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Résumé:

En Afrique subsaharienne, les cancers féminins restent prédominants, notamment le cancer du sein qui est le plus répandu apres le
cancer du col de I'utérus qui est le plus meurtrier. A noter qu'auparavant, le monde féminin a pu vaincre de nombreuses maladies grace
ason contact régulier avec les plantes tinctoriales employées dans la teinture ou toute autre activité artisanale traditionnelle. L’objectif
de cette étude est d’évaluer in vitro, la toxicité des colorants extraits de cinq plantes tinctoriales traditionnellement utilisées par des
femmes artisanes, sur des souches de cellules cancéreuses du sein et de 'ovaire. La méthode utilisée est celle de la culture de cellules
souches en présence du bromure de 3-[4,5 diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium (MTT). Ce travail a révélé une forte
corrélation de 'activité antioxydante des especes étudiées en lien avec la teneur en phénols et en tannins totaux ; le plus fort pouvoir
antiradicalaire, 0,1323+0,00057 étant celui de Khaya senegalensis. L’extrait méthanolique de Tectona grandis, appliqué a une
concentration de 50 pg/mL, a induit une inhibition tres élevée, évaluée a 95,1+4,3 % sur les cellules MCF-7 et moyennement élevée
(51,8+7,3 %) sur les cellules IGROV. De méme, I'inhibition de la croissance cellulaire provoquée par Lawsonia inermis (48%) est
sensiblement identique sur les deux lignées cellulaires testées. En effet, la richesse de ces plantes en substances antiradicalaires
notamment en polyphénols et en dérivés quinoniques caractérisés dans les especes T. grandis et L. inermis, donne une forte possibilité
de purification de molécules actives contre les cellules cancéreuses testées.

Mots clés: cancer, cytotoxicité, colorants, activité antioxydante, activité artisanale.

Antioxidant activity and cytotoxicity of dyes extracted from five dye plants from Benin
against cancer cell lines MCF-7 and IGROV

Abstract :

In sub-Saharan Africa, female cancers remain predominant, in particular breast cancer which is the most widespread after cancer of
the cervix which is the deadliest. Previously, the female world was able to overcome many affections thanks to its regular contact with
the tinctorial plants used in dyeing or other traditional craft activity. The objective of this study is to evaluate in vitro the toxicity of
dyes extracted from five tinctorial plants traditionally used by craftswomen, on strains of breast and ovarian cancer cells. The method
used is that of stem cell culture in the presence of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). This work
revealed a strong correlation of the antioxidant activity of the species studied in relation to the phenols and total tannins content, the
strongest antiradical power, 0.1323+0.00057 being that of Khaya sengalensis. The methanolic extract of Tectona grandis applied at a
concentration of 50 pg/mlL, induced a very high inhibition, evaluated at 95.1#4.3% on the MCF-7 cells and moderately high
(51.8+£7.3%) on the IGROV cells. Similarly, the inhibition of cell growth caused by Lawsonia inermis (48%) is substantially identical on
the two cell lines tested. Indeed, the richness of these plants in antiradical substances such as polyphenols and quinone derivatives
characterized in the species T. grandis and L. inermis, gives a strong possibility of purification of molecules active against the cancer
cells tested.

Key words: cancer, cytotoxicity, dyes, antioxidant activity, artisanal activity.

Introduction

Autrefois considéré comme maladie des pays
riches, le cancer est en train de devenir un fléau
mondial avec en moyenne 18,1 millions de
nouveaux cas diagnostiqués en 2018 et pres de 9,6
millions de déces, d'apres les données
épidémiologiques les plus récentes (Ferlay et al.,
2019). Ce fléau atteint de plus en plus les
populations des pays a faible et moyen revenu. En
Afrique, il a été diagnostiqué prés de 1,049

millions soit 5,8 % de nouveaux cas en 2018 selon
la base de données GLOBO-CAN de I’Agence
Internationale de Recherche sur le cancer (IARC)
(Ferlay et al., 2019). Bien que la prévalence soit
encore généralement plus élevée dans les régions
plus développées, la mortalité est relativement
beaucoup plus élevée dans les pays moins
développés (Ferlay et al., 2015). En effet, dans les
pays d’Afrique subsaharienne, la faiblesse de
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I'offre thérapeutique en chirurgie, chimiothérapie
et en radiothérapie ainsi que la forte résistance des
cellules cancéreuses aux médicaments
cytotoxiques et antinéoplasiques, donnant des
résultats de traitement insatisfaisants, font que la
grande majorité des populations se replie sur des
solutions endogenes en exploitant la flore locale
pour faire face a ce fléau (Temidayo et al., 2016;
Singh and Settleman, 2010; Lugmani, 2005). Au
Bénin, les plantes utilisées comme remedes
anticancéreux sont encore moins documentées.
Certaines plantes ont été répertoriées aupres des
praticiens de la médecine traditionnelle mais les
informations sur elles sont dispersées. L’enquéte
ethnobotanique  effectuée  récemment par
Tohinnou (2019) dans les départements de
I'Ouémé et du Littoral, a révélé 112 especes
végétales et 206 recettes employées dans le
traitement des cancers de sein, de foie, de prostate
et de peau. En effet, les cancers féminins restent
prédominants, notamment le cancer du sein qui
est le plus répandu aprés le cancer du col de
"utérus qui reste le plus meurtrier dans les régions
d’Afrique subsaharienne (Ferlay et al., 2015 ;
2019). La prévalence hospitaliere observée au
CNHU-HKM de Cotonou entre 2003 et 2007 est de
34,6 % pour le cancer de sein et 12,2 % pour les
cancers gynécologiques (utérus, ovaire) loin
devant le cancer de la prostate 3,2 % et de la peau
2,0 % sur un total de 344 patients (Azon-Kouanou
et al., 2015).

Auparavant, les activités artisanales féminines,
principalement la teinturerie, contribuaient a la
protection des femmes contre les maladies
dangereuses, grace a leur contact régulier avec les
plantes tinctoriales employées, nonobstant que
dans certaines traditions, cette protection est
généralement attribuée a une divinité qui
protegerait le monde féminin et ses activités
(Fagbohoun et Vieillescazes, 2020 ; Varichon,
2005).

En effet, les plantes a usage principal de colorant
et tanin sont souvent polyvalents et comptent en
général quatre usages secondaires dont le plus
important est 'usage médicinal (Jansen et Cardon,
2005). Leurs principes actifs seraient souvent les
composés chimiques également responsables des
propriétés tinctoriales.

1. Matériel et Méthodes

1.1. Matériel végétal :

Les échantillons étudiés ont été récoltés en juin
2012 dans la région d’Ifangni, lors d"une enquéte
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Les analyses  phytochimiques  effectuées
précédemment sur les plantes tinctoriales ciblées
dans le cadre de cette étude, ont révélé que ces
espéces renfermaient des polyphénols notamment
des tanins, flavonoides, anthocyanes (Fagbohoun
et al., 2014). Ces composés possedent un large
éventail d’activités biologiques antibactériennes,
anti-cancérigéne, anti-inflammatoire liées a leur
caractére réducteur et a leur affinité pour les
protéines et les ions métalliques ainsi qu’ils
présentent des propriétés antioxydantes bien
établies en lien avec l'inhibition des stress
oxydants (Ozyilkan et al.,, 2005). En outre, les
travaux de laboratoire ont montré que les
composés phytochimiques ayant les propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires peuvent
inhiber l'initiation, la promotion et la progression
d'une tumeur (Sharma et al., 2009) et celles-ci sont
étayées par des études épidémiologiques
rapportant que les conditions inflammatoires ou
les stress oxydatifs sont fréquemment associées a
un risque accru de cancers (Schottenfeld et Beebe-
Dimmer, 2006, Coussens et Werb, 2002).

I y a donc une justification de plus en plus
convaincante que l'on pourrait trouver une
certaine compatibilité entre les propriétés des
groupes chimiques identifiés dans les plantes
étudiées, les diverses couleurs tirées de ces
plantes, et naturellement, leur effet thérapeutique
sur les artisans teinturiers qui les manipulent a
priori, et étendu a ceux qui portent ces tissus teints
aux colorants naturels.

C’est dans ce contexte que le présent travail porte
sur les plantes tinctoriales Tectona grandis,
Indigofera  tinctoria,  Philenoptera  cyanescens,
Lawsonia inermis, Khaya senegalensis les plus
utilisées par les artisans teinturiers au sud Bénin
(Fagbohoun et al., 2014), dans le but de tester leur
potentielle activité antioxydante ainsi que leur
effet antiprolifératif in vitro sur les cellules des
cancers du sein et de 'ovaire. En effet, cette étude
vise a caractériser quantitativement et
qualitativement les colorants polyphénoliques
totaux extraits de ces plantes, afin d’évaluer leur
pouvoir antiradicalaire et leur potentiel
cytotoxique contre la croissance des cellules
cancéreuses mammaires MCF-7 et celles de
'ovaire IGROV.

ethnobotanique sur les plantes tinctoriales du sud
Bénin. IIs ont été identifiés sur le terrain en
exploitant Arbonnier (2002) et la Flore analytique



du Bénin (Akoegninou et al., 2006) puis confirmés
a I'herbier national du Bénin. 1l s’agit des feuilles
de T. grandis, de L. inermis, de P. cyanescens, des
tiges feuillées de I. tinctoria et des écorces de K.
senegalensis. Ils ont été séchés a I'abri du soleil, a

température de laboratoire pendant deux
semaines, moulus puis stockés dans des récipients
hermétiques.
1.2. Principaux solvants, réactifs et standards
commerciaux utilisés
Tous les produits chimiques utilisés ont été
achetés en France. Il s’agit de : Méthanol 99,9%
(VWR) ; Kit réactif de Folin-Ciocalteu (Isitec Labo)
; 2-aminoéthyldiphénylborate (Sigma-Aldrich) ;
Bovine Serum Albumine /BSA > 96% (Aldrich) ;
Triéthanolamine /TEA 98% (Alfa Aesar) Sodium
DodecylSulphate/ SDS = 99% (Aldrich) ; 1,1-
diphényl-2- picrylhydrazile / DPPH 90%
(Aldrich) ; Acide chlorhydrique (AcrosOrganics) ;
Acide trichloroacétique /TCA 99,5% (Aldrich);
Bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium / MTT (Aldrich) ; Acétate de
sodium (Carlo Erba) ; Chlorure ferrique FeCl3
(Aldrich) ; ferricyanure de potassium 99%
(Aldrich) ; Trolox 97% (AcrosOrganics) ; Acide
gallique 99% (Alfa Aesar) ; Quercétine > 95%
(Aldrich) ; Cyanidine-3-glucoside > 98% (Aldrich)
; Acide tannique > 90% (Extrasynthese) ; Chlorure
de malvidine 95% (Extrasynthese).
1.3. Lignées cellulaires
Pour cette étude, deux lignées cellulaires de
cancer humain ont été utilisées dont les cellules
mammaires cancéreuses MCF-7 (HTB-22, ATCC)
et la lignée cellulaire de carcinome ovarien
humain IGROV (SCC203 / IGROV-1, Aldrich).
Toutes ces cellules ont été procurées par le
laboratoire des interactions moléculaires et
réactivitt chimique et photochimique de
I"Université Paul-Sabatier de Toulouse.
1.4. Préparation des extraits
Six grammes (6 g) de poudre de chaque matériel
végétal ont été extraits aux ultrasons avec 150 mL
de méthanol absolu, pendant 30 min, au moyen
d’'un sonificateur SOLEX 180 (R.E.U.S., Contes,
France) (25 kHz, 120 W). Le prototype utilisé, est
composé d'un réservoir inoxydable dune

capacité de 0,8 L et d’'une sonde ultrasonique de
13 cm de diametre. L'intensité acoustique
électrique dissipée par cette sonde est de 0,905
W.cm2 calculée par la formule I= P/mr2 ot r est le
rayon de la sonde, et P sa puissance d'entrée.
L'extrait obtenu est ensuite filtré puis évaporé a
sec. Chaque opération est répétée trois fois. Le
rendement (Rdt en %) correspondant a chaque
matrice végétale a été déterminé.

Masse d’extrait sec x 100
Rdt

" Masse de matériel végétal

1.5. Détermination de la teneur en composés
phénoliques d’extraits totaux
1.5.1. Teneur en phénols totaux (TPT)
Les polyphénols totaux de chaque extrait ont été
dosés via le kit pré-fait en référence a la méthode
utilisée par Singleton et Rossi (1965), reprise par
Yizhong et al. (2004).
On prépare séparément dans des tubes a
hémolyse des solutions constituées de blanc
réactif, d’étalon (acide gallique) et d’échantillon a
doser.
-A 20 pL d’eau distillée, on ajoute 2 mL du
chromogene constitué du réactif de Folin-
Ciocalteu : c’est le blanc réactif.
-A 20 pL d’étalon (acide gallique 3 g/L), on ajoute
2 mL de chromogene : c’est la solution étalon.
-A 20 pL de chaque échantillon (extrait végétal
méthanolique a 0,005 g/mL), on ajoute 2 mL du
chromogene : c’est I'échantillon.
Chaque solution est agitée a 'aide d'un vortex
puis apres 1 minute de repos, on compléte a
chaque solution 1 mL du tampon carbonate de
sodium et on agite une seconde fois au vortex.
Apres 30 min d’incubation a température
ambiante, I"absorbance des solutions
d’échantillon et celle de I’étalon sont mesurées par
spectrophotométrie (Biochrom-libra S6) a 720 nm
par rapport a la solution d'eau distillée
représentant le blanc réactif. Chaque expérience
est répétée trois fois au niveau des échantillons.
Les résultats sont exprimés en équivalent d’acide
gallique (mg EAG/g d’échantillon) aprés une
premiere transformation utilisant I'expression :

[(Abs.échantillon -blanc réactif) / (Abs.Standard -blanc réactif)] x 3 = g/L d'acide gallique.

1.5.2. Teneur en flavonoides totaux (TFT)

La méthode décrite par Hariri et al. (1991),
utilisant le 2-aminoéthyl diphénylborate a été
exploitée pour la détermination de la teneur en
flavonoides totaux de chaque extrait.
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On dispose pour ce dosage d'une solution mere
d’étalon (quercétine 0,1 mg/mL) a partir de
laquelle on réalise des dilutions successives (0,001
a 003 mg/mL) et d'une solution de chaque
échantillon a doser, préparées a partir du MeOH
80%.



A 2 mL de la solution d’extrait ou d’échantillon,
on ajoute 100 pL du réactif de NEU 1% (2-
aminoethyl diphényl borate). Apres agitation au
vortex, 1’absorbance est mesurée a 404 nm au
spectrophotometre par rapport au blanc MeOH
80% (2,10 mL). Chaque expérience est répétée trois
fois. L’étalonnage est réalisé a partir de la
quercétine utilisée comme standard a différentes
concentrations (0,001 a 0,03 mg/mL). Les résultats
sont exprimés en équivalent quercétine (mg
EQ/g) apres transformation dérivant de la
formule :

F = [(CEq x Absext/Absq)/ Cext] x 100.

CEq : Concentration de quercétine équivalente a
I'extrait a une absorbance donnée de I'extrait sur
la courbe d'étalonnage ;
Absext : Absorbance de l'extrait ;
Absq : Absorbance de quercétine ;
Cext : Concentration de l'extrait en matériel
végétal.

1.5.3. Teneur en anthocyanes totaux (TAT)

Anthocyanes totaux (mg Ecyd — 3 — glu /g d'échantillon) =

Oou

Le dosage des anthocyanes monomeres totaux a
été effectué par la méthode actualisée par Lee et
al. (2005) a travers une collaboration scientifique
internationale.
On prépare pour ce dosage des solutions tampon
KClI pH 1,0 (0,025 M), tampon acétate de sodium
pH 4,5 (0,4 M), d’étalon (cyanidine-3-glucoside :
0,05 a 0,5 mg /mL) et des solutions d’échantillon
a doser.
Dans un tube a hémolyse contenant 100 pL de la
solution d’étalon ou d’échantillon a doser, on
ajoute 2 mL du tampon KCI pH1 et dans un autre
contenant 100 pL de la méme solution on ajoute 2
mL du tampon CH3;CO:Na pH 4,5. Apres
agitation, chaque tube est laissé a température
ambiante pendant 20 min et l'absorbance de
chaque dilution est lue a 520 et 700 nm
respectivement par rapport a un blanc constitué
d’eau distillée (2,10 mL). Chaque expérience est
répétée trois fois. La teneur en anthocyanes totaux
est donnée en équivalent gramme de cyanidine-3-
glucoside (mg ECyd-3-glu/g) d’échantillon. Elle
est calculée selon la formule suivante :
AxMxFxVx1000

exdxQ

A = absordance A = (AA520 — AA700 nm)pH1,0 — (AA520 — AA700 nm)pH4,5.

M = masse molaire de I'anthocyane prédominant
dans I'échantillon (449,2 g/mol)

F = facteur de dilution ; V = volume de I'extrait en
L ; d =largeur de la cuvette en cm

e = coefficient d’absorption molaire de cyanidine-
3-glucoside (26 900 L/cmxmol) ;

Q = quantité d'extrait sec ou de poudre seche en
gramme (g).

1.5.4. Teneur en tanins totaux (TTT)

La méthode basée sur la formation du complexe
protéine-tanins décrite par Hagerman et Butler
(1978), a été utilisée avec quelques modifications.
On prépare préalablement une solution tampon A
en dissolvant 9,8 g de NaCl dans 800 mL d'eau
distillée, on ajoute 11,5 mL d'acide acétique glacial
et on ajuste le pH a 4,9 avec une solution de NaOH
jusqu'a 1 L; et une solution tampon B constituée
d'une solution mixte (& 1% de SDS et 5% de TEA
v/v) a pH 9,4 ajusté avec du HCL

Un millilitre (1 mL) d'extrait a été ajouté a 2 mL de
solution de BSA a 1mg/mL préparée a partir de la
solution tampon A. Le mélange est homogénéisé
puis incubé a 4 °C pendant 24 h. Il est ensuite
centrifugé a 1500 RPM pendant 15 min et le
surnageant décante. Le précipité est dissous dans
5 mL de la solution tampon B. Un millilitre (1 mL)
de FeCls acide (10 nM de FeCls préparé a partir de
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HCl 0,01IN) est ajouté puis le mélange est
immédiatement homogénéisé au vortex et laissé
au repos a température ambiante pendant 10 min.
L'absorbance due aux tanins présents dans le
précipité est mesurée par spectrophotométrie a
510 nm contre un blanc ot l'extrait est remplacé
par le méthanol. La quantité de tanins dans
chaque extrait est calculée en utilisant la courbe
d'étalonnage issue du controle positif mené dans
les mémes conditions opératoires par une solution
méthanolique d'acide tannique a différentes
concentrations (0,025 a 0,5 mg/mL). Elle est
exprimée en mg. L-1 Equivalent acide tannique
(EAT) a partir de la formule :

[2 x (Abs - Intersection) x F / pente]

Abs =0,9903q - 0,0157 ;

q : quantité de tannins dans chaque extrait ;

F : facteur de dilution.
1.6. Détermination de l'activité antioxydante des

colorants extraits

L’activité antioxydante (AA) des plantes étudiées
est traduite par I'évaluation du pouvoir
antiradicalaire par piégeage des radicaux libres de
DPHH? ainsi que celle du pouvoir réducteur du
fer (Fe3*) des différents extraits appliqués.



1.6.1. Mesure du Pouvoir antiradicalaire par
piégeage des radicaux libres de DPPH

Le pouvoir antiradicalaire (ARP) de chaque extrait
a été déterminé par la méthode de réduction du
radical DPPH?®, utilisée par Blois (1958).

Ainsi, 6x104 M de la solution stock de DPPH a été
préparée par dissolution de 24,9 mg de DPPH
dans 100 mL de méthanol. Par prélevement de 10
mL de cette derniére solution, on prépare 100 mL
de la solution test 6x10-> M. Dans des tubes a
hémolyse, on introduit 50 pL de la solution
méthanolique d'extrait a tester, on ajoute 2 mL de
solution du DPPH 6x10M. Apres agitation a
l'aide d'un vortex, les tubes sont placés a
I'obscurité, a température ambiante pendant 30
minutes. Pour chaque concentration de l'extrait, le
test est répété 3 fois. La lecture est effectuée par la
mesure de l'absorbance a 517 nm au
spectrophotometre. On réalise un blanc constitué
de 2,05 mL de méthanol. Le contrdle test est
constitué de 2 mL de la solution de DPPH
additionnée de 50uL de méthanol. L’activité
antioxydante, qui exprime la capacité des
composés extraits de piéger le radical libre est
estimée par le pourcentage de décoloration du
DPPH® en solution dans le méthanol selon la
formule :

% AA= [(Abscontrol - Abstest) / Abscontrol] x 100.

Elle a été transformée en ARP =1/ ECsp; avec ECsp

la concentration efficace de I’échantillon, exigée

pour donner une diminution de 50 % de

I’absorbance de la solution controle, constituée de

méthanol et DPPH. Les valeurs ARP ont été

calculées par les régressions linéaires des trois
essais par l'activité antioxydante.

1.6.2. Mesure du Pouvoir réducteur du fer (Test
FRAP Ferric Reducing Antioxydant
Power)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3*) dans les extraits

méthanoliques des plantes a été évalué en

utilisant la méthode FRAP suivant le protocole

décrit par Oyaizu (1986).

Un millilitre (1 mL) de l'extrait méthanolique a

différentes concentrations (0,5 ; 1,0 et 2,0 mg/mL)

est mélangé avec 1,25 mL d’une solution tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1,25 mL d'une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)e

a 1%. L'ensemble est homogénéisé au vortex puis

incubé au bain-marie a 50 °C pendant 20 min ;

ensuite, 1,25 mL d’acide trichloroacétique (TCA) a

10% sont ajoutés pour arréter la réaction et les

tubes sont centrifugés au 3000 rpm pendant 10

min. 1,0 mL du surnageant est combiné avec 1,0

Fagbohoun L. et al, Revue RAMReS - Série Pharm. Méd. Trad. Afr., 2022 ; 21(1) : 66-77.

70

ISSN 2630-1296

mL d’eau distillée et 200 pL. d’une solution
aqueuse de FeCls a 0,1%. L’absorbance du milieu
réactionnel est lue & 700 nm au spectrophotometre
contre un blanc semblablement préparé en
remplacant I'extrait par le méthanol. Le trolox est
I'antioxydant standard utilisé pour le controle
positif et son absorbance a été mesurée dans les
mémes conditions que les échantillons. Son
étalonnage a été effectué entre 20 et 120 ng/mL.
Le pourcentage de réduction de l'échantillon par
rapport au standard trolox a été calculé selon la
formule :

(%) du pouvoir réducteur = [1-(1- Ae/As)] x100.

As absorbance du standard pour la

concentration maximale testée et

Ae absorbance de l’échantillon a une

concentration donnée.
1.7. Cytotoxicité des extraits sur les cellules

cancéreuses MCF-7 et IGROV

Le test de cytotoxicité a été effectué sur la lignée
de cellules mammaires cancéreuses humaines
(MCE-7) et la lignée cellulaire de cancer del’ovaire
IGROV, selon la méthode décrite par Daycem et
al., (2013). Ce test se traduit par 1'évaluation des
effets de chaque extrait de plantes étudiées sur la
croissance cellulaire. Les cellules sont dénombrées
dans des flasques de culture puis ensemencées
dans une plaque de 96 puits a raison de 2,5.103
cellules par puits. Les plaques sont mises dans
I'incubateur durant 24 h a 37 °C, dans une
atmosphere a 5% de COx. Le 2¢me jour, les extraits
sont ajoutés au milieu, & concentration de 50
mg/L, puis les plaques sont mises a incuber
pendant 72 heures. Ensuite, les cellules sont
traitées avec 100 pL d'une solution de MTT (0,2
mg/mL dans le PBS) a 37°C pendant 2 h. Le
produit de réduction du MTT obtenu, est
solubilis¢é dans 50 pL d'isopropanol afin de
favoriser la lecture au spectrophotometre de
I'absorbance du formazan a 540 nm. Les
expériences ont été répétées trois fois contre un
blanc sans extrait, analysé dans les mémes
conditions. Les effets cytotoxiques des extraits ont
été évalués en pourcentage d'inhibition de la
croissance cellulaire suivant I'expression :

__ (Abs.témoin—Abs.extrait) x 100
- Abs.temoin

Rdt

Abs.témoin étant l'absorbance lue au niveau des

puits de cellulles sans extrait.

1.8. Analyses des données et corrélation activité
antioxydante et teneur en polyphénols
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Les données ont été traitées avec le logiciel Excel
et exprimées sous forme de moyennes + écarts-
types des mesures apres trois répétitions. Les
valeurs issues des différents dosages de composés
polyphénoliques ont été mises en relation avec
l'activité antioxydante a travers I'usage du logiciel

2.Résultats et discussion
2.1. Rendement d’extraction et teneur en phénols,
en flavonoides, en tanins et en anthocyanes
totaux
Les résultats d’extraction aux ultrasons, des
colorants des plantes tinctoriales échantillonnées,
ont révélé que le meilleur rendement 26,06 + 0,84
% est issu de T. grandis suivi de K. senegalensis
17,82+ 0,71%, de P. cyanescens 14,02 £ 0,83 % et de
I. tinctoria 11,19 £ 0,43 %. Le plus faible rendement
9,83 £0,21 % est provenu de L. inermis, en dépit de
sa richesse en grands groupes chimiques
comparée a K. senegalensis, P. cyanescens et I
tinctoria. En effet, le screening phytochimique
effectué précédemment sur ces especes, ont
montré que L. inermis renferme en plus des tanins,
flavonoides et leucoanthocyanes, des dérivés

A
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mathématique R version 2.15.2. Une Analyse en
Composante Principale (ACP) a été effectuée dans
le but d'établir la corrélation entre les différentes
familles de composés dosées dans les plantes
d'une part et entre ces composés et l'activité
antioxydante d'autre part.

quinoniques, terpénes, stéroides, mucilages,
coumarines et composés réducteurs ; tandis que T.
grandis contient de plus, des alcaloides,

saponosides, et cardénolides (Fagbohoun et al.,
2014). Le plus fort rendement en colorants extraits
de cette derniere dénote de sa richesse en grands
groupes de famille chimique. Ce résultat reléve
non seulement une variabilité en termes de
richesse en groupes chimiques mais aussi en
teneur de composés chimiques présents dans ces
plantes, les plus polaires étant les plus extraits par
le solvant méthanol utilisé.

L’évaluation des teneurs en polyphénols,
flavonoides, tanins, et anthocyanes ainsi que les
rendements en extrait des espéces étudiées sont
présentées dans le tableau I.

Tableau I : Rendement et teneur en phénols, en flavonoides, en tanins et anthocyanes totaux

Espeéce Rendement TPT TFT TTT TAT
(%) (mg EAG/g)  (mg EQ/g) (ng.LEAT)  (mgECyd-3-glu/g)
T. grandis 26,06+0,84  307,08+856 1049+0,84  39253+1,16 7,14 +0,58
L. inermis 9,83 0,21 197,97 + 6,47  47,86+0,72  1330,3 +32,49 nd
K. senegalensis ~ 17,81+0,71  42759+4,05 6,76 +1,47  1281,83+12,12 nd
1. tinctoria 11,19 + 0,43 3533+1,55  17,88+2,38 519,09 +31,95 3,55 + 0,19
P. cyanescens 14,02 + 0,83 43,18+2,83  31,18+1,24 434,27 +22,24 nd

EAG : Equivalent Acide Gallique; EQ : Equivalent Quercétine; EAT: Equivalent Acide Tanique; ECyd-3-glu:
Equivalent Cyanidine-3-glycoside TPT: Teneur en phénols totaux; TFT : Teneur en flavonoides totaux ; TTT :
Teneur en tanins totaux ; TAT : Teneur en anthocyanes totaux.

L’estimation des phénols totaux a mis en évidence
que les extraits les plus riches en composés
phénoliques sont ceux de K. senegalensis, T. grandis
et L. inermis avec respectivement une teneur de
427,59+4,05 ; 307,08£8,56 et 197,97+6,47 mg
EAG/g; approximativement 3 a 12 fois plus élevée
que celle des extraits méthanoliques de P.
cyanescens et I. tinctoria.

La teneur en flavonoides totaux 104,9+0,84
mgEQ/g a été également élevée au niveau des
colorants extraits de T. grandis, puis s'en suivent
47,86+0,72 et 31,18+1,24 mgEQ/g enregistrées
respectivement au niveau de L. inermis et P.
cyanescens. Les extraits issus de I. tinctoria ont
présenté une teneur en flavonoides totaux
moyennement faible de 17,88 + 2,38 mgEQ/g). La
teneur la plus basse en flavonoides totaux a été
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obtenue au niveau des écorces de K. senegalensis
(6,756+ 1,47 mgEQ/ g).

Le dosage des tanins totaux a révélé que les
feuilles de L. inermis contiennent plus de tannins
avec une teneur évaluée a 1330,3 + 32,49 mg.L-
1EAT, suivies de prés par les écorces de K
senegalensis (1281,83+ 12,12 mg.L-'EAT).

La plus faible teneur en tannins totaux a été
enregistrée au niveau de T. grandis (392,53+ 1,16
mg.L1EAT). Il ressort de ces résultats, deux
groupes d'espéces tannantes. Le premier groupe
d'especes riches en tannins est constitué des
écorces de K. senegalensis et des feuilles de L.
inermis dont les teneurs en tannins font environ
deux a trois fois celles du second groupe constitué
des feuilles de T. grandis, P. cyanescens et I
tinctoria.



Parmi les cinq plantes étudiées, seules T. grandis et
L. tinctoria ont pu exprimer respectivement une
teneur en anthocyanes totaux de 7,14 + 0,53 et 3,55
t 0,019 mgECyd-3-glu/g. Ce résultat complete
celui du criblage phytochimique qui a relevé
I'absence de cette famille de composés chimiques
au niveau de L. inermis, K. senegalensis et P.
cyanescens (Fagbohoun et al., 2014). Par contre,
bien qu'ayant présenté la teneur la plus élevée en
anthocyanes, les feuilles de T. grandis caractérisées
par criblage phytochimique, n'ont pu révéler la

présence d'anthocyanes. Ce résultat serait lié au
seuil de détection des substances caractérisée par
des tests qualitatifs. En effet, les travaux menés
par Onzo et al. (2014) ont montré que cette espece
contient d’anthocyanes.

2.2. Activités antioxydantes des extraits
L'activité antioxydante des extraits, exprimée en
ARP dérivé d’'une relation proportionnelle a la
concentration efficace EC50 (ARP =1/ EC50), est
consignée dans le tableau II :

Tableau II : ECsp et ARP d'extraits de plantes et du standard trolox testés

Standard et extraits testés Equation et R? EC 5o (ug/mL) ARP

Trolox y =-0,0464x + 0,6592 718 £0,41 0,139 + 0,0079
R2=0,99

T. grandis y =-0,0158x + 0,6734 18,65 = 0,05 0,0533 £ 0,00035
R2=0,98

L. inermis y =-0,0187x + 0,7259 18,56 + 0,023 0,0538 + 5,77E-05
R2=0,95

K. senegalensis y =-0,0386x + 0,6696 7,53 +£0,02 0,1323 + 0,00057
R2=0,98

L tinctoria y =-0,102In(x) + 1,0777 962 £ 0,152 0,00103 + 5,77E-06
R2=0,97

P. cyanescens y =-0,0016x + 0,6857 192,07 +£0,113 0,0052 + 0,00

R2=0,98

R? : Coefficient de détermination des régressions induites par les échantillons testés

Le test au DPPHe a révélé que I'ARP de K
senegalensis est approximativement identique a
celui du témoin trolox ; il est deux fois supérieur a
celui développé par chacun des extraits provenant
de T. grandis, et de L. inermis. Comparé au trolox,
les pouvoirs antiradicalaires de P. cyanescens et 1.
tinctoria sont trés faibles et par conséquent leur
activité antioxydante. Il ressort de ces résultats
trois groupes d'especes botaniques d'activité
antioxydante variable. Le premier groupe
constitué principalement de K. senegalensis
développe un fort pouvoir antioxydant a peu pres
identique a celui du trolox; le second groupe doté
d'un potentiel antioxydant modéré est constitué
d'extraits de T. grandis, de L. inermis. Le dernier
groupe constitué de P. cyanescens et I. tinctoria est
celui d'espéces présentant un faible pouvoir
antioxydant.

Le pouvoir réducteur des extraits de plantes testés
par la méthode FRAP (figure 1) est dose
dépendante. Trois concentrations successives
d'extraits ont été évaluées (0,5 ; 1,0 et 2,0 mg/mL)
par rapport au trolox étalonné entre 20-120
pg/mL dont résulte I'équation :
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y =0,021x - 0,3947 et R2 = 0,99.

Les résultats du test FRAP ont montré qu'au
niveau de chaque espéce, la réduction du Fe (3+)
en Fe (2+) est plus importante au fur et a mesure
que l'on augmente la concentration en extrait. De
méme, pour des concentrations identiques
appliquées, le pouvoir réducteur des extraits
testés varie en fonction des especes ; la plus forte
concentration induisant le plus fort pouvoir
réducteur 15,73 + 0,014 % obtenu au niveau de K.
senegalensis. Les plus faibles pouvoirs réducteurs
ont été obtenus au niveau des especes P.
cyanescens et I. tinctoria. Ce test a confirmé, pour
I'essentiel, des résultats des tests conduits au
DPPH.

Les données issues des différents dosages de
composés polyphénoliques ont été mises en
relation avec l'activité antioxydante a travers une
analyse en composante principale (ACP), dans
I'intérét de corréler les différents groupes de
composés dosés, entre eux d'une part (figure 2) et
entre ces composés et l'activités antioxydantes
d’autre part (tableau III).
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Figure 1: Test FRAP traduisant le pouvoir réducteur dose-dépendante des extraits testés
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Figure 2 : Graphique d’observation et des variables de I’analyse en composantes principales basée sur
la teneur en composés polyphénols et le pouvoir antiradicalaire des extraits testés.

Tableau III : Matrice de corrélations entre les différents composés polyphénoliques dosés et I’ ARP, avec
le coefficient de corrélation de Pearson

TPT TFT TAT TTT ARP
TPT 1 0,02 0,13 0,59 0,96
TFT 0,02 1 0,82 -0,49 -0,22
TAT 0,13 0,82 1 -0,58 -0,14
TTT 0,59 -0,49 -0,58 1 0,74
ARP 0,96 -0,22 -0,14 0,74 1

Il ressort de I’ACP que I'ARP est fort positivement  les extraits de plantes dosés ; tandis que les
corrélé avec la teneur en phénols totaux ainsi teneurs en phénols et en tannins totaux sont
qu'avec la teneur en tannins totaux présents dans moyennement corrélées. De méme, les teneurs en
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anthocyanes et en flavonoides totaux sont
positivement corrélées entre elles mais
négativement corrélées avec les teneurs en
phénols et en tanins totaux ainsi qu'avec ' ARP.
En effet, la forte corrélation (R2 = 0,96) entre I' ARP
et les teneurs en phénols totaux ont démontré que
l'activité antioxydante des extraits testés est
fortement liée a la teneur en composés
phénoliques présents dans ces plantes. De méme,
le pouvoir antiradicalaire des extraits de plantes
testés est déterminé par la teneur en tannins
totaux contenus dans ces plantes avec un
coefficient de corrélation R2 = 0,74. Par contre, les
quatre familles de composés chimiques dosées,
sont tres peu corrélées entre elles, a part les
teneurs en tanins et en phénols totaux (R? = 0,59)
et les teneurs en flavonoides et en anthocyanes
totaux (R2 = 0,82).

Il existe une grande variabilité en teneur de
polyphénols contenus dans chaque échantillon
testé ; certains extraits sont plus riches en tannins
alors que d'autres sont riches en flavonoides et
pauvres en tannins.... Malgré, cette disparité de
répartition en composés phénoliques présents
dans les extraits de plantes testés, il apparait clair

d'apres I'ACP que l'activité antioxydante de ces
plantes est due a la teneur en composés
phénoliques totaux qu'elles contiennent et plus
loin & leur teneur en tanins totaux. Par ailleurs, il
a été démontré que les molécules antioxydantes
telles que l'acide ascorbique, trolox, tocophérol,
flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le
DPPH en raison de leur capacité a céder
I'hydrogéne (BoZovi‘c et Ragno, 2017).
2.3. Cytotoxicité des extraits contre
cancéreuses MCF-7 et IGROV
Le potentiel anticancéreux des extraits bruts
appliqués a une concentration de 50 pg/mL sur
les cellules MCF-7 et IGROV, a montré une
variation du pourcentage d'inhibition en fonction
des especes testées. Hormis 1. tinctoria, tous les
échantillons possédent une toxicité non
négligeable sur l'une ou lautre des lignées
cellulaires testées (tableau IV).
Le pourcentage d'inhibition le plus élevé est issu
de l'espece T. grandis. En effet, son extrait brut
méthanolique a induit une inhibition de 95,1 +
43% sur la lignée cellulaire MCF-7 et une
inhibition moyenne (51,8 £7,3%) sur la croissance
de la lignée IGROV.

les

Tableau IV : Pourcentage d'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses MCF-7 et IGROV

% inhibition

Especes

MCEF-7 IGROV

T. grandis 95,1+4,3 51,8+7,3

L. inermis 485+3,9 475+9,3

K. senegalensis 270+6,7 54,4 +0,2

L tinctoria nd 134+2,1

P. cyanescens 472 +14 nd

Ce résultat avoisine celui de l'extrait hexanique extraits ciblent spécifiquement des lignées

des feuilles de teck (54%), sur les cellules
embryonnaires du fibroblaste (CEF), trouvé par
Mahesh et Jayakumaran (2010) alors que l'extrait
chloroformique des écorces, testé sur les cellules
embryonnaires du rein humain (HEK 293) a fourni
un résultat (95,3%) similaire a celui de l'extrait
MeOH, bien que les organes exploités de la plante
soient différents. L’inhibition de la croissance
cellulaire induite par L. inermis (48%) est
sensiblement identique sur les deux lignées
cellulaires testées. Cette inhibition est proche de
celle issue des travaux d’Endrini et al., (2002) sur
L. inermis qui a induit une inhibition de 50 % des
cellules MCF-7 a une dose 24,85 pg mL-, si I'on
considere la population 105 de cellules testées,
sans compter avec la cinétique de la dose-effet.
Ces résultats ont indiqué également que certains
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cellulaires induisant leur destruction. En effet, les
colorants extraits de K. senegalensis ont engendré
un potentiel inhibiteur évalué & 54,4 +0,2 % sur les
cellules IGROV tandis que celui de P. cyanescens
est de 47,2 + 1,4 % sur les cellules MCF-7 a la dose
testée. L'écart plus ou moins important du
pourcentage d'inhibition relevé entre les cellules
MCF-7 et IGROV serait lié a la sensibilité
différentielle des deux lignées face aux composés
ou groupes de composés contenus dans les
extraits testés ainsi qu’a leur teneur.

Il ressort que les plantes a indigo P. cyanescens et I.
tinctoria, dont les extraits méthanoliques ont
présenté les teneurs en phénols totaux et les
activités antioxydantes les plus faibles sont
également celles qui ont produit la plus basse
activité cytotoxique. Toutefois, les études



effectuées par Paitoon et al., (2007) ont montré que
I'indirubine, I'une des marqueurs de coloration
des plantes a indigo, purifiée de 1. tinctoria, a été
active sur les cellules MCF-7 avec un potentiel
d’inhibition de 42 % a concentration de 30 mM.
Par-dela, de nombreux dérivés d’indirubine de
synthétise, dont la 5-chloro-indirubine, la 3'-
monoxime-indirubine..., ont donné des
propriétés pharmacologiques trés intéressantes
contre les cellules cancéreuses (Damiens et al.,
2001).

Par ailleurs, ce travail a montré que l'activité
antioxydante est fortement corrélée avec la teneur
en phénols totaux et en tanins totaux, mettant en
avant K. senegalensis suivie de T. grandis et L.
inermis. En effet, de nombreux travaux ont
démontré que les polyphénols ont la particularité
d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant
comme donneur de proton et accepteur de
radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme
d’auto-oxydation (Debra et al., 2001 ; Bohm et al,,
1998). Les composés contenant une structure
ortho-trihydroxylée, comme les gallotanins et les
proanthocyanidines galloylées montrent une forte
activité contre les anions superoxydes(O2-)
(Ursini et al., 2001). Il a aussi été démontré que les
gallocatéchines ont la propriété de neutraliser les
radicaux OHeet HOOe* grace a leur potentiel
redox bas. On leur attribue également, des
propriétés bénéfiques dans le traitement des
maladies du coeur et des cancers (Bohm et al., 1998
; Vinson et al., 1995) ou encore des activités
antitumorales et chimio-préventives (Lacaille-

Conclusion
L'é¢tude quantitative des extraits bruts
méthanoliques de T. grandis, L. inermis, K.

senegalensis, 1. tinctoria, et P. cyanescens au moyen
des dosages spectrophotométriques ont permis de
déterminer leur teneur en polyphénols
(flavonoides, anthocyanes et tannins totaux). Les
résultats obtenus ont permis de démontrer que
l'activité antioxydante de l'extrait méthanolique
de ces plantes est liée a la teneur en phénols totaux
notamment en tanins, qu'elles renferment et que
les especes testées peuvent étre désignées comme
les plus intéressantes en termes de capacité
antioxydante, suivant I'ordre :

K. senegalensis > T. grandis = L. inermis > P.
cyanescens > I. tinctoria.
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Dubois et Wagner, 1996). La taille des
proanthocyanidines polymériques joue aussi un
role important. Les dimeéres et trimeéres ont une
activité antioxydante plus forte que les oligomeres
de taille supérieure (Ursini et al., 2001). Ceci
expliquerait, dans une certaine mesure, le fait que
L. inermis présente un pouvoir antiradicalaire
inférieur a celui de K. senegalensis (riche en tanins
condensés) bien que cette espece ait fourni la plus
forte teneur en tanins.

A contrario, K. senegalensis a présenté une
cytotoxicité faible sur les cellules cancéreuses
étudiées, comparée a T. grandis et L. inermis. Bien
que les composés phytochimiques ayant des
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
peuvent inhiber l'initiation et la progression d'une
tumeur (Sharma et al., 2009), I'activité cytotoxique
des extraits ne pourrait étre attribuée aux seuls
composés phénoliques dans le cadre de cette
étude. En effet, hormis les polyphénols, T. grandis
et L. inermis renferment des dérivés quinoniques
(Fagbohoun et al., 2014). De nombreux travaux
(Guerra et al., 2001 ; Khan et Mlungwana, 1999)
ont rapporté que les anthraquinones comme le
lapachol et ses dérivés, notamment le b5-
hydroxylapachol constituent les principaux
composés cytotoxiques isolés de T. grandis. De
méme, les propriétés pharmacologiques de L.
inermis  ont été  associées a la @ 2-
hydroxynaphthoquinone (Rani et al., 2007) et ses
dérivés notamment l'isoplumbagin responsable
de son activité cytotoxique ; (Endrini et al., 2007).).

Par ailleurs, 1'évaluation in vitro de l'activité
cytotoxique des colorants extraits de ces plantes
sur les cellules cancéreuses MCF-7 et IGROV, a
révélé un fort effet antiprolifératif allant jusqu’a
95% pour de petites concentrations d'extraits
testées notamment au niveau des especes T.
grandis, et L. inermis. Ces résultats sont tres
encourageants car certaines espéces testées
semblent trés actives pour lutter contre les
cancers, véritables fléaux les plus meurtriers au
monde. La poursuite de ces travaux va donc
s'attacher a la purification des dérivés
quinoniques contenus dans les deux especes ayant
présenté un potentiel cytotoxique assez fort sur les
cellules cancéreuses étudiées.

pour leur assistance au cours des activités liées
aux dosages des polyphénols.
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