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Le can cer estu ne m aladie caractérisée p ar une cr oissance et u ne p ropagation
incontrolées des cellules anormales. Il perturbe les activités cellulaires qui sont nécessaires au
développement et au maintien des organismes multicellulaires : notamment la croissance, la
différenciation, la m ort c ellulaire programmée e t I'intégrité d es t issus (M areel e t L eroy,
2003).

C’est une pathologie maligne, qui implique trois étapes distinctes mais interconnectées
: Iinitiation (cellule normale qui se transforme en cellule initiée), la promotion (cellule initi¢e
qui devient une cellule pré-néoplasique), la progression (cellule pré-néoplasique qui devient
une cellule néoplasique) (Thangapazham et al, 2006).

Les principaux facteurs d e risque sont l e tabagisme, 1a co nsommation d alcool, les
infections chroniques liés aux HBV, HCV, HPV (respectivement le virus de 1’hépatite B, le

virus de I’hépatite C et le virus du papillome humain), le mode de vie et ’alimentation.

Ainsi le cancer est devenu un véritable probléme de santé publique dans le monde : il

représente 1 a d euxiéme cau se d e m ortalité d ans 1 es p ays d éveloppés ap rés 1 es maladies
cardiovasculaires.
En effet, 1e cancer est une maladie considérée comme une cause majeure de décés dans le
monde a l'origine de 7,4 millions de déces en 2004, (soit 13% de la mortalité mondiale) et 7,8
millions en 2008 ( CIRC, 2008). L’ American Cancer Society (ACS) estime a 1,5 millions le
nombre de nouveaux cas de dépistés en 2009, eta 560.000 le nombre de malades morts de
leur cancer en 2009 ( Jemal et al, 2009). D ’apres les projections, le nombre de décésdiiau
cancer devrait augmenter pour atteindre 17 millions en 2030 a 1’échelle mondiale (Lingwood
et al, 2008).

Malgré 1’idée selon laquelle le cancer touche principalement les populations des pays
riches, la réalité est toute autre, plus de 70% des déces par cancer surviennent dans les pays a
faible revenu ou a revenu intermédiaire (CIRC, 2008).

En Afrique, le nombre de nouveaux cas de cancer est estimé a 667.000 dont 314.000 chez les
hommes et 353.000 chez les femmes avec 5180.000 déces dont 252.000 hommes et 266.000
femmes (Boyle P. & Levin B., 2008).

Au Burkina Faso, le cancer constitue la troisiéme cause de mortalité apres les maladies
infectieuses et 1 es m aladies car dio-vasculaires ( OMS, 20 05). A insi, en 2005, les c ancers
représentaient 3,3% des causes de déces au Burkina Faso ; et représenteraient en 1’an 2030

environ 6,0% des causes de déces.
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Toutefois, face a ce fléau des solutions e xistent. A insi, on pourrait réduire la morbidité
et/ou la mortalité due a cette maladie en appliquant des stratégies fondées pour la prévention,
le diagnostic précoce et la prise en charge des malades. Le traitement du cancer a pour but de
guérir, de prolonger la vie et d'améliorer la qualité de vie des patients. 11 existe trois types de
stratégies thérapeutiques anticancéreuses a sav oir la stratégie chirurgicale, la stratégie radio
thérapeutique et la stratégie médicale comprenant I’immunothérapie, I’hormonothérapie et la

chimiothérapie.

Par ailleurs, le traitement du cancer est onéreux, compliqué et difficile d’acces pour la
population. La prise en charge des cancers requiert des combinaisons de plusieurs classes de
médicaments anticancéreux (Chauvergne, 2001). Ceci expose le patient a | a cumulation des
effets indésirables (souvent graves) des différents médicaments associés.

Au B urkina F aso, sel on 1a D irection d es E tudes et d e 1a P lanification ( D.E.P)du
ministére de la santé il n’existerait pas de centres spécialisés dans le traitement des cancers et
la stratégie nationale de prise en charge est en cours de réalisation.

Ainsi des solutions visant a réduire 1’incidence du ¢ ancer, proposent de s mesures de
prévention. En effet, le maintien de 1’équilibre oxydant/antioxydant permet de préserver les
performances physiologiques de 1’organisme et de prévenir la survenue des pathologies dues
au stress oxydatif comme le cancer. A cet effet un apport exogeéne d’antioxydants serait tres
bénéfique a I’organisme.

Les antioxydants joueraient un role dans la prévention mais aussi dans la réduction du
cancer. De nombreuses ¢tudes ont montré que les composés antioxydants réduisent le risque
de nombreux cancers (Kim et al, 2000 ; Paiva et Russel, 1999 ; Zheng et al, 1997).

On dispose des antioxydants de synthése (le butyl hydroxy-toluene BHT, le butyl hydroxy-
anisole) et naturels (des oligo-¢éléments comme le zinc, le sélénium, des vitamines C et E, des
composés v égétaux comme le caroténe, l es anthocyanes, pol yphénols...) (Portes E ., 2008).
Cependant la toxicité des antioxydants de synthese (BHT, BHA) limite leur utilisation.
Les an tioxydants 1 es m ieux t olérés p ar | ’organisme et 1 es p lus ef ficaces p roviennent d es
végétaux (Ribéreau-Gayon, 1968).

Face a c e fléau, a ussi pr éoccupant da ns le m onde e ntier, de no mbreux t ravaux ont
conduit a d’énormes progres sur la recherche du traitement du cancer. Ainsi, Vanquaquebeke
et al (2005) et Mijatovic et al (2006, 2007) ont montré I’activité anti tumorale de cardenolides

(cardiotoniques stéroidiques) extraits des écorces de racines de Calotropis procera.
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Adenium obesum, une plante ornementale de la famille des Apocynaceae, trés répandue ;
riche en anthocyanes (composés phénoliques) et en cardenolides (Nacoulma, 1996) a retenue
notre attention.

Certains cardenolides (cardiotoniques stéroidiques) inhiberaient fortement la prolifération et
la migration des cellules tumorales (Lefranc et al, 2007) et peuvent représenter de nouvelles
molécules pouvant traiter les glioblastomes.
Certains ¢ omposés phé noliques p résentent un pouvoi ra ntioxydant trés m arqué
(Ribéreau-Gayon, 1968). Ils joueraient un role intéressant dans la prévention du cancer.
Ainsi nous nous proposons d’explorer et d’étudier in vitro les propriétés antiprolifératives

et antiradicalaires des extraits de fleurs d’Adenium obesum (Apocynaceace).
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A.GENERALITES SUR LE CANCER
I. Le cancer
I.1-Définition-généralités
Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormale au sein
d’un tissu normal de 1 ’organisme. C es cel lules d érivent toutes d un m éme cl one, cel lule
initiatrice du can cer qui a acq uis c ertaines c aractéristiques qui lui p ermettent de se d iviser
indéfiniment.

« Le Cancer» est un terme général désignant toute maladie pour laquelle certaines cellules du
corps humain se divisent d une maniére incontrolée. Les nouvelles cellules résultant de cette
prolifération incontrélée pe uvent former une tumeur maligne (néoplasme) et se propager a
travers le corps.

Un tissu tumoral présente en général une croissance cellulaire supérieure a celle du tissu
normal homologue. Ceci s’ explique par une division accrue et surtout des mécanismes des
morts ce llulaires d iminués o u inhibés ch ez | es ce llules tumorales en r egard d es cel lules
normales du t issu dont elles sont issues. La capacité des cellules can céreuses a en vahir les

tissus avoisinants et a former des tumeurs secondaires confére a la tumeur son caractére malin

(Hayot ; 2006).

I.2-La cancérogenése

On pe ut di stinguer t rois ¢ tapes d ans l a g ené¢se d 'un can cer d ont les d eux p remiéres so nt
obligatoirement su ccessives san s quoil e p rocessus ¢ ancéreux s ’arréte : 1’initiation, la

promotion tissulaire et la progression (Figure 1).

|Initiation| |Promotion| [Progression|

Chimie

« 3@—@-6—
'Uims
Lésion du Activation des oncogénes
DNA Inactivation des suppresseurs

Figure 1: les étapes de formation du cancer (Oudard, 2005)
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v" L’initiation : c’estle passage d e lacel lule n ormale al a cel lule p otentiellement
cancéreuse : il s ’agit d onc d’ une t ransformation m aligne a 1 ’échelon c ellulaire, m ais don t
I’apparition sous forme d’une tumeur nécessite une deuxieéme étape, la promotion ;

C’est un p hénomene i rréversible p ouvant ap paraitre ap rés un co ntact avec le ¢ ancérigéne
(physique, chimique, viral).

I1 est li¢ a une modification du DNA : mutation ou surtout translocation d’un fragment entier.

v' La promotion :c ’est lap hased es timulation d u ¢ lone tra nsformé, « in itié,
aboutissant a la phase de croissance tumorale pluri-cellulaire ;
Elle doit survenir apres I’initiation pour entrainer I’apparition de la tumeur cancéreuse.
Son role est de maintenir I’initiation, et de lui permettre de s’exprimer.
Elle e st caractérisée par une grande instabilité gé nomique et une augmentation de la perte
d’homéostasie. La cellule cancéreuse perd la capacité a « reconnaitre sa vieillesse», initier sa

mort et réparer les dommages de son ADN.

v La progression : elle correspond a ’acquisition des propriétés de multiplication non
contrdlée, ’acquisition de I’ indépendance, la perte de la différenciation, I’invasion locale et
métastasique.

La capacité de s’ étendre, localement et a distance, sous forme de métastase est une propriété
spécifique des tumeurs malignes.

Une meétastase est u ne t umeur m aligne co nstituée d e cel lules 1 ssues d e | a t umeur
primitive et se développant a distance de celle-ci. Le mécanisme de dissémination commence
par l e d étachement d es cel lules tumorales d e la tumeur p rimitive p uis en suite 1 es cel lules
libérées v ont em prunter d iverses v oies telles que | a v oie 1 ymphatique, v asculaire et intra
cavitaire.

C’est une étape essentielle a la croissance des tumeurs primaires eta | a formation de
métastases puisqu’elle permet aux cel lules c ancéreuses d "accéder a la circulation s anguine
(Folkmann ; 2003). En effet, tout comme dans les tissus normaux, les tumeurs ont besoin d’un

apport adéquat en oxygene et en nutriments.
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I1. Epidémiologie du cancer

I11.1-Incidence et mortalité dans le monde

L’incidence mondiale du cancer a plus que doublé en 30 ans. Environ douze millions
de cas de cancer sont déclarés chaque année dans le monde avec sept millions de déces (Boyle
P. & Levin B., 2008).

On e stime a vingt cinq millions | e no mbre de patients vi vants a vec un c ancer. L a
fréquence du cancer p ourrait a ugmenter de 50% dansle monde a vec quinze millionsde
nouveaux cas par an en 2020 (OMS, 2007) du au vieillissement de la population dans les pays
développés comme ceux en voie de développement. En 2030, les prévisions sont évaluées a
75 millions de personnes malades avec 17 millions de décés dont 60% surviendront dans les

pays en développement (Lingwood et al, 2008).

World | ] 104%
Established market economy | 26%
Former socialist economy ‘ 53%
Latin American and Caribbean | 144%
China | ] 145%
Sub-Saharan Africa | ] 149% e
Other parts of Asia and islands _ ) 154%
India | ] 158%
Middle Eastern crescent | 1181%
0 E;O 100 150 200

Increase in deaths from cancer (%)

Nature Reviews | Cancer

Figure 2 : Prévisions de I’augmentation de la mortalité due au cancer dans diverses

régions du monde (Rastogi et al, 2004)

Selon I ’Organisation M ondiale de 1a S anté, | a m ortalité due au can cer au gmenterait

d’environ 104% dans le monde d’ici a 2020. Les plus fortes progressions seront observées
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dans les pays en voie de d éveloppement ( Amérique | atine, A sie, Mo yen-Orient, A frique).

(Rastogi et al, 2004).

Le cancer de poumon est le plus fréquent dans le monde avec 1,2 millions de nouveaux
cas par an suivi du cancer de sein (1 million de cas). Il semble aussi étre le plus mortel avec
17,8% de déces dans le monde suivi du ¢ ancer de 1’estomac ( 10,4%) et du ¢ ancer de foie

(8,8%).

En effet, les principaux types de cancer responsables de la mortalité cancéreuse sont les
suivants : cancer du poumon (1,3 millions de déces) ; cancer de 1’estomac (803 000 déces) ;
cancer du foie (639 000 déces) ; cancer du c olon (610 000 déces) ; cancer du sein (519 000
déces) (OMS, 2002)
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I1.2-Incidence et mortalité en Afrique

Dans les pays en voie de dé veloppement, plus de six millions de nouveaux cas sont
diagnostiqués chaque année avec plus de quatre millions de déces (OMS, 2005).

En Afrique, le nombre de nouveaux cas de cancer est estimé a 667000 dont 314000 chez les
hommes et 353000 ¢ hez 1 es femmes a vec 518 000 dé ces d ont 252 000 hom mes e t 266000
femmes (Boyle P. & Levin B., 2008).

Les cancers les plus courants et principales causes de déces sont le sarcome de Kaposi
suivi du cancer du foie et de la prostate chez les hommes ; le cancer du col de 1’utérus et de
sein étaient les plus fréquents et mortels chez les femmes (Boyle P. & Levin B., 2008).

Au S énégal, 1 ’incidence du ¢ ancer e st e stimée a 200 00 nouve aux cas par an tandis
qu’en Algérie elle est de 30000 cas par année (Kourta D., 2007).

Au Burkina Faso, le cancer constitue la troisiéme cause de mortalité apres les maladies
infectieuses et les maladies cardio-vasculaires ; il touche de plus en plus de burkinabé (OMS,
2005). Le Burkina Faso dispose de peu de données épidémiologiques sur le cancer.

Le cancer a caus¢ environ 8000 morts au Burkina Faso en 2005 parmi lesquels 4700
avaient moins de 70 ans (OMS ; 2005). Le taux de mortalité du au cancer qui était en 2005 de
3,3% pourrait passer a 6% d’ici a 2020 (OMS ; 2005).

Chez les femmes en 2005, le cancer du sein était le plus fréquent et a constitué la
premicre cause de mortalité par le cancer. Chez les hommes en 2005, le cancer de la prostate

¢tait le plus dominant et constituait la premiére cause de mortalité par le cancer.

10
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Burkina Faso
New cancer cases (all ages), Females
Total: 4150

1177 (28.4%) [l Breast
az1 (22.2%) [l cervix uteri
316 { 7.6%) Liver
162 ( 3.9%) Corpus uter
151 { 3.6%) - Kaposi sarcoma
116 ¢ 2.8%) [l Stomach
o6 ¢ 2.3%) | Bladder
g5 ¢ 2.0%) [l oesophagus
85 2.0%) - Mon-Hodgkin lymphaoma
1041 (25.1%) Other

GLOBOCAMN 2002, TARC

Burkina Fasoc
Mew cancer cases (all ages), Males
Total: 2823

705 (2g.2%) Il Liver

327 (11.6%) Il Kaposi sarcoma

305 {10.835) Prostate

245 { 8.7%%) Bladder

103 ¢ 2.6%3 I Lung

100§ 3.5965) - Colon and rectum
92 { 3.29%) Il Mon-Hodgkin lymphoma
78 ( z.8%) [l Oral cavity
62 ( z.2%) [l Leukaemia

716 (25.49) Other

GLOBOCAM 2002, TARC

Figure 3 : Répartition des cancers selon le sexe au Burkina Faso.
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Il. 3- Les facteurs favorisants

Le fardeau d u can cer est p lus ¢l evé d ans 1 es so ciétés r iches en r aison d ’une f orte
incidence de tumeurs associées au tabagisme et au mode de vie occidental (OMS, 2005). En
effet, le tabagisme est la principale cause de déces lié au cancer ; il entraine le plus souvent un
cancer de poumon et p arfois de s c ancers de larynx, de 1a cavité buc cale, du pharynx, de
I’cesophage (IARC, 1986).

L’alcool représente une cause de cancers buccaux, cesophagiens et hépatiques (OMS ;
1999).

Certains ¢ omposés ch imiques ( les am ines ar omatiques, | ¢ b enzéne, 1 amiante, 1 es
métaux, | e goudr on de houi lle, 1 es pe sticides) pr €sents s ur ¢ ertains lieux d e t ravail sont
associés & une au gmentation d ur isque d e c ancer ch ez les t ravailleurs. I Is affectent les
poumons, la peau, le foie et la vessie (Steward & Kleihues, 2005).

L’exposition aux rayonnements ionisants de source naturelle, industrielle ou médicale,
peut en trainer une grande v ariété d e néoplasmes (leucémie, cancer de sein, et de thyroide)
(IARC, 2000) . L e r ayonnement s olaire est la source | a pl us i mportante d’ irradiation a ux
ultraviolets et entraine plusieurs types de cancer de peau (IARC, 1992).

Le tabagisme, la consommation d’alcool, la consommation insuffisante de fruits et de
légumes et les i nfections ch roniques 1 iées au x v irus, b actéries o u p arasites (le virus d e
I’hépatite B (VHB) pour le cancer de foie, le virus du papillome humain (HPV) pour le cancer
du col de 'utérus, le VIH pour le sarcome de Kaposi, la bactérie Helicobacter pour le cancer
de I ’estomac et le p arasite S chistosoma p our l e can cer d e 1 a v essie) so nt les p rincipaux
facteurs d er isques d ans | esp aysen d éveloppement en p articulier au B urkina F aso

(CIRC,2008).
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I11. Stratégies thérapeutiques classiques

I11.1- Généralités

Les traitements antitumoraux visent a ralentir la progression de la maladie, voire a la
guérir. Ces traitements peuvent &tre dirigés contre la c ellule tumorale ou d’autres éléments
impliqués dans la prolifération et 1’invasion comme 1’endothélium, le systéme i mmunitaire.
Au niveau de la cellule tumorale, la cible peut étre I’ADN, I’ARN ou les protéines (Espinosa
et al ; 2003).

Il ex iste trois types d e stratégies t hérapeutiques an ticancéreuses d ites « cl assiques»
(Baudisson et al ; 2006) :

v' La stratégie chirurgicale : qui permet d’extraire la tumeur
Elle a pour but I’élimination de la tumeur par ablation. Elle est a visée curative contre
les can cers solides en cas de diagnostic précoce d e 1 a tumeur p rimitive, et a v isée
palliative en cas de diagnostic tardif pour des cancers déja métastatiques ;

v La stratégie radio thérapeutique : qui utilise des rayons X pour éradiquer la tumeur
Elle c ompléte d ans c ertains c as le traitement c hirurgical. Ce tra itement u tilise d es
rayons X, des € lectrons, de s p rotons ou ne utrons, ¢ mis par une source e xterne qui
irradie la tumeur. La radiothérapie agit soit en créant des lésions suffisantes pour tuer
directement les cellules, soit en induisant I’apoptose de la cellule.

v' La stratégie médicale : qui a pour but d’inhiber la croissance tumorale au moyen de
médicaments. C  ette st ratégiem édicaleco mprend:1 ’immunothérapie,
I’hormonothérapie et la chimiothérapie tres utilisée.

¢ L’immunothérapie fait appel a deux mécanismes : I'immunothérapie passive et
I’immunothérapie p assive. L ap remicre ¢ onsiste enun dé veloppement
d’anticorps dirigés spécifiquement vers les antigenes de surface des cellules
tumorales, d éclenchant d es at taques q ui d étruisent 1 es c ellules ci bles. L a
deuxiéme c orrespond a 1 utilisation de va ccins a nti-tumoraux non t oxiques
qui s erviraient 2 induire et a maintenir d es réponses im munitaires c iblées
spécifiquement contre la tumeur ;

¢ L’ hormonothérapie consiste a an tagoniser | ’effet pro-tumoral de divers types
d’hormones, dont les cestrogenes dans le cas du cancer de sein (Lewis et al,
2004) et les androgenes dans le cas du ¢ ancer de la prostate (Lierbermann,

2002).

13
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I11.2- La chimiothérapie

La ch imiothérapie est u ne ad ministration o rale o ui ntraveineuse de molécules
anticancéreuses qui transitent dans le corps par la circulation sanguine, ou au contraire qui est
délivré d e maniere massive d ans unsi te p récis at teint paruncancer.L ebutdel a
chimiothérapie est d ’enrayer ou tout au moins de ralentir I’évolution de la prolifération des
cellules t umorales. Malheureusement, les m olécules cy totoxiques n’empéchentp asl a
dissémination métastasique des cellules cancéreuses.

Les premiers médicaments utilisés en chimiothérapie mis au point dans les années 1950
restent les plus ef ficaces. I1s agit en tre autres d u 5 -fluorouracile, du m éthotrexate e t du
cyclophosphamide. C’est dans les années 1960 que sont découvertes les premieres molécules
anticancéreuses d’origine naturelle (vincristine, vinblastine et paclitaxel).

Actuellement] eb utd el a chimiothérapie an ticancéreuse estu net hérapie
antiproliférative et/ou pro-apoptotique.

La co mbinaison d e m édicaments ¢ ytotoxiques t raite ef ficacement cer tains ca s de
cancers. Les traitements actuels échouent souvent parce qu’ils entrainent d ’importants effets
secondaires q ui | imitent 1 es d oses administrables. U ne au tre faiblesse f ondamentale d e la
chimiothérapie est la capacité des cellules tumorales a développer une résistance aux agents
antitumoraux par activation de voies de survie.

En effet, certaines cellules tumorales migrantes acquicrent une résistance a 1’apoptose,
les rendant insensibles aux traitements cytotoxiques classiques (Lefranc et al, 2005).

La ch imiothérapie p eut étre appliquée d e m aniere ad juvante a1 a chirurgie tout comme la
radiothérapie.

Le tr aitement ¢ himiothérapeutique a ctuel du can cer faitap pela une majorité d e
produits d *origine n aturelle : pr és d e 60% de s m édicaments a ntitumoraux pr oviennent de
végétaux, animaux et micro-organismes ( Hellman et V okes, 1996) qui sont pour la plupart

des antimitotiques.
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IV. Les médicaments anti-cancéreux

IV.1- Classification des agents anti-cancéreux utilisés en chimiothérapie

Il existe cinq grandes classes de médicaments utilisés en chimiothérapie anti-cancéreuse.
Il's’ agitd es ag ents a lkylants, d es ag ents i ntercalants, des ag ents a nti-métabolites, d es

inhibiteurs de topoisomérases et des poisons du fuseau mitotique (Tableau I).

IV.1.1- Les agents alkylants

Les agents alkylants sont des composés capables de fixer un groupe alkyl (R-CH2) sur des
acides nucléiques (ADN) ou des protéines (Espinosa et al, 2003). IIs se fixent sur deux sites
proches pour créer des ponts (intra ou inter-brins) dans les chaines de I’ADN et créent des
1ésions complexes, ce qui peut entrainer un arrét du cycle cellulaire, une mort cellulaire par
apoptose et I’inhibition de la croissance tumorale (Espinosa et al, 2003).

Les agents alkylants appartiennent a plusieurs familles chimiques différentes. On peut citer
comme ex emple, l es moutardes azotées (chlorambucil, busulfan, melphalan) les d érivés du

Platine (Cisplatine, Carboplatine) (Espinosa et al, 2003).

IV.1.2- Les agents intercalants

C’est une classe d ’agents an ti-cancéreux qui a git par insertion d’ une molécule a romatique
plane dans la double hélice de I’ADN (Hurley 2002). I1 s’ensuit un blocage de la réplication
de ’ADN, I’arrét du cycle cellulaire puis la mort de la cellule. On peut citer en exemple la

doxorubicine (Hurley 2002).

1V.1.3- Les agents anti-métabolites et les inhibiteurs des topoisomeérases

Les t opoisomérases sont des enzymes qui modifient le d egré d ’enroulement de I’ADN en
induisant d es cassu res transitoires et p arfaitement r égulées af'in d *assurer 1 a r éplication d e

I’ADN. Les inhibiteurs de topoisomérases et les agents anti-métabolites agissent
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indirectement su r1 ’ADN en b loquant d es enzymes i mpliquées dans1 a sy nthéseoul a
réplication de I’ADN.

Les inhibiteurs de ces enzymes empéchent la réparation des cassures, provoquant un arrét du
cycle cellulaire p ouvant ¢ onduire @ une mort c ellulaire programmée de ty pe I, c’est-a-dire

I’apoptose.

IV.1.4- Les poisons du fuseau mitotique

Les poi sons du f useau mitotique empéchent | a di vision cellulaire p ar i nhibition del a
formation d u f useau mitotique. L es p remieres molécules de cet te f amille so nt d ’origine
naturelle et furent découvertes dans les années 1960. Ces molécules, en se liant a 1a tubuline,
inhibent sa polymérisation, ce qui empéche la formation de s microtubules ( Espinosaetal,

2003).
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Tableau I: Classification des produits chimiothérapeutiques utilisés en clinique sur la
base de leur mécanisme d’action

Classe pharmacologique

Mécanisme d’action

Exemples

Les anti-métaboliques

Les agents alkylants

Les antibiotiques

cytotoxiques

Les poisons du fuseau

mitotique

Les inhibiteurs des

topoisomérases I ou II

Interférent avec des enzymes
ou métabolites cellulaires
essentiels a la division

cellulaire.

Agissent par alkylation des
nucléotides empéchant la
réplication de I’ADN, ce qui
bloque le cycle cellulaire et

entraine la mort cellulaire.

Agissent par divers
mécanismes incluant
I’inhibition de la
topoisomérase II, ou
I’intercalation dans la chaine

d’ADN.

Bloquent les cellules au
cours de la division

cellulaire.

Inhibent 1’action de cette
enzyme et interfére dans la

réplication de I’ADN.

Gemcitabine, capécitabine,

fluorouracile, métrotrexate

Cyclophosphamide,
chlorambucil, dacarbazine,
busulfan, cisplatine et

carboplatine

Anthracyclines
(doxorubicine et
daunorubicine), épirubicine,

idarubicine, bléomycine

Vinblastine, vincristine,
vinorelbine, vindesine,

paclitaxel, docetaxel

Podophyllotoxines
(etoposide et teniposide),
dérivés de Campthotécine

(topotecan et irinotecan).

17



Généralités sur le cancer

IV.2- Propriétés des médicaments anti-cancéreux

Pour ce travail, nous avons choisi de nous intéresser particulierement au cyclophosphamide et
aux alcaloides d’If car ils appartiennent a la nomenclature des médicaments anti-cancéreux du

Burkina Faso et aussi trés demandés et plus accessibles.

IV.2.1- Le cyclophosphamide (ENDOXAN®)
Le cyclophosphamide est un agent alkylant appartenant a la famille des moutardes azotées. Il
agit par alkylation des nucléotides empéchant la réplication de I’ADN, ce qui bloque le cycle

cellulaire et entraine la mort de la cellule.

v’ Structure

s

Och_
/

O

Figure 4 : Structure du cyclophosphamide

v’ Propriétés pharmacologiques
Le tableau ci-dessous reprend les indications, la voie d’administration, la posologie, les effets

secondaires et contre indications du cyclophosphamide.
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Tableau Il : Propriétés pharmacologiques du cyclophosphamide

Spécialité Indications  Voie Effets Contre-
d’administration secondaires indications
et posologie

Cyclophosphamide ENDOXAN® Lymphomes IV, orale Leucopénie,  Insuffisance
malins 300-800 réactions rénale
hodgkiniens mg/m*joure n allergiques, sévere,

ou non, cyclesdel a5 alopécie,
cancerd u jourstousles 21 nausées et

sein, de a 30 jours vomissements

I’ovaire, du

testicule

grossesse et

allaitement

1V.2.2- Les alcaloides d’If

Ce sont d es t axanes o u t axoides. I Is s ont co nstitués p ar | e p aclitaxel et un d érivé

hemisynthétique : le docetaxel.

Le p aclitaxel agits urla polymérisation dest ubulines tandis que l e docetaxel i nhibel e

désassemblage des microtubules.

ailll Z
I
O

Ol
I

Figure 5 : Structure du paclitaxel
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Figure 6 : Structure du docetaxel

v’ Propriétés pharmacologiques
Le tableau ci-dessous reprend les spécialités, les indications, la voie d’administration,

la posologie, les effets indésirables et les contre-indications des alcaloides d’If
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Tableau 111 : Propriétés pharmacologiques des alcaloides d’If
Molécules  Spécialités Indications Voie Effets Contre-
d’administration secondaires indications
et posologie
Paclitaxel Taxol” Cancer du LV 135 -175mg/ neutropénie, Grossesse et
sein, m” en perfusion neuropathie ]
. IR allaitement
carcinome d e périphérique,
S toutesl es 3
’ovaire, i troubles
semaines . .
cardiovasculaires
,al opécie,
nausées,
vomissements,
Docetaxel Taxoteére” Cancer du L.V 100mg/ m* neutropénie, Grossesse et
sein | réactions d’hyper allaitement
toutesles 3 gonsibilits,
semaines réactions
cutanées,
rétention

hydrique, etc.
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B- GENERALITES SUR L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

l. Les radicaux libres

Dans 1 es co nditions n ormales, n otre o rganisme p roduit en p ermanence d es molécules
oxydantes qui sont des formes hautement réactives le plus souvent dérivées de I’oxygene. Ce
sont des radicaux libres.

Ce sont des espéces chimiques (atomes et molécules) possédant un électron célibataire ; cette
propriété les rend aptes a réagir avec des molécules lors des réactions en chaines (Lehucher-
Michel et al, 2001).

Ce so ntd es m olécules i nstables en q uéte d *¢lectrons e t d onc su sceptibles d e r éagir
immédiatement av ec tous | es co nstituants d e la cel lule ( ADN, protéines, lip ides) e td e
provoquer de graves altérations voire la mort de la cellule (Halliwell, 1994).

Les r adicaux 1 ibres o nt d iverses o rigines p hysiologiques dont 1 a p rincipale est la
réduction de 1’oxygeéne (O3) en eau. Physiologiquement, I’incorporation de 4 électrons sur la
molécule d’ oxygene pour former de 1’eau s’effectue par deux voies distinctes. La premiere,
qui prédomine largement (95%), consiste en une réduction tétravalente de 1’oxygene et met en
jeu le systeme de transfert des électrons de la membrane interne des mitochondries (Lattier,

2001)
O,+4e + 4H" —— 2H,0

Il existe cependant, une voie minoritaire (5%) de réduction de I’oxygéne, au cours de laquelle

diverses especes réactives de I’oxygene (EOR) sont formées :

0, () =40, (2) 2= 5 H,0, (3)— "OH () —"—=*5H,0(5)

(1) :0 xygéne; (2):a nions uperoxyde; (3):p eroxyde d’ hydrogéne ; (4):r adical
hydroxyle ; (5) : eau
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On distingue deux grandes classes de radicaux libres:
¢ Lesradicaux libres primaires directement formeés a p artir de 1 ’oxygene ; ils sont les

plus nocifs.
Ce sont : le radical superoxyde ( O,"), le radical hydroxyle (OH-), le peroxyde d’hydrogéne
(H,0, ), 'oxygéne singulier (O2 ) ... (Bartosz, 2003).
¢ Les radicaux libres secondaires : ils sont formés par I’action d’un radical libre primaire

sur un composant cellulaire (acides nucléiques, lipides membranaires, protéines).

L’environnement ( radiation U V, pol lution de 1 ’air, 1 e t abac, | ’exposition au s oleil),
I’alcool, sont le plus souvent a I’origine de la formation des radicaux libres.
Dans ces conditions, notre organisme subit un s tress oxydant ; c'est-a-dire que la production
de r adicaux l ibres pr imaires a ugmente t rés fortement d’” ot une oxyda tion de s co nstituants
cellulaires qui engendrera la formation de radicaux libres secondaires (ROO-). Ces radicaux
libres sont capables de réactions d’ oxydations en c haines a 1’origine de la d estruction de s
cellules pou vant entrainer de nom breuses pa thologies c omme | e cancer, la cataracte, le

vieillissement accéléré. .. (Sorg, 2004).

I1. Les antioxydants

Les an tioxydants se d éfinissent co mme t oute su bstance q ui, p résente af aible
concentration pa rr apporta us ubstrat oxyda ble, e st ¢ apable de r alentir oud’ inhiber
I’oxydation de c e s ubstrat ( Metizi, 2009) . I ls i nhibent 1 *initiation ou | a pr opagation de la
chaine de réaction et sont capables de prévenir ou de réparer les dommages provoqués. 11s
agissent par I 'un ou p lusieurs d es mécanismes suivants : r éduction en donnant de s atomes
d’hydrogene, ¢ hélation de s métaux pr o-oxydants, i nhibition de  certaines e nzymes
(cytochromes P 450, 1 ypooxygenases, ¢ yclooxygenases), i mpliquées dans | a gé nération de s
radicaux libres (Lukacinova et al, 2008)

Ce sont des molécules qui sont capables de neutraliser les formes actives de 1’oxygene
et p ermettent d e m aintenir au niveaud el a cellulee td el organisme d es n iveaux n on

cytotoxiques de radicaux libres.
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Notre o rganisme r éagit d onc d e f agon co nstante a ¢ ette p roduction pe rmanente de

radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignées de défense :

e Les antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense trés
efficaces. Cette lignée de défense est constituée des superoxydes dismutases (SODs), de la
catalase et de la peroxydase (glutathion et ascorbate).
Ces enzymes agissent sur les radicaux libres primaires puisqu’elles permettent la
transformation de 1’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne en produits non toxiques.

e Les antioxydants secondaires

Cette deuxieme lignée de défense complémentaire consiste en un ensemble de composés
susceptibles de ralentir considérablement les effets des radicaux libres qui n’ont pas été piégés
par les systemes de défense précédents.
Ce sont des molécules exogenes fournies par I’alimentation comme par exemple la vitamine
A, C ou E, les polyphénols (les flavonoides, les tanins, les coumarines), les oligo-¢léments (le

sélénium, le cuivre, le zinc, le manganese) la beta-caroténe...

I11. Antioxydants et prévention du cancer

Les r adicaux I ibres d e 1 oxygeéne co nstituent d es esp €ces cer tes réactives m ais
indispensables a 1 *organisme. I Is au gmentent dans 1 ’organisme 1 ors d’ une i nfection, d’ une
inflammation et lors d’une exposition a des facteurs environnementaux (pollution, fumée de
tabac, irradiationU V)d ‘’oule s tresso xydant(K occhilin-Ramonatxo0,2006).
Le stress oxydant est un syndrome résultant d 'un déséquilibre entre les systémes de défense
antioxydants e t | a pr oduction d e r adicaux libres oxygé nés. Il est responsable de | ésions
directes de molécules bi ologiques ( oxydation de 1 ’ADN, de s pr otéines, de s lipides, de s
glucides). C es d ommages en trainent p lusieurs maladies telles que l e cancer, 1e diabéte, 1a

cataracte, |’artériosclérose, le vieillissement (Valko et al, 2006).
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Notre organisme dispose d e sy stemes d e d éfense co ntre ¢ ette p roduction accrue de
radicaux libres : ce so nt | es an tioxydants q ui p rotégent | es cel lules ¢ ontre 1 es d ommages
causés par ces radicaux libres.

Les antioxydants le s neutralisent enl eur do nnantun électron a rrétant ainsi le
processus.

Ainsi les antioxydants protégent les molécules organiques (graisses ou I’ADN) de 1’oxydation
et semblent jouer un réle protecteur contre la cancérogenése.

Les ¢tudes de laboratoires sur les cultures cellulaires et les animaux ont montré que les
antioxydants tels que la quercétine, la curcumine, le resveratrol et les catéchines inhibent la
carcinogénese (Borek C., 1997, 2004).

Le laboratoire EXPERENTIA aux Etats unis a montré qu’ apres trente-trois semaines
d’exposition a un produit chimique cancérigéne, les animaux dont la nourriture contenait des
antioxydants dont les vitamines E et C, développerent a 50%, moins de cancers de peau que
ceux qui n’avaient regus aucune protection.

En Chine, une étude a montré que la combinaison de sélénium (50 mg), beta-caroténe
(15 mg) et de vitamine E (a-tocophérol 30 m g ) réduit de maniere significative le risque de
souffrir de cancers gastriques (Vitarmo J. et coll. ; 2003).

Plusieurs études ¢ pidémiologiques ont montré que la consommation accrue de fruits,
légumes et au tres a liments q ui co ntiennent d es an tioxydants p eut p rotéger c ontre les
dommages de I’ADN qui semblent initier la cancérogenese (Wlodek et al, 2000).

Lar éduction d urisque d e can cer de p rostate est asso ciée al aprise réguliered e
légumes de couleur jaune tres riches en caroténoides et de tomates riches en en caroténoides
lycopéne ( Smith-Warnere ta 1, 19 99). L a ¢ onsommation de s 1égumes du ge nre A llium
(oignons, ails) riches en c omposés a ntioxydants or ganosulfurés et du sélénium r éduirait le
risque de cancer de la prostate et des cancers gastro-intestinaux (Steinmetz KA, 1999 ; Borek
C., 2001 ; Greenwald P.et al, 2001).

Les a ntioxydants ¢ ontenus da ns I es f ruits, légumes et a utres a liments so nt tres

nombreux. Ainsi on retrouve :

-Vitamine C : orange, goyave, citron, chou, papaye, fraise...
-Vitamine E : huile de tournesol, de soja, ceuf, beurre...
-Vitamine A : foie, ceuf, lait...

-S¢élénium : poisson, viande, ceuf, pain...
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-Polyphénols (tanins, flavonoides) : vin, thé...
-Beta-caroténe : patate, carotte, mangue, chou...

-Lycopéne : tomate, pasteque, pamplemousse...

Tableau IV : Cancers inhibés par des antioxydants chimio préventifs des fruits et

l[égumes (Reddy L.et al, 2003).

Source Antioxydants

Cancers inhibés

Huiles végétales Vitamine E
Carottes a- et B- Caroténe, composés

phénoliques

Tomates Lycopéne, vitamine C

Ail, oignons Flavonoides, vitamine C,
sélénium

Haricot Composés phénoliques

Cancers de la peau (Paiva &
Russell, 1999 ; Stahl et al
,2000)

Cancers du pancréas, du
colon, du sein et du foie
(Cheng et al ,2001 ;
Eberhardt et al ,2000 ; King
et al ,1997 ; Nishino et al
,2000)

Leucémie, cancer du poumon
(Giovannucci, 1999 ; Hecht
et al ,1999 ; Kim et al ,2000 ;
Watzl et al ,1999)

Cancer de I’estomac (Barch
et al ,1996 ; Zheng et al
,1997)

Cancer induit par les
aflatoxines (Cardador-
Martinez et al, 2002 ;
Galvano et al, 2001)

Ainsi un a pport de s a ntioxydants e xogeénes pour | ’organisme s ’avere trés utile po ur | utter

contre les différentes pathologies provoquées par les radicaux libres (Seifried et coll., 2007).
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C. GENERALITES SUR ADENIUM OBESUM (FORSK) ROEM SCHULT
(APOCYNACEAE).

I. Caractéristiques botaniques (Nacoulma, 1996)
» Famille : Apocynaceae

» Noms communs
Nom vulgaire : Frangais : baobab des chacals, faux baobab, Adenium obése, rose du désert,
pied d’¢léphant.
Nom local : Mooré : Zin-nega (sing.) Zin- nesé (pl.)
» Synonymes :
Adenium arabicum Balf.f. , Adenium coetaneum Stapf,
Adenium honghel A. DC, Nerium obesum Forsk. (Omino, E.A., 2002).

I1. Description botanique (Arbonnier, 2000)

Arbuste su cculent, r essemblant a u n p etit b aobab a vec un t ronc c ourt e t t rapu ( pied
d’¢léphant).

Ecorce lisse, br un c lair, e xsudant i nstantanément un a bondant | atex t ransparent o u
blanc en casd e b lessure, r amifications v igoureuses asc endantes. F euillaison e n sai son
pluvieuse.

Feuilles en r osettes terminales, d ressées, s essiles o u su bsessiles, o bovales ou
lancéolées, coriaces, glabres avec le dessus nettement plus foncé ou vert bleuatre, floraison
pendant la saison seéche lorsque la plante est defeuillée.

Fleurs gr andes, d’ un r ouge ¢ clatant e n t ouffes de t roisa c inq. F ruits e n pa ires
allongées a vec de pe tites gr aines munies a leurs d eux bouts d’ une ¢ ouronne de poi Is

blanchatres. Pollinisation par papillons. Reproduction par semis ou par boutures ou greftes.
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Figure 7 : Plante entiere d’Adenium obesum. (Jardin botanique du CNRST, 12-11-2009,
KIHINDO Abdel Aziz)

Figure 8 : Fleur d’Adenium obesum (Jardin botanique du CNRST, 12-11-2009,
KIHINDO Abdel Aziz)

28



Généralités sur ADENIUM OBESUM

I11. Habitat ; distribution botanique
Adenium obesum se rencontre dans les savanes herbeuses, arborées arides et dans les
régions rocailleuses ou sableuses.
I1 est présent au Nord du sahel, du Sénégal au Soudan, au Sud jusque dans la zone
soudanienne, au Centre et au Nord-est de I’ Afrique et en Arabie. On le cultive dans le monde

entier pour ses qualités ornementales.

IV. Données phytochimiques établies (Nacoulma, 1996)
Plusieurs g roupes ch imiques se retrouvent d ans | es d ifférentes p arties d e 1 a plante
(fleurs et écorces).
Il s’agit de :
Fleurs : anthocyanosides, cardenolides ;
Latex : sap onosides stéroides, car denolides ( honghelosides A a G ) a vec O leandrigenol et
digitoxigenol, gitoxigenol comme genines ;

Ecorces : hetérosides cardiotoxiques, saponosides.

V. Données ethno pharmacologiques

V.1. Usages thérapeutiques (Neuwinger, H.D., 2000)

Les écorces sont utilisées en bains pour traiter les dermatoses et a éliminer les poux.
Le latex sert en application sur les dents cariées, les plaies septiques et les ulceres.
Les racines en décoction, seules ou en association avec d’autres plantes servent a traiter les

maladies vénériennes. Elles sont aussi utilisées contre les rhinites.

V.2. Autres usages (Neuwinger, H.D., 1996)
Le jus de la racine ou de la tige d’Adenium obesum sert a préparer un poison de fléche

pour les appats de chacals, d’hy¢nes.

La décoction d’écorce et de feuilles est couramment employée comme poison pour la peche.
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Des préparations a base d’Adenium sont utilisées comme poison d’épreuve et pour commettre

des crimes. Le bois est parfois employé¢ comme combustible

V1. Données pharmacologiques établies

Onse sertd ’Adenium obesum a f aible d ose p ourt raiter 1 ’insuffisance car diaque
congestive (ICC) et les problemes de rythme cardiaque (arythmies atriales) mais a haute dose,
elle conduit a I’insuffisance cardiaque systolique et a la mort. (Yamauchi et al, 1990).
L’extrait a 1’éthanol d es racines ralentit | a cr oissance d e Bacillus subtilis, maisil n’a p as
montré d’activité ¢ ontre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ou Candida
albicans. (Cepleanu et al, 1994).
L’extrait aqueux d’écorces des tiges est un acaricide potentiel qui montre une toxicité élevée
sur tous les stades de développement des tiques Amblyomma spp et Boophilus. (Mgbojikwe et
al, 2002)
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I.OBJECTIFS DE L’ETUDE



Objectifs de I'étude

I.1. Objectif général
Etudier 1’effet antiprolifératif et I’activité antiradicalaire de 1’extrait methanolique des fleurs

d’Adenium obesum (Forsk) ROEM.et SCHULT. (Apocynaceac)

1.2. Objectifs spécifiques
1-Préparer un extrait m ethanolique et une fraction pol yphénolique a p artir des fleurs
d’Adenium obesum ;
2-Caractériser les principaux groupes chimiques de I’extrait methanolique des fleurs;
3-Mettre en évidence 1’activité antiproliférative de 1’extrait methanolique;
4-Rechercher I’a ctivité a ntiradicalaire d e 1 ’extrait m ethanolique e td ela f raction

polyphénolique par le test de réduction du radical DPPH.
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II. MATERIELS ET METHODES



Matériels et méthodes

I11.1. Cadre de I’étude

Notre étude a été réalisée essentiellement dans deux laboratoires :

- Le laboratoire de chimie or ganique et physique appliquée de 1’unité de formation et de
recherche en sciences exactes et appliquées (UFR/SEA) de 1’Université de Ouagadougou
pour I’extraction et 1’étude phytochimique ;

- Le laboratoire d’oncologie expérimentale du Centre de Recherche en Biologie moléculaire
Pietro Annigoni a Ouagadougou pour les essais biologiques.

Le Centre de Recherche Biomoléculaire Pietro Annigoni a été inauguré le 14 O ctobre 2006.

Ce centre comprend principalement trois unités :

- une unité de traitement ambulatoire des maladies génétiques et virales,

- une unité de recherche clinique,

- uneu nit¢ der echerche f ondamentale. L ’unit¢ d e recherche f ondamentale e st
subdivisée en deux laboratoires:

- Laboratoire de Biologie et de génétique moléculaire,

- Laboratoire de Phytochimie et d’oncologie expérimentale.

11.2. Matériels et méthodes de I’étude
11.2. 1 Matériels d’étude

11.2.1.1 Matériel vegétal
I1 était constitué des pétales de fleurs d’Adenium obesum. Les fleurs ont été récoltées en

novembre 2009 da ns le j ardin bo tanique du CNRST. E lles ont été sé chées a 1’abridela
lumicre, de la poussiere et réduites en poudr e par br oyage. [ 1 serviraa 1ar éalisation de

I’extrait de notre étude.
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11.2.1.2 Matériels d’étude phytochimique

11.2.1.2.1 Matériels d’extraction et de caractérisation

la verrerie de laboratoire

un rotavapor de type Buchi RE 11 couplé a un bain marie de type Buchi

une balance analytique Sartorius (sensibilité 1/10.000 grammes ; porté maximale 220
grammes)

des chromatoplaques ( support : v erre ; a dsorbant : gel de silice 60F 2 54, c ellulose
microcristalline F254)

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

11 2.1.2.2 Solvants et réactifs d’analyse
a. Solvants d’analyse pour la CCM

Systéme S1 : acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique glacial / eau: (100 : 11 :
11:26v/v)

Systéme S2 : chloroforme/acétone/ammoniaque 10% : (80 : 40 : 15 v/v)

Systéme S3 : n-butanol/eau/acide acétique glacial : (10:5 : 5 v/v)

Systéme S4 : chloroforme/acide acétique glacial/méthanol/eau : (64 : 32 : 12 : 8 v/v)
Systéme S5 : acétate d’éthyle/ méthanol/ eau : (100 : 13,5 : 10 v/v)

Systéme S 6 : acétate d *éthyle/acide formique/ acide ac étique/eau : (100 : 11: 11 : 8

v/v)

b. Substances témoins d’analyse CCM

quercétine
acide gallique

cyanidine

c. Réactifs
réactif de Meyer (Annexe)

réactif de Dragendorff (Annexe)
solution d’acide sulfurique (H,SO4) concentrée
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- réactif de Shibata (Annexe)

- ammoniaque 20% et 10%

- acide sulfurique (H2SO4) concentré

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

- tournure de magnésium

- vanilline sulfurique

- éthanol 50%

- réactif de Kedde (Annexe)

11. 2.1.3 Matériels pour I’étude biologique

11.2.1.3.1 Lignées cellulaires et milieux de culture

La lig née cellulaire u tilisée p rovient d u la boratoire d e to xicologie d e I’in stitut de
pharmacie de I’Université Libre de Bruxelles (ULB).
I1 s’agit des cellules cancéreuses de glioblastomes U373.
Les milieux de cultures étaient composés du DMEM/high modified (Dublecco’s Mo dified
Eagle’s Medium) enrichi avec de la glutamine (0,6mg/ml).
Tous les milieux de culture ont été complétés avec une solution de Pen-Strep (0,2UI/ml de
pénicilline et 0,2pg/ml de streptomycine), une solution de sulfate de kanamycine (0,1mg/ml)

et de FBS (feetal bovine sérum) (5%v/v).

11.2.1.3.2 Matériels de laboratoire

- une hotte a flux laminaire muni d’une lampe ultra-violet LN 120 niive ;

- un incubateur a CO; avec filtre HEPA de marque Purcell ;

- un lecteur de microplaques ELx808 de marque Biotek couplé a un or dinateur piloté
par un logiciel GENS5 1.07

- un agitateur de plaques Heidolph titrimax 1000

- un microscope a phase inversée

- un bain marie de marque Niive

- une balance analytique

- des plaques multipuits (96 puits) Falcon a fonds rond et plat

- des flasques de culture cellulaire Falcon (25mL/12,5cm” et 250mL/80cm?)
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des tubes polypropyléne fond conique de 15ml et 50ml Falcon
des pipettes sérologiques stériles a usage unique de 5 et 10 mL
des micropipettes électroniques et manuelles de marque Eppendorf

des tips

11.2.1.3.3 Solvants et réactifs du test antiprolifératif

MTT [3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) — 2,5 diphenyltetrazolium bromure Sigma Aldrich,
France]

dimethylsulfoxide (DMSO)

phosphate buffered saline solution (PBS)

11.2.1.3.4 Solvants et réactifs du test antiradicalaire

1-1- diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) (VWR, France) ;
Quercétine (VWR, France) ;
méthanol ;

dimethylsulfoxide (DMSO).

11.2.2 Méthodes d’étude
11.2.2.1- Méthode d’étude phytochimique

11.2.2.1.1 Méthode d’extraction

50 gde poudr e vé gétale ont € té m acérés dans 500 ml d’ un m élange méthanol-acide

chlorhydrique ( 99 :1, v/v). L a m acération ¢ té r éalisée s ous a gitation & une t empérature

moyenne de 25°C pendant 24 h.

Le filtrat obtenu a ét¢ concentré au rotavapor sous vide partiel a une température de 60°. Le

résidu a été totalement séché a la température ambiante du laboratoire.

L’extraits eco btenua s ervia ux ¢ tudes a ntiprolifératives, an tir adicalairese tal a

caractérisation par CCM.

38



Matériels et méthodes

11.2.2.1.2 Rendement des extractions

Le rendement de I’extraction (%) a été estimé selon la formule :
r=(m/M) x100
M = prise d’essai pour I’extraction

m = masse d’extrait obtenu

11.2.2.1.3 Caractérisation phytochimique

La caractérisation phytochimique des extraits a pour but la mise en évidence des différents
groupes chimiques présents dans chacun d’eux. Il a ¢té réalisé selon la méthode classique de
Ciulei (1982) sur les extrais bruts.

Les tests de caractérisation chimique suivants ont été utilisés :

- le test de Shibatat pour I’identification des flavonoides ;
- le test de Dragendorff et de Meyer pour I’identification des alcaloides (bases et sels) ;
- le test de Kedde pour I’identification des hétérosides cardiotoniques ;

- les réactions d’identification des saponosides, des tanins et des anthocyanes.

v' Caractérisation des alcaloides

Les tests de Dragendorff et de Meyer ont été utilisés :
S5mLdel extrait o nt été év aporésasec ;lerésiduaé tédissous dans2 m L d ’acide
chlorhydrique 2%. La solution a été filtrée sur coton et le filtrat a été utilisé pour faire réagir
les réactifs de Dragendorff et de Meyer dans deux tubes a essai 1 et 2.
L’apparition d’ un pr écipité j aune bl anchatre ou d’ une opa lescence en pr ésencede 2a 3
gouttes du réactif de Meyer témoigne de la présence des alcaloides bases dans 1’extrait.
Le dé veloppement d’ un précipité rouge orangé en présence de 2 a 3 gout tes du réactif de

Dragendorff justifie la présence d’alcaloides sels dans I’extrait.

v' Caractérisation des flavonoides
5 mL de I’extrait ont é¢té dissous dans 2 mL d’ éthanol 50%. La solution obtenue a ¢té
légérement chauffée dans un bain-marie chaud. Des fragments de tournures de magnésium
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(2 a 3) ont été ajoutés a la solution et 3 gou ttes d” acide chlorhydrique concentré y ont été
ajoutées. La solution a été laissée barbotée dans le bain-marie. L’apparition d’une coloration

rouge (flavonols) ou orange (flavanones) indique la présence de flavonoides.

v/ Caractérisation des saponosides

2 mL de ’extrait ont été dilués de moitié avec de 1’eau distillée dans un tube a essai et

agités pendant au moins 15 minutes au vortex.

L’apparition d’une colonne de mousse d’au moins 1 cm de haut persistant pendant au moins

15 minutes indique la présence de saponosides.

v' Caractérisation des tanins

1 ml de I’extrait methanolique a été dilué¢ dans 1 mL d’eau distillée et additionné de 3
gouttes d’une solution diluée de trichlorure de fer (FeCls 1%).
L’apparition d’une coloration bleu foncé indique la présence de tanins galliques.
La présence de tanins catéchiques est indiquée par | ’apparition d’ une coloration vert foncé.

Une coloration hybride indique la présence de tanins galliques et catéchiques.

v' Caractérisation des cardenolides

I mlde I’extraita été dissous dans du méthanol ; le testde Kedde a ét ¢ appliqué ala

solution obt enue. L apparition d une c oloration v iolette immédiate in dique la p résence d e

cardenolides.
v Caractérisation des anthocyanes

Les anthocyanes étant des substances fortement colorées, leur détection a 1’ceil nu est
possible méme a des concentrations tres faibles.
Deux tests chimiques caractéristiques p ermettent une identification globale des anthocyanes
en solution ; en milieu acide, les pigments anthocyaniques sont rouges et jaunes tandis qu’en

milieu basique ils passent au bleu et rouge.
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11.2.2.1.4 L analyse CCM

v La chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM consiste en une séparation des substances chimiques en fonction de leur affinité
par rapport a deux phases : une phase stationnaire solide et une phase mobile liquide (éluant)
constitués par un systéme de solvant.

Des capillaires de 25 pL ont été utilisés pour le dépot des différents extraits (Ia tache du dépot
ne dépassant pas 0,5 cm). Sur une méme plaque sont déposés un témoin de référence quand
nous en disposions et 1’extrait des fleurs. La distance entre les spots était de 0,7cm environ
(Figure 9). Les plaques ont été séchées a I’air ambiant et placées dans des cuves de migration
contenant préalablement les différents systémes de solvants (Figure 10).

La distance de parcours de I’éluant a ét€¢ de 8 cm a partir du point de dépot des spots. Apres la
migration l es p laques ont ét € r etirées, séch ées, et révélées av ec un r éactif sp écifique p our

I’identification des groupes chimiques.

Front du solvant

A

Ligne de dépot

E, E; Es B4 Es T

T =Témoin
E = Echantillon (1;2;3;4;5)

Figure 9 : Schéma de présentation d’une plaque de CCM
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couvercle

Plague, front de
solvant
g —
]
L ] L
L ]
L ]
| solvant
b -

Figure 10 : Schéma du développement chromatographique d’une plaque (Lagnika,
2005)

v’ Larévélation

e Détection des tanins

Le sy stéme d e so Ivant était co nstitué d e : n-butanol/eau/acide acé tique glacial : (10:5 : 5
v/v). La solution témoin était une solution methanolique d’acide gallique a 5 mg / ml.

Les plaques ont été pulvérisées avec une solution de chlorure ferrique a 2% (FeCls 2%) dans
du méthanol 80% et séchées a ’air.

L’apparition de taches de coloration bleu foncé révele 1a présence d e tanins h ydrolysables

(galliques). Les tanins condensés (catéchiques) donnent une coloration verdatre.

42



Matériels et méthodes

e Détection des saponosides

Le so lvant d e m igration ét ait co nstitué p ar 1 e m ¢élange : ch loroforme/acide acét ique
glacial/méthanol/eau : (64 : 32 : 12 : 8 v/ v). L a pul vérisation par la v anilline sulfurique a
permis la révélation. L’apparition de taches brunes ou violettes apres chauffage des plaques a

plus de 100°C sur une plaque chauffante indique la présence de saponosides.

e Détection des flavonoides

L’¢luant ét ait co nstitué p ar 1 e m élange : a cétate d *éthyle/acide f ormique/acide acét ique
glacial/eau : (100 : 11 : 11 : 26 v/ v). Le témoin était une solution de quercétine a Smg/mL
dans du méthanol. La révélation a ét é faite a 1a lumiére UV a 365 nm aprés exposition des

plaques aux vapeurs d’ammoniaque. Les flavonoides apparaissent jaunes ou jaunes orangg.

e Détection des alcaloides

Le systéme de solvant utilisé était composé de : chloroforme/acétone/ ammoniaque 10% :
(80 : 40 : 15 v/v).
La révélation a é té faite a 1a lumiére UV a 3 65 nm. A cette longueur d’ onde, les alcaloides

apparaissent sous forme de spot bleu ou bleu-vert fluorescent.

e Détection des cardenolides

Le sy stéme d e so lvant u tilisé € tait co mposé d e : acétate d’éthyle/méthanol/eau : (100 :
13,5 : 10 v/v). La pulvérisation par le réactif de Kedde a permis la révélation. L’apparition de

taches roses ou bleu violacées indique la présence de cardenolides.

e Détection des anthocyanes

Le sy stéme d e so lvant u tilisé ¢ tait co mposé d e : a cétate d *éthyle/acide f ormique/acide
acétique/eau: ( 100 : 11 : 11 :26 v/v).L et émoin ¢ tait une s olution de ¢ yanidine ( 3-

oxyanthocyanidine). Les anthocyanes apparaissent rouges.
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11.2.2.1.5 Séparation et purification des polyphénols de I’extrait

v" Chromatographie sur colonne

Cette technique est utilisée pour la séparation et la purification des composés phénoliques
des plantes. On utilise le Séphadex LH-20 comme adsorbant. Il permet de séparer, dans un
méme temps, les composés phénoliques de poids moléculaires variant entre 300 et 500 g/mol

de polarité identique. Les composés sont séparés par ordre de poids moléculaire décroissant.

En outre on utilise 1 ’Amberlite XAD-7 p our d ébarrasser 1 ’extrait b rut d ’impuretés
génantes.

Pour | a s éparation d es composés ap partenant a pl usieurs groupes, on pr ocede p ar
gradient de polarité croissante du s olvant d’ élution. Les solvants utilisés pour 1’¢élution sont
des m élanges ¢é thanol-eau ou m éthanol-eau ac idifiés par HCl ou 1 ’acide acé tique dans les
proportions ne dépassant pas 1% (v/v).

On réalise la fixation sur I’Amberlite XAD-7 dans une colonne de 24 cm de long et de
3 cm de diametre. L’ Amberlite e st préparée dans de 1’éthanol ou du méthanol. L e mélange
obtenu est versé dans la colonne et on laisse reposer. Avant le dépot de 1’extrait aqueux, la
colonne est lavée a 1’eau pour éliminer ’alcool.

Apres le dépdt et la fixation de 1’ extrait sur la résine Amberlite la colonne est lavée a
I’eau a cidifiée p our €l iminer | es su bstances s olubles d ans 1 ’eau. A insi r estent fixés I es
composés phénoliques que 1’on récupére par €lution avec de 1’éthanol ou du méthanol a 70%.

Ainsi des CCM et des réactions d e car actérisation so nt r €alisées p our identifier les
différents composés des fractions obtenues.

Les filtrats obtenus sont évaporés sous vide puis séchés au lyophilisateur.

1l. 2.2.2 — Méthode d’étude pharmacologique
11.2.2.2.1 La culture cellulaire

Les lignées cellulaires étaient conservées dans de 1’azote liquide et ont été cultivées
durant deux a trois semaines avant le début des tests. Les lignées cellulaires ont été cultivées
dans du milieu DMEM. Ce milieu a été enrichi en glutamine (0.6 mg/mL) et en sérum de veau
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feetal (5% v/v). Un mélange d’antibiotique a €té ajouté au milieu : pénicilline (0.2 Ul/mL),
streptomycine ( 0.2 u g/mL), k anamycine ( 0.1 mg/mL). Les cel lules o nt ét € cu Itivées en
monocouche dans des flasques de culture cellulaire. Les milieux de culture étaient renouvelés

le lendemain des mises en culture et ensuite toutes les 48 heures.

Les boites de culture étaient maintenues dans un incubateur humide a 37°C, avec 5%
de CO; jusqu’a confluence des cellules (quand les cellules occupent plus de 80% de la surface
du flasque).

Le milieu de culture était alors ¢liminé et une solution de trypsine (0,05% m/v) était
introduite dans les flasques de culture pour les rincer (deux fois) et permettre de détacher les
cellules de leur support. L’effet de la trypsine était stoppé€ en rajoutant du milieu de culture
dans les flasques. Selon la densité cellulaire obtenue, une fraction de la suspension cellulaire
(1 a4 mL selon la taille des flasques) était remise dans d’autres flasques et incubée dans les

conditions précédentes.

11.2.2.2.2 Le test antiprolifératif

Le test a ntiprolifératif p ermet 1 a r echerche d ’un ef fet an tiprolifératif sur un t ype
cellulaire p ar une m éthode év aluant 1a c roissance cel lulaire. S on but est d e d éterminer l a
concentration in hibitrice 5 0% ( ICsp) q ui e stla ¢ oncentration q ui inhibe d e moitié¢ la
prolifération cellulaire globale.

Nous av ons ét udi¢ 1 *effet an tiprolifératif d e n otre ex trait sur 1 e t aux d e cr oissance
globale d’une lignée cellulaire cancéreuse par le test colorimétrique MTT. Ce test fait partie
des méthodes fondées sur des perturbations de la perméabilité des cellules et utilise le sel de
tétrazolium MTT qui est un colorant nécessitant une étape de métabolisation une fois avoir
pénétré dans les cellules vivantes.

Le t est ¢ olorimétrique M TT a ¢ té dé crit pa r M osmann ( 1983) pu is m odifié¢ pa r
Carmichael et collaborateurs (1987). 11 est basé sur la mesure du nombre de cellules vivantes,
métaboliquement actives et capables de réduire I’anneau de tétrazolium contenu dans le sel de
tétrazolium pa r 1 eur s uccinate d éshydrogénase m itochondriale e n ¢ ristaux de Formazan
violets. L ’intensité de cette coloration e st pr oportionnelle au nom bre de c ellules vivantes
présentes 1 ors d ut est et est q uantifié p ar sp ectrophotométrie en u tilisantu n 1 ecteurd e

microplaques a 490 nm.
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Avant le début du test les cellules ont été comptées en utilisant le bleu Trypan qui est

un colorant vital qui colore seulement les cellules mortes. La cellule de Neubauer a servi pour
le comptage des cellules vivantes sous un microscope a phase inversée.
Les lignées cellulaires ont été ensemencées au jour JO dans des plaques de 96 puits (a raison
de 10 000 cellules / mL de milieu de culture) et incubées durant 24 heures pour assurer une
adhésion ad équate d es cellules. L a premiére rangée de 1 a plaque multi p uits a ét € utilisée
comme blanc et pour ce fait ne contenait que le milieu de culture.

A J1, une autre plaque de 96 puits (a fond rond) a été utilisée pour faire les dilutions
nécessaires (chaque condition ex périmentale a été analysée en quadruplicat, avec dix huit
concentrations, de 500 pg/ml a 0.0038 pg/ml). L es ¢ oncentrations d es d ifférents e xtraits
étaient de 2,5 mg/mL (m/v). Une fraction de DMSO (pas plus de 1% v/v) était ajoutée sur les
extraits pour une meilleure dissolution.

Les ex traits ont ét¢é ainsi mis en contact avec les cellules et remises en incubations
pendant 72 heures. Les rangées 5 et 9 de la plaque ont servi de controle et ne contenaient donc
que des cellules vivantes.

A J4, le sel de tétrazolium dissout dans du PBS a une concentration de 0,5 mg/mL est
introduit dans 1 es 96 p uits (200uL) ap rés av oir v ersé le s urnageant. L es p laques o nt ét ¢
incubées p endant 2 h eures puis d ébarrassées d e 1 eur surnageant. 200uL de DMSO ont ét¢é
introduits d ans | es p uits afin d e d issoudre 1 es cristaux d e F ormazan. Les p laques o nt ét ¢
agitées pendant environ 30 minutes puis lues au spectrophotométre a 490 nm.

Des courbes dose-réponse (concentration en fonction du pourcentage d’inhibition) par
le logiciel PRISM (Graph Pad 5.0) sont réalisées pour I’ extrait sur la lignée cellulaire U373.

Ces courbes nous ont permis de calculer I’ICsy de 1’extrait.

i B 3 - T BT w3 VL TR

Figure 11 : lllustration d’une plaque 96 puits dans laquelle un test colorimétrique MTT
a été réalisé
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11.2.2.2.3 Test « in vitro» de I’activité antioxydante : Test de réduction du

radical

stable DPPH

L’activité antiradicalaire a ét ¢ évaluée « in vitro » par le test de réduction du DPPH

qui évalue la capacité de 1’extrait a céder des atomes d’hydrogéne.

v" Principe de la réaction

Le 1,1 -diphényl-2-picrylhydrazyl ou le a- diphényl -B-picrylhydrazyl (D PPH)e stun

radical libre stable, de couleur violet foncé avec une absorption maximale autour de 520 nm.

Lorsqu’il est en présence d’une substance pourvoyeuse d’atome d” hydrogene, il se réduit et

devient jaune. Le changement de la coloration du violet au jaune est proportionnel a I’activité

antioxydante

'+ AH — ZH + A

Z " . DPPH non réduit AH : corps réducteur ZH : DPPH réduit

[ ]
A : Corps oxydeé

DPPH (violet)

+ Antioxydant-OH

~— ‘HH i
NH
D:.'\I . i[ o
s
DPPHH (jaune)

Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

+ Antioxydant-O*
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v Protocole expérimental

Le mélange réactionnel contenait 0,9 mL d’une solution methanolique de DPPH (0,04 %)
et 0,1 mL d’extrait de plante & des concentrations croissantes. Les drogues ont été dissoutes
dans du D MSO. Aprées une incubation de 30 min a la température ambiante et a ’abri de la
lumicre, la densité optique a ét¢ luea 517 nm contre un blanc constitué d’ un mélange de
méthanol (0,9 mL) et 0,1 mL de 1’extrait. Un contrdle négatif (0,9 mL de DPPH + 0,1 mL du

DMSO) a été également utilisé. La quercétine a été utilisée comme antioxydant de référence.

Tableau V : Composition du mélange réactionnel du test de réduction du DPPH (mL)

Substances (mL)  Test Controéle Blanc du contrdle Blanc du test
négatif négatif

DPPH 0,9 0,9 - -

Extrait/référence 0,1 - - 0,1

Méthanol - - 0,9 0,9

DMSO - 0,1 0,1 -

Total 1 1 1 1

L’ absorbance mesurée a €té convertie en pourcentage d’activité antioxydante calculée selon la

formule suivante :
e . Ac — A
Activité antioxydante (%):% X 100
(o

Ac:a bsorbance duc ontrdle né gatif; AsS: absorbance dut estc orrigé
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Résultats

111.1. RESULTATS PHYTOCHIMIQUES

I11.1.1 Rendement d’extraction

L’extraction par macération methanolique réalisée a partir de 50 g de poudre des fleurs
d’Adenium obesum a produit 20,46 g d’ extrait soit 41%. L extrait sec obtenu est de couleur

rouge bordeaux.

111.1.2 Caractérisation des principaux groupes chimiques

Les r ésultats o btenus apres ¢ aractérisation d es p rincipaux g roupes chimiques d e
I’extrait des fleurs sont consignés dans le tableau. C ette c aractérisation a ét € faite selon la

méthode classique de Ciulei I. (1982).

Tableau VI : Groupes chimiques mis en évidence dans I’extrait

Groupes chimiques Résultats
Alcaloides -
Tanins +
Saponosides -
Flavonoides -
Anthocyanes -+
Cardenolides +++

- :absence ; +: faible présence; +++ :abondant
On note au regard de ce tableau que les anthocyanes et les cardenolides sont trés abondants

dans I’extrait. Les tanins existent mais en trés petite quantité.
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I11. 1.3- Chromatographie sur couche mince (CCM)

I11. 1.3.1- Caractérisation des tanins

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

T : Témoin (acide gallique)

Figure 13 : Chromatogramme de caractérisation des tanins

Le solvant de migration était constitué de n-butanol / eau / acide acétique glacial (10 :
5:5). En plus de ’extrait brut une substance témoin : 1’acide gallique a été déposé. Pour la
révélation, I es p laques ont ét € p ulvérisées a vec u ne so lution d e ch lorure f errique a 2 %.
L’apparition des spots bleu-noir révele la présence de tanins.
Le chromatogramme nous présente un s pot bleu-noir pour ’extrait avecun R f= 0,67.L e

témoin présente un spot a Rf = 0,89.
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111.1.3.2- Caractérisation des alcaloides

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

Figure 14 : Chromatogramme de caractérisation des alcaloides

L’¢luant € tait un m ¢élange de chloroforme / acétone/ ammoniaque 10% (80:40: 15).
Pour cet te c aractérisation n ous ne disposons p as d e su bstance t émoin. A prés séc hage d es
plaques, la révélation a été faite a la lumiére UV a 365nm.

Le chromatogramme de 1’extrait montre quatre spots a Rf = 0,08 ; 0,61 ; 0,69 ; 0,91.
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111.1.3.3- Caractérisation des flavonoides

- ?

A T A

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

T : Témoin (quercétine)

Figure 15 : Chromatogramme de caractérisation des flavonoides

L’exposition du ¢ hromatogramme aux vapeurs d’ammoniaque a mis en ¢ vidence un
spot orange-jaune sur le parcours de la quercétine avec un Rf = 0,90.
L’¢luant ¢ tait c onstitué¢ d’un m élange d ’acétate d *éthyle / acide formique / acide a cétique
glacial / eau (100 : 11 : 11 : 26). Le témoin a ét ¢ la quercétine. La révélation a été faite a la
lumiere U Va 365 nm , a pres e xposition a ux va peurs d ’ammoniaque. L es f lavonoides
apparaissent sous forme de spots jaunes, jaune-orange ou bleu-vert.

Le chromatogramme de 1’extrait montre un extrait un spot avec un Rf = 0,79.
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I11. 1.3.4- Caractérisation des saponosides

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

Figure 16 : Chromatogramme de caractérisation des saponosides

Le systeme de solvant était composé de chloroforme / acide acétique glacial / méthanol /
eau (64:32:12 :8).Nousn’avonspas euennotre disposition unt émoin pour c ette
caractérisation. L “apparition d es taches b runes o u v iolacées ap rés ch auffage d es p laques
indique la présence de saponosides.

Notre extrait présente deux spots avec des Rf = 0,42 ; 0,85.
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111.1.3.5- Caracteérisation des anthocyanes

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

T : Témoin (cyanidine)

Figure 17 : Chromatogramme de caractérisation des anthocyanes

L’¢luant était constitué d’un mélange EFAW : acétate d’éthyle / acide formique / acide
acétique /eau (100 : 11 : 11 : 26). La cyanidine a été¢ déposée comme témoin en méme temps
que D’extrait.

Notre extrait présente un spot rouge avec un Rf= 0,32. L e témoin présente un spota Rf=

0,33.
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111.1.3.6- Caractérisation des cardenolides

A : Extrait methanolique d’Adenium Obesum

Figure 18 : Chromatogramme de caractérisation des cardenolides

Le systéme de solvant était constitué d’acétate d’éthyle / méthanol / eau (100 : 13,5 : 10).
Nous ne disposions pas de témoin pour cette caractérisation. Pour la révélation, la plaque a été
pulvérisée avec le réactif de Kedde.

L’apparition de spots rose ou bleu-violacée révele la présence de cardenolides.

Le chromatogramme nous présente deux spots avec des Rf = 0,70 et 0,80.
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I11.1.4- Séparation et purification des polyphénols

Pour 1 a caractérisation d e 1 *activité antiradicalaire des fleurs d’Adenium obesum, nous
avons r ¢éalisé d’ une ¢ hromatographie s ur ¢ olonne ( Amberlite X AD-7) de not re e xtrait
methanolique afin de séparer et de purifier les composés phénoliques qui y sont (Figure 19).
L’ Amberlite nous a permis de débarrasser 1’extrait brut d impuretés génantes afin de mieux

isoler les polyphénols de celui-ci.

Figure 19 : Chromatographie sur colonne (Amberlite XAD-7) de I’extrait methanolique

des fleurs d’ Adenium obesum

La f raction o btenue a ét ¢ so umise a d es an alyses C CM af in d e car actériser 1 es
polyphénols quiy s ont. Ainsi des CCM des principaux groupes des composés phénoliques
(des anthocyanes, des tanins, des flavonoides) ont été réalisées (Figure 20). Une CCM des
cardenolides est faite pour vérifier leur présence ou non dans la fraction polyphénolique ; car

¢étant présent dans ’extrait sec (Figure 21).

]
.- " "
— :_... T.._.__ - z_
An¥. o
Anthocyanes Flavonoides Tanins

Figure 20 : Chromatogrammes de caractérisation des polyphénols (anthocyanes,

flavonoides et tanins)
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-

Figure 21 : Chromatogrammes de caractérisation des cardenolides de I’extrait

methanolique sec (A) et de la fraction polyphénolique (B) des fleurs d’Adenium obesum

La non a pparition des spots roses ou bl eu-violacées sur le chromatogramme B révéle
I’absence des cardenolides dans la fraction polyphénolique.
Ainsi notre fraction renferme majoritairement que des composés phénoliques.

Les tests de caractérisations réalisés ont révélé la présence d’anthocyanes (Figure 22)

Anthocyanes Flavonoides Tanins

Figure 22 : Réactions de caractérisations des anthocyanes, des flavonoides et des tanins
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La co loration r ouge en milieu aci de et b leu en milieu b asique r évele 1 a p résence
d’anthocyanes.

Ce sont des composés faisant partie du groupe des flavonoides.

Leur st ructure ch imique est caractériséep aru nn oyauf lavylium( 2-
phénylbenzopyrylium) sur lequel sont substitués gé néralement des gr oupements hy droxyles

(OH) et/ ou des sucres (Bruneton, J. (1993).

I11. 2. RESULTATS BIOLOGIQUES

I11.2.1 Activité antiproliférative de I’extrait et des substances cytotoxiques de
référence

Nous avons évalué 1’influence de notre extrait et de deux substances cytotoxiques de
référence sur le taux de croissance globale des glioblastomes (U373) etce al ’aide du test
colorimétrique de cytotoxicité MTT. Il a permis de déterminer pour chaque compos¢ testé les
indices IC 5o (concentration qui inhibe l a croissance d e 5 0% d es cel lules). L e tableau VII
reprend les résultats du test de cytotoxicité MTT des différents composés testés.

L’ICsy de notre extrait methanolique correspond a 1a dose de 4,570 p g/ml. L’ extrait montre
ainsi un effet antiprolifératif sensiblement égal a celui de 1’etoposide mais moindre que celui

du paclitaxel.
804

60' )

Pourcentage d'inhibition
N
<

Log [drogue] (ug/mL)
ICs0 =4,570 ug/ml
Figure 23 : Inhibition de la prolifération cellulaire globale de I’extrait methanolique des

fleurs sur la lignée U373
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Les cel lules can céreuses en semencées ¢t aient au n ombre d e 10000 c ellules p ar
millilitre de milieu de culture.

Letest MT T p ermet d e mesurer 1 e n ombre d e cel lules v ivantes m étaboliquement
actives cap ables d et ransformer par r éduction m itochondrialel ¢ MTT en cr istaux d e
Formazan violets. Le nombre de cellules vivantes est directement proportionnel a 1’intensité

de la coloration violette.

Tableau VII : Valeurs d’ICs, déterminées par MTT apres évaluation de I’effet de ces
substances sur la croissance globale des cellules U373

Composés testés ICs
Extrait CH;OH 4,570 pg/ml

Etoposide 5,885 pg/ml

Paclitaxel 0,0017 pg/ml

Les valeurs d’ICs, correspondent aux concentrations qui réduisent de 50% la croissance
cellulaire globale d e lignées can céreuses U373 apres 3 jours d ’incubation en présence des

compos¢s testés.

I11. 2.2. Evaluation de I’activité antiradicalaire des extraits

Nous avons opté pour la méthode qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) comme
un radical libre relativement stable.
L’effet antiradicalaire de notre extrait methanolique vis-a-vis du radical DPPH est donné par

la figure 24.
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1Cs0 = 40,83 pg/ml

Figure 24 : Evaluation de I’activité antiradicalaire de I’extrait CH;OH des fleurs

d’Adenium obesum

Le DPPH de couleur violette est réduit par les antioxydants en un composé de couleur
jaune. L ’intensité de c ette co loration est p roportionnelle a1 a cap acité d es an tioxydants
présents dans le milieu a donner des protons.

L’extrait methanolique des fleurs d’ Adenium obesum inhibe le radical DPPH avec un I Cs
égal a 40,83 pg/ml.

Notre extrait a subi une séparation puis une purification des polyphénols qui y sont,
ainsi la fraction ne contient que des anthocyanes.

L’effet antiradicalaire de la fraction polyphénolique vis-a-vis du radical DPPH est donné dans

la figure 25.
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ICs extrait =17,32 pg/ml.
ICs0 quercétine = 4,48 pg/ml.

Figure 25 : Evaluation de I’activité antiradicalaire de la fraction polyphénolique

d’Adenium obesum et de la querceétine

La fraction polyphénolique contenant les anthocyanes inhibe le radical DDPH avec un

ICsp égal a 17,32 pg/ml tandis que la référence ; la quercétine a un I1Csy égal a 4,48 pg/ml.
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Discussion

Notre é tude a pour but d’ évaluer I’effet des fleurs d” Adenium obesum sur la p rolifération
cellulaire globale des cellules cancéreuses U373.
Adenium obesum est une plante médicinale utilisée en médecine traditionnelle africaine pour
traiter divers maux (Nacoulma ; 1996)

Nous avons conduit une étude expérimentale afin d’évaluer les propriétés cytotoxiques

et antiradicalaires de I’extrait methanolique des fleurs d’Adenium obesum.

Cette étude a présenté des limites :
- Notre étude a été réalisée sur une seule lignée cellulaire les glioblastomes U373 alors
que le NCI (National Institut of Cancer) recommande de réaliser les tests sur plusieurs lignées

cellulaires.

1V.1. Le rendement de I’extraction

Le rendement obtenu de 1’extraction methanolique de 1a poudre des fleurs d’ Adenium

obesum est de 41%. Cela traduit la richesse de la plante en composés polaires.

IV.2. Le screening phytochimique

Les réactions colorimétriques réalisées sur 1’extrait ont permis de mettre en évidence
la présence en forte quantité d’anthocyanes et de cardenolides mais aussi de tanins en faible
teneur.

Nacoulma /Ouédraogo en 1996 avait signalé la présence de ces mémes éléments dans
les fleurs de ladite plante cependant n’avait détecté aucune trace de tanins.

Les al caloides, 1 es s aponosides e t | es f lavonoides n *ont p as ét é d écelés d ans n os
conditions e xpérimentales. C eci p ourrait € tre li¢ al atrés faible t eneur d e ces p rincipes
chimiques dans 1’échantillon de la plante.

Ces groupes chimiques caractérisés chez Adenium obesum sont retrouvés aussi chez
certaines p lantes d e laf amille d es A pocynaceae. C ’estai nsiq uel ’onr etrouve d es
cardenolides chez Thevetia nerifolia et Strophantus sarmentosus, des tanins et des pe ctines

anthocyanes chez Cataranthus roseus (Nacoulma ; 1996).

64



Discussion

IV.3- L’analyse CCM

Nous avons recherché et caractérisé les anthocyanes, les cardenolides, les tanins mais
aussi les alcaloides, les saponosides et les flavonoides malgré leur absence lors du screening
phytochimique.

La caractérisation des cardenolides est revenue positive avec la mise en évidence sur le
chromatogramme d e sp ot de couleur bleu violacée apres la révélation p ar p ulvérisation du
réactif de Kedde.

Ces résultats confirment les tests colorimétriques des cardenolides.

Pour la recherche des anthocyanes, le spot obtenu sur le parcours de 1’extrait, présente une
coloration rouge qui témoigne de la présence des anthocyanes dans I’extrait. Le spot isolé sur
le parcours de migration de la substance de référence de Rf = 0,33 est superposable au spot
retrouvé sur le parcours de I’extrait de Rf = 0,32.

L’analyse CCM des tanins a montré apres révélation des taches de couleur bleue noire.
Les fleurs renfermeraient ces types de composés.

Les sap onosides, | es a Icaloides e t 1 es f lavonoides m algré 1 eur ab sence | ors d u
screening phytochimique ont montré des spots lors de I’analyse CCM.
Ces sp ots montrent en effet, leur présence dans les fleurs d’Adenium obesum mais en trés

petite quantité.

Le criblage phytochimique et 1’analyse CCM ont permis de caractériser des groupes
chimiques d ans 1 es fleurs d’Adenium obesum. Ces gr oupes ¢ himiques r etrouvés s ont de s
composés p hénoliques (anthocyanes, t anins) d "ou 1 a j ustification de | ’activité cytotoxique

et/ou antiradicalaire de la plante.
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IV.4. Etudes biologiques
1V.4.1. Evaluation de I’activité antiradicalaire de I’extrait

La r éduction d ur adical D DPH est un t est I argement ut ilisé pour 1 ’évaluation de
’activité antioxydante des ex traits. Ce test est basé sur la capacité des extraits a ¢ éder des
atomes d’hydrogéne ou d’électrons au DPPH qui posséde un ¢électron célibataire. En présence
d’un réducteur, cet électron s’apparie et le milieu vire du violet au jaune.

Notre ex trait m ethanolique a montré une activité an tiradicalaire v is-a-vis du radical D PPH
avec un ICsy de 40,83 pg/ml.

En effet, Palé et al, 2004 ont montré une activité antioxydante des fleurs d’Adenium
obesum avec un ICsy de 1’ordre de 38,80 pg/ml. Ce résultat comparé au notre est Iégérement
plus ¢élevé. Cette différence de résultat peut €tre due au lieu de récolte de la plante ainsi que
des mesures d’entretien de la plante. En effet, Palé a récolté¢ son matériel végétal dans une
cour familiale (le domicile du Pr NACRO) ou la plante a un meilleur entretien. Le notre a été
pris dans le jardin botanique du CNRST.

Les pol yphénols (acides phénoliques, les tanins, les flavonoides et 1 es anthocyanes)
constituent une famille qui présente un pouvoi r antioxydant trés marqué ( Ribéreau-Gayon ;
1968).

Notre extrait purifié afin d’isoler les polyphénols a montré qu’il était en grande partie
constitu¢ d’anthocyanes qui font partie de la grande famille des flavonoides.

Ainsi cet extrait a révélé une activité antiradicalaire trés nette vis-a-vis du radical DPPH avec
un ICsp égal a 17,32 pg/ml.

La quercétine ; composé pur a été utilisée comme référence, avait un ICsy égal a 4,48
pug/ml.

Nos r ésultats co mparés a | ’effet de 1a que rcétine qui e st un c omposé pur restaient
faibles. Cependant nous pourrions dire que nos extraits (methanolique et purifi¢) possédent un
potentiel antiradicalaire non négligeable.

De no mbreux t ravaux ont r apporté que I es a nthocyanes possédent d es p ropriétés
antioxydantes (J-M.Kong et al ; 2003, M.D.Rivero-Pérez et al ; 2008).

Notre ex trait p urifié ¢ tant trésr iche en an thocyanes d “ou so n ac tivité an tiradicalaire

s’explique par la présence de ces composés.
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En effet, les pigments anthocyaniques se comportent comme des piégeurs de radicaux
libres (Bruneton ; 1993).

Les radicaux libres sont des especes chimiques tres réactives capables de réagir avec
tous les composants des cellules (ADN, glucides, protéines et lipides).

Aux doses faibles, ils sont tres utiles pour 1’organisme et jouent des roles importants dans
divers mécanismes physiologiques.

Aux d oses ex cessives, | es r adicaux | ibres d eviennent n éfastes et toxiques p our
I’organisme. L a su rproduction d es ces espéces o xygénées r €actives (EOR) a u-dela d es
capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au stress oxydant impliqué dans
I’apparition de plusieurs pathologies allant de I’ artériosclérose au cancer tout en passant par
les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus de vieillissement.

Ainsi n otre e xtrait p otentiellement a ntiradicalaire p ourrait € tre in téressant d ans la
prévention ou dans la réduction de I’incidence du cancer.

En e ffet, pl usieurs ¢ tudes ont m ontré que 1 es ¢ omposés a ntioxydants 1 nhibent d e
nombreux cancers (Cheng et al, 2001 ; Nishino et al, 2000).

Les pol yphénols c ontenus dans le thé vert réduiraient significativement e risque de
survenue de cancer de sein et de I’ovaire chez les sujets asiatiques (Zhang et al, 2002 ; Wu et
al, 2003).

Les aliments riches en antioxydants tels que les fruits et 1égumes réduisent le risque de
certains types de cancers (L.Reddy et al, 2003).

Les composés phénoliques p ourraient prévenir la survenue de cancer par leur action
antioxydante. Par ailleurs, ils peuvent empécher la carcinogenése en affectant les événements
moléculaires d ans 1e d éclenchement, 1a promotion et les étapes de la progression tumorale
(Yang et al, 2001).

Par c onséquent, 1 es ¢ omposés phé noliques a travers | eurs pr opriétés antioxydantes

joueraient un role important dans la prévention du cancer.
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1VV.4.2. Etude de I’effet antiprolifératif de I’extrait

L’extrait methanolique des fleurs d’Adenium obesum a provoqué une inhibition de 1a
prolifération cellulaire globale des glioblastomes U373. La concentration inhibitrice 50 pour
cent (ICs) était de 4,570 ug/ml.

Notre ex trait a montré u ne act ivité an tiproliférative sen siblement ég ale a cel led e
I’etoposide (ICso = 5,885 pg/ml), un anticancéreux de référence utilisé pour le traitement des
cancers mais trés largement inférieur a celle du paclitaxel (ICso = 0,017 pg/ml) utilisé dans le
traitement des cancers.

Ce résultat montre que 1’extrait a une activité antitumorale potentielle. En effet, le NCI
estime qu’un extrait ayant démontré une activité inhibitrice de croissance (IC so) inférieure a
30 pg/ml lors d’essais préliminaires de cytotoxicité peut étre considérée comme une source
potentielle de molécules cytotoxiques (Jhokadze et al, 2007).

Les anthocyanes et les cardenolides (stéroides cardiotoniques) qui ont été décelés dans
I’extrait posséderaient des propriétés antitumorales.

En effet, de nombreux travaux sur les anthocyanes ont montré un effet inhibiteur sur la
prolifération cellulaire de certaines lignées cancéreuses dont les cellules du cancer du colon et
les cellules du cancer gastrique (Kamei et al, 1998).

JDaie tal, 2009 ont dé montré une ffetc ytotoxique de s e xtraits contenant d es
anthocyanes ( ACEs)d ’'uneesp ¢ced ef ruitst résr iche en p igments an thocyaniques
(Blackberries) sur les cellules HT-29 (cancer colorectal), les cellules MCF-7 (cancer du sein)
et les cellules HL-60 (leucémies).

Les stéroides cardiotoniques ont été décrits comme des agents antitumoraux mais sans
succes v u l eur 1 ndice t hérapeutique trop faible ( Stenkwist B. ; 2001, McConkey DJ et al,
2000 ; Huang YT et al, 2004 ; Mijatovic T. et al, 2007).

D’autres ¢ tudes ont s uivi et o nta bouti a 1 ’identification d’ un no uveau s téroide
cardiotonique (la 2’’- oxovoruscharine) au sein d’une plante africaine (Calotropis procera).
Ensuite on lui a trouvé un analogue semi synthétique (cardenolide UNBS1450) présentant des
activités a ntitumorales su périeures au x au tres st éroides car diotoniques, m aisu ne
cardiotoxicité moindre (Van Quanquebeke E. et al, 2005).

En effet, ce nouveau cardenolide inhibe fortement la prolifération et la migration des

cellules de glioblastomes (Lefranc et al, 2006 ; 2008), de cancer du poumon non a petites
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cellules (Mijatovic T. et al, 2006 ; 2007) et de cancer réfractaire de prostate (Mijatovic T. et
al, 2008).

Les glioblastomes U373 représentent le grade ultime de malignité et sont caractérisés
par une p rolifération c ellulaire im portante, u ne migration diffuse et un taux im portant d e
néoangiogénése. | Isr estent incurables ¢ ar trésr ésistants au x m édicaments i nduisant
I’apoptose.

L’alternative de traitement p ossible est de limiter la prolifération et la migration des
cellules gliales tumorales migrantes.

Ainsi, la molécule UNBS 1450 a été découverte ; elle exerce une activité antitumorale in vitro
supérieur a celle du temozolomide médicament pro autophagique utilisé dans le traitement des
glioblastomes.

Elle inhibe fortement la prolifération et la migration des c ellules tu morales g liales.
Ainsi ce cardenolide UNBS 1450 peut étre utilisé¢ en deuxiéme ligne apres le temozolomide
ou en mé€me en association avec celui-ci dans le traitement des glioblastomes (Lefranc et al,
2008).

Par ailleurs, n otre e xtrait m ethanolique a vec s on e ffet antiprolifératif (1Csy = 4,570
pg/ml) sur les glioblastomes, exerce une inhibition de la prolifération et de la migration de ces
cellules tumorales U373.

Ainsi I’effet anti prolifératif de notre extrait sur les cellules U373 pourrait étre attribué

aux anthocyanes et/ou aux cardenolides décelés lors du screening phytochimique.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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V-1. CONCLUSION

La présente étude a p ermis la mise en évidence p ar des tests validés d es g roupes
chimiques, d e I’a ctivité a ntiproliférative s ur | es gl ioblastomes U 373 e tde 1 ’activité
antiradicalaire de 1’extrait methanolique des fleurs d’Adenium obesum (Apocynaceae).

L’étude pharmaco chimique de I’extrait a permis de mettre en évidence la présence des
composés chimiques du groupe des anthocyanes, des cardenolides en forte quantité, des tanins
en faible teneur et des traces de saponosides, de flavonoides et d’alcaloides.

L’extrait d e p lante a m ontré une a ctivité a ntiradicalaire. E n e ffet, I’ extrait p urifié
CH;O0H a produit une réduction vis-a-vis du radical DPPH.

La plante a un effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire globale des glioblastomes
U373.

Ces résultats suggerent un role important des anthocyanes et des cardenolides, mis en
¢vidence d ans | ’extrait de 1 a p lante d ans | ’activité antiproliférative et antiradicalaire de la
plante.

De ce f ait, 1 ’extrait methanolique d es f leurs d Adenium obesum pourrait & tre
intéressant dans la prévention et dans le traitement du cancer.

Des études complémentaires (isolement des principes actifs, toxicité) sont nécessaires

pour rendre ce travail utilisable dans le cadre de la mise au point d’ un phyt omedicament.
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V-2. PERSPECTIVES

Au terme de cette étude préliminaire, des investigations ultérieures devront tendre a :

- Réaliser d es essai s bio g uidés d e ’extrait a fin d ’identifier le o ules p rincipe ( s)

responsable(s) de I’activité antiproliférative.
- Effectuer le test antiprolifératif sur plusieurs autres lignées cellulaires cancéreuses.

- Déterminer le m écanisme de c ytotoxicité (cytotoxique ou c ytostatique) de I’ extrait

methanolique

- Vérifier la toxicité sur les cellules normales
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Préparation de quelques réactifs

Chlorure ferrique 1% (m/v)

100 mg de chlorure ferrique sont dissous dans 10 mL d’eau distillée.

Réactif de Dragendorff

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

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

Réactif de Meyer

1,335 g de chlorure de mercure I1 et 49,8 g d’ iodure de potassium sont dissous dans 20 m L

d’eau distillée. Le volume du mélange est porté a 1L avec de ’eau distillée.

Réactif de Shibatat

Acide chlorhydrique + Quelques (2-3) grains de tournure de magnésium.

Réactif de Kedde

1-2 mL.  de s olution alcoolique d” hydroxyde d e s odium ( NaOH) 2N + 3 -4 gout tes d’ une

solution alcoolique (1%) d’acide 3-5 dinitrobenzoique.
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RS’

Anthocyanidines: R3, R5, R6, R7, R3’, R4’, R5’= H, OH, OCH3
Anthocyanosides : - R3=H ou glycosyl
RS, R6, R7, R3’, R4’, R5’= H, OH, OCH3 ou glycosyl.

Figure 26 : Structure générale des anthocyanes

OH

Figure 27 : Structure générale des cardenolides
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Résumé

RESUME

Adenium obesum (Apocynacea) e st une pl ante or nementale r épandue dans 1 e monde. L a
présence de composés phénoliques et de cardenolides dans les fleurs nous a amené a étudier
les propriétés antiprolifératives et antiradicalaires de I’extrait des fleurs.

Une extraction par macération dans un mélange méthanol — acide chlorhydrique (99 : 1 v/v) a
¢été réalisée sur la poudre des fleurs. Ensuite une étude phytochimique a permis de confirmer
la présence d’anthocyanes, de cardenolides et de tanins en petite quantité dans 1’extrait.

Cet extrait methanolique obtenu, a montré un effet antiprolifératif sur les glioblastomes U373.
En e ffet, I’ extrait avecu ne IC 59 de 4,570 p g/ml 1 nduitune a ctivité antiproliférative
sensiblement égale a celle de I’etoposide et nettement moins actif que le paclitaxel.

Le test de réduction du radical DPPH a montré une activité antiradicalaire de 1’extrait avec
une ICsy de 40,83 pg/ml.

Par ai lleurs, u ne ch romatographie s ur co lonne a ét é r éalisé af in d ’isoler 1 es p olyphénols
contenus d ans 1’e xtrait, r esponsables d e c ette activité antiradicalaire. Ainsi | ’extrait p urifié
obtenu contenant les polyphénols (anthocyanes) a montré une réduction dose dé pendante du
DDPH avec une ICsy de 17,32 pg/ml.

Ces résultats suggerent que 1’extrait methanolique posséde un réel potentiel antiprolifératif et
antiradicalaire qui mérite d’€tre davantage exploreé.

Cette étude pourrait étre approfondie en réalisant des essais bio guidés de 1’extrait et aussi en

effectuant le test antiprolifératif sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses.
Mots-clés : Adenium obesum — cardenolides — anthocyanes — antiprolifératif — antiradicalaire
Auteur : KIHINDO Abdel Aziz

Email : kihindo@yahoo.fr
abdelkihindo@gmail.com
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