permet de différencier par
chimiotaxonomie I. pulchra des autres Indigofera

De facon spécifique, la CCM nous a permis d’identifier certains flavonoides a savoir
la galangine, la rutine; la quercitrine et la myricétine. Comme acides phénols, I’acide gallique
et I’acide caféique ont été identifiés.

Le deuxieme volet de notre travail a porté sur la quantification des composés
phénoliques des extraits. Ainsi les phénoliques, les tanins, les flavonoides et les flavonols ont
été doses. Il ressort que nos extraits sont trés riches en composes polyphénoliques. Cette
richesse en composés polypénoliques s'est traduite par les importantes activités anti-oxydantes
des extraits. En effet les bonnes corrélations obtenues entre les activités antioxydantes et les
phénoliques totaux ont montré que, plus I'extrait est riche en composés phénoliques, plus il est
antioxydant. I. colutea, I. nigritana et I. tinctoria qui sont particulierement riches en
polyphénols se sont révélés plus antioxydants avec toutes les méthodes d'évaluation de
I'activité antioxydante utilisées (FRAP, DPPH et ABTS).

Le troisieme volet de notre travail a porté sur I'évaluation des activités biologiques des
extraits. En plus de I'évaluation des activités antioxydantes, les extraits de nos plantes ont éte
soumis a I'évaluation des activités enzymatique et anti-bactérienne.

En effet, les inhibitions sur l'acétylcholinestérase (AChE), la carboxylestérase (CE), la
lypoxygénase (LOX) et la xanthine oxydase (XO) révélent que I. macrocalyx et I. nigritana
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qui sont particulierement riches en flavonoides donnent des bonnes inhibitions sur AChE et
CE. Les extraits les plus inhibiteurs de LOX et XO sont respectivement dans l'ordre:

I. colutea > I. macrocalyx > I. nigritana pour l'inhibition de LOX,

I. macrocalyx> I. tinctoria > I. nigritana pour I'inhibition de XO.

Ces résultats sont confirmés par les bonnes corrélations obtenues entre I'inhibition de
ces enzymes et les flavonoides d'une part et les flavonols d'autre part. Il ressort que I.
macrocalyx est I'espéce dont I'extrait a donné le meilleur pourcentage d'inhibition sur la XO.
I. mcrocalyx présente donc des bonnes potentialités pour le traitemet de la goutte. Il est suivi
de qui. Nous retiendrons aussi que I. nigritana. I. colutea et I. tinctoria qui ont présenté les
meilleures activités antioxydantes ont présenté les meilleures inhibitions vis a vis de la LOX
et de la AChE. Les corrélations obtenues entre les capacités antioxydantes et les pourcentages
d'inhibition de ces enzymes traduisent bien ces résultats car de facon spécifique la LOX et
I'’AChE sont mieux inhibées par les composés antioxydant contrairement a la XO et la CE.
Nous pouvons donc classer les enzymes étudiées en deux groupes: celles qui sont plus
inhibées par les composés antioxydants la LOX et I'AChE et celles qui sont inhibées par les
flavonoides surtout par les flavonols la XO et la CE.

Le test antibactérien a montré que tous les extraits sont actifs sur chacune des souches
testées. L'extrait de I. macrocalyx s'est, une fois de plus, montré le actif par rapport aux
extraits des autres especes; il est suivi de I. tinctoria, I. colutea et de I. nigritana. De facon
spécifique I. macrocalyx et I. nigritana sont plus actifs sur les souches gram-négatifs que sur
les souches gram-positifs. Extraits actifs sur les souches résistantes aux pénicillines a savoir

B. cereus et S. aureus

La conclusion de cette étude nous permet de dégager quelques perspectives.
L'étude s'est limitée uniquement sur cing Indigofera cela s'avere insuffisant quand on sait qu'il
existe trés peu de données phytochimiques sur de nombreuses especes du genre Indigofera. Il
y a donc nécessité de mener des criblages phythochimiques afin d'avoir un répertoire sur les
especes du genre Indigofera du Burkina Faso mais aussi des autres pays de la sous région.

Bien que les résultats présentés dans ce document montrent une contribution de
différentes molécules des extraits a I’activité antioxydante, I’isolement des molécules pures
responsables de I’activité antioxydante de I’extrait hydroacétonique reste a réaliser. Cela peut
se réaliser en s'orientant vers les composés qui ont présenté des activités antioxydantes a la

fois par les méthodes DPPH, ABTS et FRAP. Ces molécules antioxydantes peuvent étre
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testées sur les enzymes liées a I'étiologie de Il'inflammation (LOX) et de la maladie
d'Alzheimer (AChE).

Au vu des résultats intéressants de I'inhibition enzymatique par les extraits riches en
flavonoides il serait intéressant:

- d'isoler les composés inhibiteurs de ces enzymes

- de tester l'extrait de I. macrocalyx sur modele animal ainsi que les extraits de I.
nigritana et I. colutea,

- isoler les composés qui sont a la fois antioxydants et inhibiteurs de la xanthine
oxydase et de la lipoxygénase,

- d'approfondir les études sur I. macrocalyx et I. colutea pour leurs potentialités dans
le traitement de la goutte et de I'inflammation,

Au vu des résultats portant sur I'activité antibactérienne, les fortes activités des extraits
de 1. macrocalyx, I. colutea et I. tinctoria sur toutes les souches testées mérite que des tests
d’activités sur les souches d'espéces sauvages soient menées.

Rechercher les composés anti-bactériens sur les souches productrices de p-lactamase.

Iy a nécéssité de déterminer la toxicité des extraits.
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ANNEXES

ANNEXEI: Criblages phytochimiques

Caractérisation des stérols et triterpénes par le test de Libermann-Burchard

Il permet la mise en évidence de stéroides et triterpénes (Ciulei, 1982). Chaque résidu
est dissout dans un mélange anhydride acetique-chloroforme (1:1 v/v) dans un tube a essai.
Deux millilitres de H,SO,4 concentrés ont été ajoutés délicatement sur le haut du tube. A la
zone de séparation des 2 solvants un anneau rouge-brun se forme, indiquant la présence de

stérols et de triterpenes.

Caractérisation par le test de Shibata

C’est la mise en évidence des flavonoides (Chang et al., 2002; Ciulei, 1982). Chaque
résidu est dissout dans 2 ml de méthanol 50°. Des fragments de tournure de magnésium et 4
gouttes de HCI (concentré) ont été ajoutés dans chaque tube. L’apparition d’une coloration

rouge ou orange indique la présence d’aglycones de flavonoides.

Caractérisation des tanins et/ou polyphénols par le test au FeClj

Il caractérise les tanins et polyphenols. Le résidu sec a été dissout dans 2 ml d’eau
distillée, 3 gouttes de FeCls 1% (dilué au 10°™ ont été ajoutées. L apparition d’une coloration
bleu-noir ou vert-noiratre indique la présence de tanins galliques ou de tanins catechiques

respectivement (Ciulei, 1982).

Test de mousses

Chaque résidu est dissout dans 2-3 ml d’eau distillée dans un tube a essai. Le tube est secoué
vigoureusement. L’apparition d’une colonne de mousses d’au moins 1 c¢cm de hauteur,

persistant pendant 15 minutes au moins indique la présence de saponosides (Ciulei, 1982).

Caractérisation par le test de Borntréger

C’est la mise en évidence des quinones. Trois millilitres de I’extrait a tester ont été
mélangés dans un tube a essai avec 1 ml de NH,OH 25% et agiter. Une couleur rouge cérique
montre la présence d’émodols (Wagner & Bladt, 1996; Ciulei, 1982).



Caractérisation par le test de Dragendorff

Il indique la présence des alcaloides. Il a consisté a évaporer a sec 10 ml de I’extrait a
tester, qu’il faut dissoudre, a nouveau, dans 1,5 ml d’acide chlorhydrique 2% en agitant avec
une tige de verre au bain-marie a chaud. Lorsque le résidu est suffisamment dissout, la
solution obtenue est filtrée puis divisée a volume égal dans 2 tubes a essai. Le premier tube
sert de témoin et dans le second tube on ajoute le réactif de Dragendorff. L’apparition d’un
précipité blanc-jaunatre montre la présence des alcaloides (Wagner & Bladt, 1996; Ciulei,
1982).

Test des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans I’eau distillée par chauffage. Aprés refroidissement,
la solution obtenue a été repartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute
0,5 ml de NH4OH 10% dans le 2°™ tube. L apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la
lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines (Wagner & Bladt, 1996; Ciulei, 1982).



ANNEXE |l: Protocoles de préparation des tampons

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

Dissoudre 19,05 g de Sodium tetraborate (Na,B4O7, 10 H,O)[( 0,2 M) : FW 381,37] dans 250
mL d’eau distillée afin d’obtenir une solution (S;) 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 S, = 12,4g/L

Le tampon borate buffer 0.2 M, est obtenu en ajoutant S2 a S1 jusqu’a obtention du pH 9.0, le

volume est ensuite complété a 1L.

Tampon phosphate: 0,066 M, pH 7,5: 9.46 g de sodium hydrogénophosphate (ou disodium

hydrogenophosphate dodecahydré ou sodium phosphate dibasique ou sodium phosphate
disodique= Na,HPO4 12H,0) dans 1L d'eau distillee. 9.06 g de potassium phosphate
monopotassique (ou potassium dihydrogenophosphate ou potassium phosphate monobasique=
KH,PO4) dans 1 L d'eau distillée. Prendre 1 grand Becher (1 L) y verser environ 1 L de la
solution de potassium phosphate. Mettre le Becher sur un agitateur magnétique. Utiliser un

PH metre précis. Le pH doit étre proche de 4.5. Ajouter ne goutte a goutte la solution de
sodium hydrogénophosphate jusqu'a I'obtention du PH désiré (de 5.3 a 8).

Tampons Tris-HCL

Tampon Tris-HCI 50 mM pHg s (Tampon A) : 12,109 g de Tris (hydroxyméthyl
aminométhane) est dissout dans environ 1,8 L d’eau distillé ; 54,3 ml de HCI aqueux 1N est
ajouté et le pH est ajusté a 8 avec des gouttes de HCI ou de NaOH. Le volume final est
complété a 2 L avec de I’eau distillée.

Tampon Tris-HCI 50 mM pHsgos , 0,1% BSA (Tampon B) : 1,003 g de BSA est dissout dans
1L de tampon A.

Tampon Tris-HCI 50 mM pHggos, 0,1M NaCl, 0,02 M MgCl, (Tampon C): 5,853 g de NaCl
et 4,08 g de MgCl; sont dissous dans 1 ml de tampon A.



