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RESUME

Les mycoses, les cancers et toutes autres maladies induites par le stress oxydatif qui
s’accompagnent de réactions inflammatoires, constituent actuellement un important probléme
de santé publique. Pour contribuer a surmonter ces difficultés, cette étude a été menée dans le
but d’évaluer les activités antifongique, antiradicalaire, anti-inflammatoire et antinéoplasique
des huiles essentielles de quatre Annonaceae (graines de Monodora myristica, fruits de
Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et feuilles de Uvaria angolensis) récoltés au Tchad et

au Cameroun.

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation. L’analyse de leur
composition chimique s’est faite par Chromatographie en Phase Gazeuse et Chromatographie
en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse. L’activité antifongique a été évaluée
par la méthode de microdilution en milieu liquide; I’activité anti-radicalaire par la méthode de
piégeage du radical DPPH® ; le potentiel anti-inflammatoire par la méthode d’inhibition
enzymatique de la 5-lipoxygénase; et 1’activité antinéoplasique par la cytométrie de flux en

présence du MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide].

Les rendements d’extraction des huiles essentielles ont varié de 0,10 a 4,86% en
fonction des organes des especes de la famille des Annonaceae étudiées, et du lieu de récolte
(Tchad et Cameroun). Le meilleur rendement a été obtenu avec les fruits de Xylopia

aethiopica du Cameroun (4,86 %).

Une homogénéité spécifique et biochimique des extraits des plantes étudiées a été
révéelé a travers une richesse en monoterpénes (75 a 94,2%) dans les genres Monodora et
Xylopia avec comme composés majoritaires 1I’a-phellandréne (52,7 a 67,1%) et le p-pinéne
(24,6 a 35,7%) respectivement. L’essence de Monodora myristica du Tchad a montré une
richesse relative en limonéne (14,9%) par rapport a celle du Cameroun qui n’en contient que
1,8%. Par ailleurs I’huile essentielle de feuilles de Uvaria angolensis du Cameroun est riche
en sesquiterpenes (50,3%) alors que les monoterpenes ne représentent que 12,5%. Cette
essence est majoritairement constituée de benzoate de benzyle (32,8%), qui est un composé

aromatique.

Les huiles essentielles des fruits de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et les
graines de Monodora myristica des deux origines ainsi que celle des feuilles de Uvaria

angolensis du Cameroun ont inhibé la croissance de Candida albicans ATCC24433, Candida
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parapsilosis ATCC22019 et Cryptococcus neoformans IP95026 avec des Concentrations
Minimales Inhibitrices comprises entre 5 et 10 mg/ml.

L’huile essentielle des feuilles de Uvaria angolensis a démontré un pouvoir
antiradicalaire relativement plus élévé avec un pourcentage de piégage des radicaux livres a
50% de 7,69 g/l, suivie des huiles essentielles des fruits de Monodora myristica, Xylopia
aethiopica et de Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun, dont les SCsy sont comprises
entre 8,90 et 11,74 g/I.

Une faible activité anti-inflammatoire des huiles de Monodora myristica, Xylopia
aethiopica et Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun a été observée, avec une inhibition
maximale de 10 & 20% de la lipoxygenase de soja a 18,8 et 28,2 pg/mL. L’huile essentielle de

feuilles de Uvaria angolensis s’est montrée inactive.

Les huiles essentielles de Uvaria angolensis, Xylopia parviflora, Monodora myristica,
et Xylopia aethiopica ont inhibé la croissance des cellules cancéreuses (MCF-7) de fagon tres
significative aprés 72 heures d’incubation, montrant une innocuité relative vis-a-vis des
cellules normales (ARPE-19) et avec des indices de sélectivité comprises entre 1,375 et 10,0.
Elles ont induit I’apoptose cellulaire par blocage du cycle de la division des cellules
cancéreuses (MCF-7) et des cellules épithéliales normales (ARPE-19) en phases S et en phase
de transition Go/G1.

Il ressort des résultats de ce travail que les huiles essentielles des plantes de la famille
des Annonaceae étudiées seraient une source potentielle en métabolites secondaires a activités
antifongique, antiradicalaire et antinéoplasique. Des investigations approfondies sont
néanmoins requises pour exploiter ces résultats dans 1’optique de contribuer a la lutte contre

ces affections.

Mots clés: Annonaceae, huile essentielle, composition chimique, activités

antifongiques, antiradicalaires, anti-inflammatoires, cytotoxique.
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ABSTRACT

Fungal infections, cancer and other diseases associated with free radical generation
and inflammation are currently a critical public health issue that needs innovative control
measures. In order to contribute to the search for solutions, this study was designed to assess
the antifungal, radical scavenging, anti-inflammatory, and antineoplastic activities of essential
oils from four Annonaceae plants (Monodora myristica, Xylopia aethiopica, Xylopia

parviflora, and Uvaria angolensis) collected in Chad and Cameroon.

Essential oils were extracted by hydrodistillation, and their chemical compositions
determined using Gas Chromatography and Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry. The antifungal activity of the oils were evaluated using the microdilution
method; the antiradical activity was evaluated following the DPPH?® free radical scavenging
potential; the anti-inflammatory activity was assessed following the inhibitory effect of oils
against the 5-lipoxigenase; and the anticancer activity was evaluated by determining cell
viability in the presence of MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide], using flow cytometry.

The yields of extraction of the essential oils ranged from 0.10 to 4.86%, depending on
plant species, plant organ collected and its origin. The highest yield was obtained with the

fruits of X. aethiopica from Cameroon (4.86%).

The results from the chemical analyses indicated that samples from Monodora and
Xylopia from both origins contained mainly monoterpenoids (75-94%), with a-phellandrene
(52.7-67.1%) and B-pinene (24.6-35.7%) as respective major constituents.The essential oil of
M. myristica from Chad showed higher content in lomonene (14.9%) as compared to the
Cameroonian sample (1.8%). The essential oil from Uvaria angolensis leaf contained mainly
sesquiterpenoids (50.3%), and 12.5% of monoterpenoids only. The major constituent of this

sample was an aromatic compound (benzyl benzoate) with 32.8%.

The essential oils from the fruits of X. aethiopica, X. parviflora, and M. myristica, and
leaves of U. angolensis inhibited the growth of Candida albicans ATCC24433, Candida
parapsilosis ATCC22019 and Cryptococcus neoformans 1P95026 with Minimum Inhibitory

Concentrations ranging from 5 to 10 mg/ml.
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The essential oil from U. angolensis exhibited the highest radical scavenging potential,
with a 50% scavenging concentration (SCsp) of 7.69 g/l, followed by essential oils from M.

myristica, X. aethiopica, and X. parviflora that showed SCsy between 8.9 and 11.74 g/I.

The essential oils from X. aethiopica, X. parviflora, and M. myristica exerted 10-20%
moderate inhibition of the 5-lipoxigenase and no activity was recorded from essential oil of

U. angolensis..

All the oils samples from both origins significantly inhibited cancer cells (MCF-7)
growth after 72 hours incubation, with a notable selectivity relative to normal cells (ARPE-
19). Selectivity indices ranged from 1.375 to 10. Cells cycles were stopped at phases G0/G1
and S followed by apoptosis.

The results obtained from this investigation indicated that essential oils from
Annonaceae plants contain bioactive secondary metabolites, with potential effects against
fungal infections, free radicals, inflammatory and cancer cells. Further detailed investigations
are required to confirm these findings and formalize their eventual use to control the targeted

affections.

Keywords: Annonaceae, essential oil, chemical composition, activity, antifungal,

radical scavenging, anti-inflammatory, cytotoxic.
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INTRODUCTION GENERALE

L’incidence globale des mycoses et des cancers représente un véritable probleme de
santé publique dans le monde. La mortalité et la morbidité liées a ces maladies sont
considérables (Bourgeois, 1999 ; WHO, 2013). Cliniquement, les mycoses telles que les
candidoses et les cryptococcoses sont les infections majeures (particulierement chez les
patients immunodéprimés) dues aux champignons des genres Candida et Cryptococcus. Elles
sont responsables de taux de mortalité de 5 a 71% pour les candidoses invasives et de 70%
pour les cryptococcoses, surtout chez les patients vivant avec le VIH/SIDA (Winter et al.,
2009 ; Sganga, 2011 ; Taggart et al., 2011 ; Chen et al., 2013). Par ailleurs, les cancers
constituent une cause majeure de déces dans le monde. En effet, sur un total de 58 millions
déces enregistrés en 2005 au niveau mondial, 13 % (soit 7,6 millions) étaient imputables au
cancer, soit plus que la proportion de déces causés par le VIH/SIDA, la tuberculose et le
paludisme réunis (OMS, 2006 ; WHO, 2013). Selon des projections de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), d’ici 2020, le nombre de déces di au cancer va connaitre une
augmentation considérable dans les pays en développement, aussi bien en Asie, en Afrique
qu’en Amérique Latine et ceci, principalement en raison du vieillissement constant de la
population humaine et de 1’augmentation de la pollution (Rastogi et al., 2004). Au Cameroun,
il 'y a27,9 cas de cancer du sein pour 100 000 femmes (Globocan 2010). Des études
effectuées par Mbassi et al. (2010) au service Médicale d’Oncologie de 1’Hopital General de
Yaoundé, Cameroun, de janvier 1998 a décembre 2007, ont montré que sur 2,355 patients
consultés, 48 étaient diagnostiqués du cancer de poumons (28 Hommes et 20 femmes).Le
comité national du controle des cancers au Cameroun a révelé une croissance du taux des
Cancers avec une incidence annuelle de 12.000 en 2004 a 14.000 en 2010 et une prévalence
de 25.000 cas (Enow et al., 2012). Le stress oxydatif d0 a I’exces de radicaux libres produits
pendant le développement des mycoses et au cours de la respiration est impliqué dans la
modification des structures biologiques des cellules (protéines, lipides, ADN) entrainant le
vieillissement de 1’organisme (cellules, tissus, organes)et générant de nombreuses
pathologies parmi lesquelles les cancers, 1’athérosclérose, 1’artérite, 1’asthme, la maladie de
Parkinson, le mongolisme, le diabete et les inflammations aigues ou chroniques (Aurousseau,
2002; Rock, 2003 ; Favier, 2003; Kaplan et al., 2007 ). Globalement, les infections
d’origine fongique ainsi que le cancer générent une quantité considérable de radicaux libres et
I’inflammation, et contribuent inéluctablement a I’affaiblissement 1’organisme atteint. Le

contrle des infections d’origine fongique et du cancer qui s’accompagnent du stress oxydatif



et des inflammations aigues ou chroniques est un défi que la communauté scientifique a de la

peine a relever.

En effet, cet objectif est rendu difficile a atteindre a cause de plusieurs facteurs notamment
la multiplicité des souches fongiques, 1’émergence et 1’étendue de la résistance des agents
fongiques, le vieillissement, la consommation du tabac, les mauvaises habitudes alimentaires,
la pollution de I’environnement, le spectre d’action réduit des principes actifs antifongiques,
antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux disponibles et leur colt non abordable
(Sanglard et Odds, 2002 ; Rastogi et al., 2004 ).

Face a ce défi, il est urgent de rechercher de nouveaux principes actifs aux cibles
métaboliques et mode d’action différents. Le fil conducteur qui relie toutes ces composantes
exige que les nouvelles thérapies aient un spectre d’action de préférence synergique. Pour ce
faire, les substances naturelles issues des plantes médicinales se sont révélées étre la source la
plus crédible des molécules au profil recherché. Plus précisément, les huiles essentielles ont
démontré de multiples propriétés biologiques bénéfiques, potentiellement exploitables dans la
lutte contre les infections fongiques, le stress oxydatif, les inflammations et le cancer (Baylac
et Racine, 2003 ; Avlessi et al., 2004 ; Kuiate, 2005;. Modzelewska et al., 2005 ; Jazet et
al, 2008).

Ainsi, cette étude cible un groupe unique de plantes aromatiges tropicales (Annonaceae)
dont les caractéristiques en font une réelle source de nouveaux médicaments
(Aminimoghadamfarouj et al., 2011). En effet, Tatsadjieu et al. (2003) ont montré que
I’huile essentielle de Monodora myristica du Cameroun a une activité sur des souches de
bactéries et de champignons ; Boyom (2004) et Boyom et al. (2011), ont montré
respectivement que les huiles essentielles extraites de 1’écorce de tronc et des feuilles
d’Uvaria angolensis et des extraits méthanoliques et éthanoliques de Xylopia parviflora
possedent une activité antiplasmodiale sur la souche W2 de plasmodium falciparum. De
méme, Choumessi et al, (2012) ont révélé que les extraits ethanoliques de Xylopia aethiopica
du Cameroun présentent une activité anti-proliférative sur des lignées de cellules cancéreuses
(HCT116 du cancer de colon, U937 et KG de 1a leucémie).

De ces faits nous avons émis I’hypothése selon laquelle :



Il existe une continuité biogénétique dans les plantes aromatiques du Tchad et du
Cameroun et leurs huiles essentielles possedent des pouvoirs antifongiques, antioxydants,

anti-inflammatoires et anticancéreux interessants.

La présente étude a par conséquent pour objectif d’investiguer les huiles essentielles de
quatre plantes de la famille des Annonaceae du Tchad et du Cameroun pour leurs propriétés

antifongiques, antiradicalaires, anti-inflammatoires et antinéoplasiques.

Pour cadrer cet objectif dans son véritable contexte, nous nous sommes posés les

questions suivantes:

* Monodora myristica, Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et Uvaria angolensis
poussant au Tchad et au Cameroun contiennent-t-elles des huiles essentielles aux

caractéristiques chimiques comparables ?

» Existe-il une similitude d’activités biologiques entre les espéces du Tchad et celles du

Cameroun ?

La réponse a ces deux questions permettrait de scruter 1’existence des mémes espéces
au Tchad et au Cameroun, et de mettre en évidence 1’étendue de la variabilité dans leurs

compositions chimiques et activités biologiques.

Plus spécifiqguement, il a été question de :

> Récolter les organes de quatre plantes aromatiques du Tchad et du Cameroun, extraire
les huiles essentielles par hydrodistillation et analyser leur composition chimique par
chromatographie en phase gazeuse et chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse ;

> Déterminer leurs propriétés antifongiques sur Candida albicans ATCC24433,
Candida parapsilosis ATCC22019 et Cryptoccocus neoformans IP95026 par la
méthode de microdilution en milieu liquide ;

» Evaluer leurs activités antiradicalaires par suivi spectrophotométrique de la
décoloration du DPPH et leur potentiel anti-inflammatoire par suivi de I’inhibition de
la 5-lipoxygénase ;

» Déterminer leurs effets cytotoxiques sur deux lignées cellulaires (MCF-7 et ARPE-
19).






CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE

.1 LES HUILES ESSENTIELLES

1.1.1 Définition

Il existe plusieurs expressions pour définir « huile essentielle ». La norme frangaise,
AFNOR NF T 75-0006, donne la définition suivante « produit obtenu a partir d’une maticre
premiére vegétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mecaniques a partir
des Citrus » (AFNOR, 2000). La définition qui semble la plus universellement acceptée est la
suivante « huile obtenue suite a I’extraction de la matiére végétale a la vapeur d’eau» (Pibiri,
2005). Ce sont des produits généralement odorants, obtenus soit par entrainement a la vapeur
d’eau de végétaux ou parties de ceux-ci, soit par expression du péricarpe frais de certains
fruits. Cette définition est toute fois restrictive car elle exclut aussi bien les produits obtenus
par extraction a I’aide des solvants organiques que ceux obtenus par d’autres procédés

(Bruneton, 1987).

1.1.2 Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés différents (Sell, 2006). Ces composeés sont des molécules volatiles appartenant pour
la grande majorité a la famille des terpénes. Seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire
ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, y sont rencontrés, les monoterpénes
(myrcéne, B-pinéne, y-terpinéne, etc.) et les sesquiterpénes (B-caryophylléne, a-humulene, B-
bisaboléne, etc.).

Rappelons ici que les terpenes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités
« isopréniques » (CsHg), soit deux unités pour les monoterpenes (CioHig) et trois pour les
sesquiterpenes (CisHa4). Exceptionnellement, quelques diterpénes (CxoHsz) peuvent se
retrouver dans les huiles essentielles (Vila et al., 2002).

Dans la majorité des cas, les huiles essentielles sont des mélanges de plusieurs dizaines de
composés issus de diverses voies biosynthétiques (AFNOR, 2000). Les dérivés les plus
représentatifs se repartissent dans les deux classes principales que sont les terpénoides et les
composés aromatiques (Bruneton, 1999). Les huiles essentielles intégrent aussi d’autres

composés plus spécifiques dérivant de familles particuliéres telles que celles des Liliaceae et



le groupe de plantes dites « arbres a ail» qui produisent des composés soufrés. Dans certains

cas, des composés azotes sont également identifiés (Svoboda, 1999).

D’autre part, la composition et les caractéristiques physico-chimiques des huiles
essentielles dépendent de plusieurs facteurs que sont, 1’espéce botanique, le chemotype, le
stade du cycle végétatif, la période de récolte, I’organe considéré, les facteurs extrinséques

(climat, sol, etc.), ainsi que les procédés de leur obtention (AFNOR, 2000).

Dans le cadre de ce travail, une bréve revue sera consacrée uniquement aux terpénoides et

aux composeés aromatigques, couramment retrouves dans les huiles essentielles.

1.1.3 Biosynthese des constituants volatils

L’ensemble des composés volatils secrétés par les végétaux résulte de trois voies

métaboliques principales (Bruneton, 1987; Rohdich et al., 2001).

- La voie du méthyl erythritol phosphate conduisant aux precurseurs acycliques de
I’isopréne (Pyrophosphate d’isopentenyle et Pyrophosphate de diméthylallyle) ;
- lavoie du mévalonate conduisant a la synthése des terpénes ;

- lavoie du shikimate qui usine les composés aromatiques.

Les figures 1, 2 et 3 représentent les trois principales voies métaboliques de la
biosynthese des terpenoides et composées aromatiques chez les plantes.

La biosynthése des terpénoides implique 1’addition téte-a-queue des unités
isopréniques dont la biosynthése est décrite dans la figure 1, pour produire les précurseurs

acycliques des différentes sous-classes de terpenes.
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ispE= 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol kinase.

Figure 1 : Voie du méthyl érytritol Phosphate (Rohdich et al., 2001)



Pour les terpenes couramment rencontrés dans les huiles essentielles, nous avons le
pyrophosphate de géranyle (GPP, Cyo) qui comporte deux unités d’isoprénes et qui conduit
aux monoterpeénes, le pyrophosphate de farnésyle comportant trois isoprénes et menant aux
sesquiterpénes (Cys) (figure 2). Dans des cas rares, des diterpénes peuvent étre identifiés dans
certaines huiles essentielles. Leur précurseur acyclique est le pyrophosphate de géranyle

géranyle qui comporte quatre unités isopréniques. (Bruneton, 1999).

PPDMA
OPP
—> Monoterpenes (C10)
Pyrophosphate de géranyle
OPP X
—> — > Sesquiterpenes (C15)
PPG PPI
N
/ -
| ~ > » Diterpénes (C20)
PPF (ﬁz Pyrophosphate de géranyle géranyle(PPGG)
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Figure 2: Formation des précurseurs des différentes classes de terpénes (Bruneton, 1999)
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Figure 3 : Biosynthése des composés aromatiques (Bruneton, 1999)

1.1.4 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’extraction d’une huile essentielle consiste a isoler de la plante ou d’un organe de celle-Ci
par une technique appropriée. Le matériel végétal pour cela est au préalable soumis a des
traitements mécaniques tels que le broyage, rapage qui facilitent non seulement le transport
des matériaux, mais rendent 1’huile essentielle beaucoup plus extractible. A cet effet, plusieurs

techniques peuvent étre utilisées :
¢ Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est actuellement la technique la plus rependue pour
I’extraction des huiles essentielles. Elle est utilisée dans 80% de la production des huiles
essentielles grace a son principe simple. En effet la plupart des composés odorants volatils
contenus dans les végétaux sont susceptibles d’étre entrainés par les aérosols de vapeurs d’eau

du fait de leur point d’ébullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe (Garnero,



1992 ; Bruneton, 1999). Ces vapeurs sont condensées par réfrigération et 1’essence separée
par décantation. Cette méthode a plusicurs variantes dont I’hydrodistillation qui a été utilisée

dans le cadre de ce travail.
 Expression a froid

Elle est utilisée dans environ 10% des cas et consiste a passer le matériel végétal
(péricarpe de Citrus) pour rompre les poches sécrétrices et en faire sortir I’huile essentielle qui

est séparée de 1’cau cellulaire par décantation (Garnero, 1992 ; Maxwell-Hudson, 1995).

Les autres méthodes décrites ci-aprés permettent d’obtenir des mélanges apparentés
aux huiles essentielles, mais qui la plupart de temps ne possédent pas les mémes propriétés

physico-chimiques.
% Enfleurage

L’enfleurage est réservé aux organes végétaux qui présentent environ 24 heures apres
leur cueillette, des activités physiologiques de production et d’exhalaison de parfums, tels que
les pétales de fleurs, et qui sont suffisamment fragiles pour supporter de hautes températures.
Cette méthode est utilisée dans environ 3% de cas et est réputée codteuse. Elle consiste a
étaler les organes au contact d’un corps gras tel que le syndoux ou I’axonge qui se saturent de
parfum et donne une pommade florale qui ensuite épuisée a 1’aide d’un solvant organique

volatil (Garnero, 1992).
¢+ Extraction par les solvants organiques volatils

Elle consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d’ébullition qui
est ensuite éliminé par distillation sous vide. On obtient une concréte qui aprés traitement a
I’alcool absolu a froid donne 1’absolue (Salle, 1991).

«» Extraction a ’aide du four 2 micro-ondes

Elle consiste a irradier le matériel en présence ou non d’un solvant organique ou
aqueux. Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de lI'eau propre a la plante. Ills sont ensuite

récupérés a l'aide des procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation.



Cette méthode présente ’avantage d’étre rapide, mais ne permet le traitement que d’une

quantité limitée de matériel végétal (Craveiro et al., 1989).
+« Extraction par le dioxyde de carbone (CO5) liquide ou supercritique

Soumis a une température de 31,1°C et a une pression de 73,8 bars, le CO, présente
des propriétés extractives élevées vis-a vis des aromes et autres constituants des huiles
essentielles). En dehors de ses propriétés extractives, le CO; présente 1’avantage d’étre non
toxique, ininflammable et inodore, d’emploi simple, bon marché et disponible avec une
grande pureté. Cette méthode nécessite néanmoins un appareillage trés couteux (Garnero,
1992.

I.1.5 Méthodes d’identification des composés des huiles essentielles

Selon la Pharmacopée Européenne, le contrdle des huiles essentielles s’effectue par
différents essais, comme la miscibilité a 1’éthanol et certaines mesures physiques : indice de
réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et I’odeur sont aussi des parametres
importants (Pibiri, 2005). La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une huile
essentielle reste cependant le profil chromatographique en phase gazeuse (CPG) et la
chromatographique en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de masse (CPG/SM) qui

permettent une meilleur determination de la composition chimique.

1.1.5.1 Chromatographie en phase gazeuse

Le principe de la séparation par CPG consiste a partager I'échantillon a analyser entre
deux phases. L'une de ces phases est un liquide stationnaire uniformément réparti sous forme
d'une pellicule mince sur un solide inerte de grande surface spécifique, tandis que l'autre
phase est un gaz mobile qui s'écoule a travers I'ensemble stationnaire.

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I’identification
des composants d’une huile essentielle, elle réalise a la fois une analyse qualitative et
quantitative (Paris et Godon, 1979).

L’¢échantillon est vaporisé et injecté¢ en té€te de colonne. L’¢lution est assurée par un
flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé
entre une phase gazeuse mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte (Skoog et al., 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement

retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. Du phénomeéne appelé «

10



rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a
celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres. On
enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul, puis un pic au

passage de chaque soluté sépare (Tranchant, 1995).

1.1.5.2 Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de

masse

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est,
aujourd’hui, la technique de référence (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996).
Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus

a plusieurs étages (Pradeau et Cohen, 1992).

lonisation : les molécules présentes dans 1’échantillon se volatilisent sous 1’effet
du vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de
la fragmentation de I’échantillon de départ ;

- Accélération : Les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous
I’effet d’un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

- Séparation : Les ions seront distribués suivant leur rapport masse/charge ;

- Détection : apres séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportées ;

- Traitement du signal : le signal sortie de 1’appareil conduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction
de leurs rapports : masse/charge.

L’appareillage CPG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un

ensemble de spectres de masse correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui

permet I’identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.

1.1.6 ROle des huiles essentielles dans la plante

Plusieurs réles physiologiques sont attribués aux huiles essentielles dans la plante. Les
essences dans la plante régulent la transpiration diurne en absorbant par I’intermédiaire de
leurs constituants insaturés de la lumiere et de la chaleur au cours de leur évaporation
(Guenther, 1948). Grace a leurs odeurs caractéristiques et leur volatilité, les huiles
essentielles jouent un role dans la communication chimique (Bruneton, 1999). En effet, elles

interviennent dans la pollinisation et la dispersion des spores. D’autre part, les essences
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naturelles permettent aux plantes de s’adapter aux conditions environnementales ; c’est ainsi
qu’elles constituent un moyen de défense contre les prédateurs (microorganismes,

champignons).

1.1.7 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie. De nombreux ouvrages font référence a la
toxicité des produits sur le marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée.
Mais en régle générale, les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale

faible avec des DLz supérieures a 5g/kg (Bruneton, 1999).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau
en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles
riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant
des furocoumarines (Naganuma et al., 1985).

Certains auteurs (Fanchomme et al., 1990 ; Maihebiau, 1994) se basent sur la
composition chimique des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles
biochimiques qui les constituent pour conclure sur leur toxicité ; par exemple, une utilisation
prolongée des huiles essentielles a thuyones est neurotoxique. Chez I’homme des
intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves, le plus souvent observés chez les

petits enfants, ont provoqués par 1’ingestion en quantité importante d’huiles (Pibiri, 2005).

1.1.8 Activités biologiques des huiles essentielles

Les effets bénéfiques des composés volatils des huiles essentielles sont utilisés depuis
fort longtemps par les anciennes civilisations pour soigner les pathologies courantes.
Aujourd'hui, apres avoir été délaissées un temps ou peu utilisées par la médecine, le potentiel
thérapeutique des (huiles essentielles et leurs constituants) est reconsidéré et les études qui
leurs sont consacrées abondent dans la littérature scientifique.

Ainsi, de nombreux travaux ont montré des activités biologiques variées des huiles

essentielles, parmi lesquels figurent :
- Les activités pesticides (Teugwa et al., 2006 ; Souguir et al, 2013) ;
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- Les activités antifongiques et antibactériennes (Kuiate, 2005; Jazet et al., 2007 ;
Aouni et al, 2013 ; Hzounda et al., 2014) ;

- Les activités anticancéreuses (Modzelewska et al., 2005 ; Wei et al., 2008 ; Cha
et Kim, 2012; Helen et al., 2012) ;

- Les activités antiplasmodiales (Boyom et al., 2003 ; Boyom, 2004 ) ;

- Les activités antioxydantes et antiradicalaires (Boyom et al., 2005 ; Jazet et al.,
2007 ; Alitonou et al., 2013) ;

- Les activités anti-inflammatoires (Line et al, 2008 ; Jazet et al., 2008 ; Alitonou
etal., 2013) ;

- Les activités antivirales (Duschatzkyl et al.,, 2005 ; Astanil et Schnitzler,
2014).

1.1.9 Cibles moléculaires et mode d’action des huiles essentielles

De nombreuses etudes ont montré que les huiles essentielles agissent sur des cibles
moléculaires et enzymatiques suivant des modes d’actions particuliers. Les huiles essentielles
agissent sur les hyphes des moisissures en déformant la structure des mitochondries de ces
derniers. A travers ses composés, les huiles essentielles agissent sur la paroi cellulaire et/ou
I’ADN ; entrainent la rupture des membranes et la destruction du systéme enzymatique de

nombreux microorganismes (De Billerbeck et al., 2000 ; Tatsadjieu, 2003).

1.1.10 Intéréts des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont trés utilisées en cosmétique et en parfumerie ou elles sont
considérées comme éléments de base, ainsi que dans le domaine de 1’aromathérapie pour les
massages, les inhalations ou les bains. Elles sont aussi utilisées en agroalimentaire pour leurs
saveurs et leurs arbmes (café, vins, liqueurs distillées). Enfin, en industrie pharmaceutique.
Elles sont utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes, antibiotiques et antioxydantes
(Bachelot et al., 2006).

1.2 GENERALITES SUR LES CHAMPIGNONS MICROSCOPIQUES
1.2.1 Définition

Les champignons, encore appelés mycetes, sont des organismes hétérotrophes uni- ou
pluricellulaires incluant des espéces macroscopiques (macromycetes) et d’autres

microscopiques (micromycetes) d’aspect filamenteux ou levuriformes. Ils peuvent vivre en
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saprophyte, symbiote ou parasite, se procurent en nutriments par adsorption (Chabasse et al.,
2002).

1.2.2 Caracteres généraux

Les formes sous lesquelles se représentent les champignons sont variées. Celles
couramment rencontrées sont structurées en fonction de leur mode de reproduction. En effet,
les champignons se reproduisent suivant deux mécanismes: un mécanisme sexué et un
mécanisme asexué. Ils sont formés d’un appareil végétatif appelé thalle constitué des cellules
végétatives allongées et cloisonnées nommeées hyphes (Koenig, 1995). Ces hyphes s’associent
le plus souvent en mycelium, sorte de feutrage difficile a observer a I’ceil nu ; parfois, le thalle
est un simple tube sans cloisons, on parle alors de structure coenocytique et de siphon. Les
colonies formées de cellules filamenteuses se représentent soit comme des moisissures avec
des filaments anciens enchevétrés, soit sous forme de crolte compacte glabre ou recouverte
de duvet de filaments. Les colonies unicellulaires ont une consistance crémeuse avec des

formes rondes ou ovales (Lamoureux, 2003).

La classification des champignons est difficile car il n’y a pas de critéres fixes de

classification.

- Selon la constitution de 1’appareil végétatif, on distingue (Leyral et Vierling,
2001):

e Les champignons supérieurs ou streptomycetes qui présentent toujours un

mycélium cloisonné ;

e Les champignons inférieurs ou siphomycétes dont le mycélium est toujours non

cloisonné ;

- Selon le type des spores produites en reproduction sexuée, on divise en 4 sous

divisions aux phylums (koenig, 1995) :
e Zygomycotina : présence de zygospores;
e Ascomycotina : présence d’ascospores;
e Basidiomycotina : présence de basidiospores;

e Deuteromycotina : absence de spores sexuées.
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1.2.3 Généralites sur les mycoses

Les mycoses sont des infections provoquées par la présence d’un champignon
microscopique pathogene dans I’organisme (Chabasse et al., 2004). Les symptomes sont
extrémement variés et dépendent non seulement de 1I’hote lui-méme (de sa nature, de sa
capacité de résistance et de la localisation de la maladie) mais également du pathogéne et de

sa virulence (Dupont, 2002).

Le nom d’une mycose découle soit du nom de la partie du corps envahie
(dermatomycose, onychomycose); soit le plus souvent du champignon responsable
(aspergillose, candidose). Du point de vue clinique, on divise les mycoses selon leur affinité
particuliére pour une partie du corps. Celles qui se développent sur 1’épiderme, les phaneres
ou les muqueuses sont appelées mycoses superficielles alors que celles qui attaguent de fagon

sélective certains organes ou viscéres sont les mycoses profondes (Etoundi, 1982).

1.2.3.1 Mode de contamination

On s’infecte d’un champignon en lui donnant 1’occasion d’une maniére ou d’une autre
d’entrer dans son hote. La porte par inhalation des spores des champignons qui vivent dans le
sol, soit cutanée par léger traumatisme de la peau, par une épine souillée. Il n’est pas exclu

que les muqueuses puissent étre une autre voie.

La transmission des teignes d’une personne a une autre se fait soit par contact direct,
soit indirectement a travers les objets souillés (objet de toilettes, vétements, chaussures,
plancher des piscines, plages). Candida albicans pénetre par la muqueuse du tractus digestif
(mais peut aussi occasionnellement étre introduit par I’intermédiaire des cathéters) (Odds,
1998).

1.2.3.2 Facteurs favorisant la contamination

Les facteurs favorisant peuvent légerement différer d’un champignon a un autre. Le

développement des mycoses est favorisé par (Bouguerra et al., 2004) :
e Les facteurs physiologiques : I’age, la grossesse, 1’obésité ;

e Les conditions locales : I’humidité, la chaleur, le manque d’hygiéne, la transpiration

excessive, les traumatismes ou brulure ;
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e Les médicaments : prise de certaines traitements (antibiotiques, corticoides, somniféres,

immunodépresseurs, chimiothérapie) ;

e La chirurgie : surtout digestive et cardiaque, les transplantations d’organes, la pose des

cathéters intraveineux, de protheses ;

e Le stress oxydatif qui affaiblit le systtme immunitaire (Favier, 2003).

1.2.4 Le genre Candida

1.2.4.1 Description générale

Il regroupe des levures blanches, opaques, de formes ovoides, non pigmentées, non
capsulées, a bourgeonnement multilatéral, productrices ou non de mycélium, de pseudo
mycélium (figure 4) (AFEP, 2002 ; Gloor, 2009) ; leurs tailles varient de 4 a 6 um de

diametre.

Wap e qu\‘s

Candida forme blastospore Candida forme pseudofilament Candida forme filament
Figure 4 : Les formes de croissance des espéces du genre Candida (Kah, 2011)

On dénombre actuellement 248 especes appartenant au genre Candida dont 23 espéces

sont pathogeénes pour I’homme (Chabasse, 2006).

1.2.4.2 Quelques especes de Candida impliquées en pathologie infectieuse
chez les PVVIH

1.2.4.2.1 Candida albicans

Il est la levure la plus fréquente chez I’Homme, représentant 60 a 80% des isolats et

est responsable de plus de 50% des candidoses invasives (Tortorano et al., 2004). Candida
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albicans est une levure cosmopolite, commensale des mugueuses oropharyngees, gastro-

intestinales, génito-urinaires et respiratoires (Gloor, 2009).

Sur une gélose Sabouraud dextrose, les colonies sont blanches crémeuses, molles et

lisses a ridées. En conditions hostiles, elle produit des chlamydospores.

1.2.4.2.2 Candida parapsilosis
C’est une levure saprophyte responsable d’environ 7% des infections dues aux
Candida ; elle cause les candidémies d’origine externe (Almirante et al., 2006). C’est le
deuxiéme agent étiologique des septicémies candidosiques apres Candida albicans (Kah,
2011), en particulier chez les immunodéprimés. Elle est commensale de la peau, a 1’origine

des Iésions de celle-ci et des ongles.

Elle a une forme variable de la ronde a l’ovale et est parfois associée a un
pseudomycélium. Les colonies sont blanches a cremes, lisses et globuleuses ou plissées
(Gloor, 2009).

1.2.4.2.3 Epidémiologie des infections candidosiques
Les infections a Candida, aussi bien au niveau mondial qu’a 1’échelle locale
connaissent un essor significatif ces derniéres années. Les candidoses invasives sont 'une des
causes majeures de morbidité et de mortalité, particulierement chez les sujets

immunodéprimés (Sganga, 2011).

En effet, dans le monde, 90% de patients infectés par le VIH souffrent de candidoses
oropharyngées et au moins 75% d’entre eux développent une candidose cesophagienne
associée (Repentigny et al., 2004). Les candidémies représentent 5 a 10 % des septicémies et
les candidoses invasives jusqu’a 17% des infections nosocomiales (Maruyama et al., 2005).
La mortalité due aux candidoses invasives atteint désormais les 71% chez les sujets
immunodéprimés (Winter et al., 2009). Cette augmentation de la mortalité est étroitement
liée a I’émergence de nouvelles espéces du genre Candida autres qu’albicans (Pfaller et
Diekema, 2004 ; Sganga, 2009). Bien que Candida albicans reste I’isolat majeur, les espéces
non-albicans émergent de plus en plus et sont responsables d’au moins 50% des candidémies
(Bassetti et al., 2006 ; Pereira et al., 2010); les especes les plus fréquentes étant Candida

parapsilosis et Candida glabrata (Ruan et al., 2008 ; Leroy et al., 2009).
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Au niveau national, des patients infectés par le VIH, consultés a I’Hopital Central et au
Centre Hospitalier Universitaire de Yaoundé, 77% souffrent des candidoses oropharyngées
(Lohoué et al., 2004) et 36,2% de candidoses génito-urinaires (Lohoué et al., 2005). Une
étude menée sur les patients sous traitement a la clinique de la Fondation sur la Recherche

Phytobiotechnologique de Bamenda a montré que 28,30% souffrent de candidose gastro-

intestinale, 39,7% de candidose cesophagienne, 79,6% de candidose buccale (Yongabi et al.,
2009).

Balanite candidosique Candidose génitale Candidose oropharyngée

Figure 5 : Quelques manifestations des candidoses (Kah, 2011)

1.2.5 Le genre Cryptococcus

1.2.5.1 Description génerale

Ce sont des organismes unicellulaires, de forme sphérique ou ovoide de 3 a 7 um, avec
une paroi épaisse doublée d’une capsule. La capsule mucilagineuse est constituée de deux
macromolécules, le galactoxylo-mannane (12%) et le glucuronoxylomannane (88%) (Gargni
et Pini, 1992). lls se reproduisent par bourgeonnement. Les principales espéces pathogenes
sont Cryptococcus neoformans, comportant deux variétés (neoformans et grubii), et

Cryptococcus gattii (Byrnes et al., 2011).

1.2.5.2 Cryptococcus neoformans

C’est une levure tres répandue dans la nature notamment dans 1’air, sur les fruits, les
plantes, le lait de vache, le bois (Gloor, 2009). Habituellement saprophyte, il ne devient

pathogéne que lorsque les moyens de défense de 1’hote sont affaiblis. Les principaux facteurs
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de virulence sont la capsule, les phénols oxydases, la phospholipase, la superoxyde dismutase,

et la croissance a 37° C (Ngamskulrungroj et al., 2011).

Les colonies sont de forme variable rondes a allongées, pigmentées en beiges. Il n’y a
pas de pseudomycélium. C’est I’agent étiologique principal des cryptococcoses chez les

immunodéprimés, spécifiquement les patients atteints de 1’infection a VIH (Gloor, 2009).

1.2.5.3 Les cryptococcoses

Ce sont des mycoses systémiques, subaigués ou chroniques du systéme nerveux
central et des meninges dont la porte d’entrée est pulmonaire. Les lésions cutanées
secondaires peuvent se manifester sous forme de nodules ou d’ulcération (Eyana, 2007); la
maladie peut atteindre les poumons, les viscéres, les os et les muqueuses (Bossche et al.,
1990).

1.2.5.4 Epidémiologie des cryptococcoses

Les cryptococcoses sont au troisieme rang des infections fongiques invasives chez les
transplantés d’organes et leur incidence se situe entre 0,3 et 5% (Husain et al., 2001). La
mortalité globale due a la cryptococcose neuromeéningée est approximativement de 25 a 30 %
(Dzoyem et al., 2012). Actuellement, 80 & 90% de sujets atteints de cryptococcose
neuroméningée sont des patients VIH positifs (Wallace et al., 2008) et environ 1 million de
personnes vivant avec le VIH développent la cryptococcose chaque année ; en fonction de la

prise en charge, on a une mortalité autour de 70% (Park et al., 2009 ; Taggart et al., 2011).

En Afrique Centrale, la prévalence de la cryptococcose est comprise entre 15 et 35%
(Chen et al., 2000). Une étude menée sur des patients atteints de I’infection a VIH a I’Hopital
Central de Yaoundé, entre Mars et Décembre 2010 a montré que la prévalence de la

cryptococcose chez ces individus est de 7,14% (Dzoyem et al., 2012).
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Cryptococcus neoformans atteinte cutanée

Figure 6 : C. neoformans et manifestation cutanée de la cryptococcose (Kah, 2011)

Pour faire face a ces différentes maladies meurtriéres, certains moyens thérapeutiques

ont été mis au point et il est intéressant de porter un regard synoptique sur leur état actuel.

1.2.6 Quelques antibiotiques utilisés dans le traitement des champignons

Les antibiotiques les plus couramment rencontrés sont consignés dans le tableau I.

Tableau I : Quelques antifongiques et leurs modes d’action

Famille Représentant

Mécanisme d’action

Les polyenes Amphotéricine B
Nystatine

les Pyrimidines  Flucocytosine
ou

5-Fluorocyosine

les Azoles Miconazole
Itraconazole
Les Naftifine et la Terbinafine
Allylamines
Autres Griséofulvine

antifongiques

Altérent de la perméabilité cellulaire
(Hamoir et al., 2001).

Transformé en 5-flurouracyl qui substitue
I’'uracyl dans la synthése de I’ARN et le
blocage de la synthese protéique (Dannoui,
2007).

Provoquent une accumulation du 14-méthyl-
stérol qui altere la membrane (Hamoir et al.,

2001).

Inhibitent la squaléne époxydase (Ryder et
Fabre, 1997)

Agit sur la perméabilit¢ de la membrane
cellulaire (ANOFEL, 2002).
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Outre les effets secondaires indesirés des médicaments disponibles, il y a également
une émergence significative des isolats résistants aux antifongiques, particulierement ceux a

usage systémique.

1.2.7 Les résistances aux médicaments antifongiques

1.2.7.1 Les différents types de résistances

Les micromycetes utilisent trois principaux types de résistances pour annihiler 1’action

des substances antifongiques (Rajendran et al., 2011) :

La résistance naturelle est caractéristique de toutes les souches d’une espéce ou d’un
genre, et peut étre due soit a une absence de concentration de la substance dans la cellule, soit

a une faible affinité pour sa cible ;

La résistance acquise est le fruit d’une modification génétique ; une souche devient
résistante lorsque, appartenant a une espéce naturellement sensible a un antifongique, elle est
apte a tolérer des concentrations supérieures a celles inhibant in vitro les autres souches de

I’espece ;

La résistance adaptative est liée a des modifications physiologiques transitoires dont
I’augmentation de D’expression des pompes d’efflux, des cibles et les réarrangements

structuraux.

1.2.7.2 Les mécanismes de résistances aux familles d’antifongiques

Les phénomeénes de résistances chez les champignons sont mis en place via les
mécanismes suivants : la modification ou la surexpression de la cible, la surexpression des
pompes a efflux membranaires, I’impossibilit¢ de franchir les barrieres membranaires,
I’absence de bioconversion (Ghannoum et Rice, 1999). Ces mécanismes sont illustrés sur la

figure 7 ci-dessous.
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Figure 7: Les mécanismes de la résistance aux antifongiques (El-Kirat-Chatel, 2010)

1.3 GENERALITES SUR LES CANCERS

1.3.1Historique et Définition

1.3.1.1 Historique

Le cancer vient du mot grec karkinos( d’ou dérivent carcinome, carcinologie,
carcinogeneése...) qui signifie « crabe » Hippocrate, célebre médecin généraliste de banlieue
dans la Gréece des années 400 avant J.-C, avait comparé a un crabe et ses pinces la tumeur
cancéreuse et ses ramifications s’agrippant au tissu atteint. Bien que son origine ait longtemps
méconnue, le cancer n’est pas une maladie nouvelle: des cancers du nasopharynx
diagnostiqués sur les momies égyptiennes datant de plus de 2000 ans avant J,-C, se sont
avérés identiques aux cancers du nasopharynx observés actuellement en Afrique. Si le cancer
est la maladie du siécle (XX® ou XXI°), c’est parce que sa fréquence augmente avec 1’age et

que I’espérance de vie augmente (Moussard, 2010).
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1.3.1.2 Définition

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération importante et anarchique
de cellules anormales qui ont la capacité d’envahir et de détruire les tissus sains et de se
disséminer dans 1’organisme. Il peut toucher tous les organes et a de multiples causes, souvent
cumulées (Hanahan et Weinberg, 2000 ; Marcotte et al., 2008).
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Figure 8 : Prolifération de cellules cancéreuses (Marcotte et al., 2008)

Un cancer commence quand une cellule cesse de se diviser normalement. Aprés un
certain temps, cette cellule se divise pour se reproduire et on a deux cellules anormales. Ces
nouvelles cellules vont se reproduire a leur tour et ainsi de suite, jusqu’au moment ou des
milliers de cellules anormales se regroupent et forment ce qu’on appelle tumeur.

Il'y a deux sortes de tumeurs :

- Les tumeurs bénignes ne sont pas cancéreuses. Méme si elles peuvent prendre la
place des cellules normales, elles ne se répandent pas dans d’autres parties du
corps ;

- Les tumeurs malignes sont cancéreuses. Aprés un certain temps, elles laissent
s’échapper des cellules anormales qui vont se déplacer vers d’autres parties du
corps. Ces cellules vont a leur tour se reproduire et former d’autres tumeurs. C’est
ce qu’on appelle des métastases (Hanahan et Weinberg, 2000 ; Marcotte et al.,
2008).

Ainsi, un cancer prend le nom de 1’endroit ou la premiere tumeur est apparue ; par

exemple, si la maladie a attaqué les poumons, les seins, le foie, etc, on dira qu’il s’agit de :
cancer du poumon, cancer du sein, cancer du foie, etc. Les cancers ne se développent pas tous

de la méme fagon ou a la méme vitesse.

23



1.3.2 Processus moléculaire de la cancérogenéese

La maladie cancéreuse se caractérise par 1’envahissement progressif de l’organe
d’origine, puis de l’organisme entier, par des cellules devenues peu sensibles ou
insensibles aux mécanismes d’homéostasie tissulaire et ayant acquis une capacité de
prolifération indéfinie (immortalisation). Ces cellules tumorales dérivent dans la
grande majorité des cas d’une seule cellule (monoclonale). Les particularités des
cellules tumorales sont liées a I’accumulation d’altérations de leur génome (génotype).
Ces altérations sont le plus souvent acquises au cours de la genése tumorale, mais
certaines peuvent étre d’origine héréditaire (prédispositions familiales). Les clones
tumoraux peuvent perdre ou conserver certaines caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles des cellules originelles, ou en acquérir de nouvelles (variabilité du
phénotype des sous-clones). Ces modifications vont s’inscrire a la fois dans le noyau,
dans le cytoplasme et sur la membrane des cellules pathologiques.Un néoplasme est la
conséquence d’altérations successives du génome des cellules tumorales, qui
perturbent de fagon permanente 1’homéostasie tissulaire dont le mecanisme

moleculaire est representé dans la figure 9 (Szepetowski, 1991)
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Figure 9 : Mécanisme moléculaire de la cancérogenese (Szepetowski, 1991)

1.3.3 Classification des Cancers

La classification des cancers s’est établie suivant le type de c

ellule, de tissu ou 1’organe

affecté au départ. Ainsi on distingue differnts types de cancers :

- Les carcinomes sont les plus fréquents (plus de 85%). Il concerne les tissus

épithéliaux, c’est-a-dire des tissus minces formés d’une ou plusieurs couches de cellules

jointives.
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- Les sarcomes concernent les tissus conjonctifs de soutien de la structure de
I’organisme, qu’ils soient communs ou spécialisés (par exemple osseux, cartilagineux,
musculaires, adipeux, vasculaires...). Les sarcomes sont trés rares (moins de 1%).

- Les lymphomes concernent le tissu hématopoiétique: moelle rouge des os ou les
cellules du sang se forment et tissu lymphoide ; se développent a partir des cellules du
systeme immunitaire, le plus souvent dans les ganglions lymphatiques.

- Les leucémies concernent les tissus de la moelle osseuse responsable de la production
des globules blancs.

- Les mélanomes : tumeurs malignes de la peau, rarement les muqueuses (respiratoires,
digestives, genitales), la choroide oculaire ou les structures cerebro-meningees.

- Les neuroblastomes sont des tumeurs malignes de type embryonnaire dérivant des
crétes neurales, spécifiques aux enfants. Il s'agit de la tumeur solide de I'enfant la plus
fréquente apres les tumeurs cérébrales.

- Les hemoblastomes ou tumeurs malignes du foie est le carcinome hépato cellulaire
développé dans 90% des cas sur une cirrhose, le plus souvent d’origine alcoolique ou
virale.

- Les gliomes ou tumeurs gliales sont I'ensemble des tumeurs cérébrales, bénignes ou
malignes, issues du tissu de soutien neuronal ou glie. Ce sont des tumeurs rares, dont le
pronostic, extrémement variable, est principalement lié a plusieurs facteurs parmi lesquels
la localisation, la taille et le degré d'extension.

- Les andenocarcinomes ou tumeurs malignes développées aux dépens d'un épithélium
glandulaire. Le terme est a distinguer de celui d'adénome qui désigne une tumeur bénigne
développée aux dépens d'un épithélium glandulaire.

Ainsi le cancer est une maladie qui touche tous les organismes vivants, incluant les
insectes et les plantes. 1l y a plus de 200 types de cancers. Toutefois, certains sont beaucoup
plus fréquents que d’autres notamment les cancers du sein, de la peau, du poumon, de la
prostate, du colon, du rectum, du col de I’utérus et la leucémie (Marcotte et al., 2008).

Notre étude porte sur le cancer du sein représenté par la figure 10 et caractérisé par

une lignée des cellules cancéreuses (MCF-7).
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Figure 10 : Cancer du sein (a : diagnostic, b : sein atteint par le cancer) (Marcotte et al.,
2008 ; Photographie Bakarnga-Via, 2012)

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Il apparait surtout apres
50 ans. C’est un cancer qui se traite assez bien s’il est dépisté au début, a ce propos il est
recommandé aux femmes de se faire examiner les seins par leur médecin pour d’éventuels
changements morphologiques tels que les bosses et les fossettes. A cela une mammographie
est souhaitable tous les deux ans surtout chez les femmes agées de 50 a 70 ans. Cette tranche

d’age constitue des sujets a risque (Marcotte et al., 2008).

1.3.4 Epidémiologie de Cancers

Le Cancer est la cause majeure de la mortalité affectant toutes les tranches d’age des
populations dans le monde et est responsable de 7.6 millions de morts en 2008 (WHO,
2013). De plus les provisions de I’OMS révelent que le nombre de déces liés au cancer
devrait atteindre 17 millions a 1’horizon 2030 (Rebecca et al., 2012). En effet, les Cancers
les plus répandus sont les cancers du sein, colon, poumon et prostate (Monteiro et al., 2014).
Au Cameroun, le cancer est un probléme de sante publique. Le cancer du sein est la seconde
cause de mortalité en majorité dans les pays sub-sahariens (Ahmedin et al., 2001). Au
Cameroun, il y a 27,9 cas de cancer du sein pour 100 000 femmes (Globocan 2010). Des
études effectuées par Mbassi et al. (2010) au service Médicale d’Oncologie de 1’Hopital
General de Yaoundé, Cameroun, de janvier 1998 a décembre 2007, ont montré que sur 2,355
patients consultés, 48 étaient diagnostiqués du cancer de poumons (28 Hommes et 20
femmes).Le comité national du contréle des cancers au Cameroun a révélé une croissance du
taux des Cancers avec une incidence annuelle de 12.000 en 2004 a 14.000 en 2010 et une
prévalence de 25.000 cas (Enow et al., 2012).
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1.3.5 Les causes des Cancers

Le cancer est une maladie qui reste mystérieuse. On peut rarement dire avec exactitude
quelles sont les causes de la plupart des cancers. Mais on sait que c’est une maladie qui est
liee en grande partie aux conditions et aux habitudes de vie (Marcotte et al., 2008):

- Age;

- Consommation de tabac ;

- Mauvaises habitudes alimentaires (aliments trop gras et trop sucrés, moins de

fruits, 1égumes et d’aliments riches en fibres) ;

- Pollution de I’environnement (Sources des agents cancerigenes) ;

- Heérédité qui joue un réle dans I’apparition de certains cancers ; le cancer du sein

par exemple ;

- Activité des oncogénes viraux.

1.3.6 Les traitements du Cancer

Il existe plusieurs traitements pour le cancer. Les quatre principaux sont les suivants :

la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et I'normonothérapie.

La chirurgie : La chirurgie est une opération qui consiste a enlever une tumeur tout ou une
partie. En effet, selon le type de cancer et I’endroit ou la tumeur est située, il peut étre possible
de I’enlever au complet. Dans ce type d’opération, on 6te souvent un peu de tissu sain par
mesure de prudence. Si la maladie est plus avancée, on peut enlever une partie de la tumeur,
ce qui permet de retarder son développement ou de réduire la douleur (Lechat, 2006 ;
Marcotte et al., 2008 ; Wildiers et al, 2013).

La chimiothérapie : La chimiothérapie consiste a donner des médicaments a la personne
atteinte afin de tuer les cellules cancéreuses. Ces médicaments peuvent prendre plusieurs
formes : liquides, pilules ou injections. Ce type de traitement peut durer plusieurs mois
(Lechat, 2006 ; Marcotte et al., 2008 ; Wildiers et al, 2013).

La radiothérapie : La radiothérapie consiste a traiter le cancer au moyen de rayons X
trés puissants ou de substances radioactives. On concentre ces rayons directement sur les
tumeurs afin de detruire les cellules cancéreuses (Lechat, 2006 ; Marcotte et al., 2008 ;
Wildiers et al, 2013) .
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La chirurgie et la radiothérapie servent a traiter des cancers localement. La
chimiothérapie, pour sa part, agit partout dans le corps et sert surtout a détruire les cellules
cancéreuses qui se sont déja répandues. Aussi, afin de traiter un cancer, il arrive souvent que
I’on utilise ces deux traitements (Marcotte et al., 2008 ).

Si le traitement est tres efficace, il peut mener a une rémission. On parle de rémission
compléte quand on ne trouve plus aucun signe de cancer. Cela peut durer des mois, des
années, parfois si longtemps qu’on considere la personne comme guérie. Mais il arrive que le
cancer revienne. C’est ce qu’on appelle une récidive. Alors, il faut reprendre le traitement.

L’hormonothérapie : I'normonothérapie est utilisée pour lutter contre les cancers dont
le développement est dépendant d’hormone. Ce traitement est particuliérement efficace dans
les cancers du sein et de la prostate. Il inclut des médicaments dont I'action consiste a stopper
la production de certaines hormones et a modifier leur fonctionnement (Lechat, 2006 ;
Marcotte et al., 2008 ; Wildiers et al, 2013) .

1.3.7 Effets des Cancers et leur prévention

Malgré ’efficacité grandissante des traitements, le cancer reste une maladie difficile a
combattre. Les traitements ne détruisent pas seulement les cellules cancéreuses, mais aussi
certaines cellules saines. Aussi, les personnes qui ont le Cancer sont souvent aux prises avec
un grand nombre de désagréments qui peuvent découler de la maladie elle-méme, de son
traitement ou de la combinaison des deux. Ces désagréments sont nombreux, les plus
courants sont : la fatigue, I’anémie, la douleur, les nausées, les vomissements, la perte de
cheveux, de poils et de poids.

Comme la prévention est toujours le meilleur moyen de rester en santé, voici quatre

conseils inspirés de la Société Canadienne du Cancer (Nobili et al., 2009):

Ne fumez pas et evitez la fumeée des autres

Ayez un régime alimentaire vari¢ : peu d’aliments gras (beurre, charcuterie) et
beaucoup de fibres (Iégumes, fruits, céréales).

- Limitez votre consommation d’alcool.

Faites de I’activité physique.
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1.3.8 Cycle cellulaire et le Cancer

1.3.8.1 Cycle cellulaire et sa régulation

Le cancer peut étre défini comme une maladie liée a la prolifération incontr6lée et la
dissémination dans I’organisme de cellules devenues anormales. Les processus qui régissent
la division cellulaire sont donc treés importants dans la cancérogénése. La division cellulaire
est controlée par le cycle cellulaire. Il a pour fonction de reproduire des cellules filles
identiques a la cellule mere, et celles dont I’ADN est altéré sont réparées ou détruites.

Le deréglement des systemes régissant et contrdlant I’avancement du cycle cellulaire

est a I’origine de la prolifération incontr6lée des cellules cancéreuses.

Point de contréle G,
(Cdc25B)

R Point de
restriction

Point de contrdle G,
(Cdc25A)

Figure 11 : Cycle cellulaire et sa regulation (Karp, 2010).

Le cycle cellulaire est représenté sur la figure 11. Ce cycle concerne toutes les cellules
activées par un facteur de croissance et comprend quatre étapes dont la chronologie est
strictement déterminée : Gy, S, G, M :

Gi: synthese des molécules nécessaires a la division cellulaire (désoxyribonucléotides,

enzymes ...), il n’y a pas de réplication de I’ADN (cellule diploide).
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S : réplication de I’ADN, la cellule 2n devient 4n (tétraploide).

G,: la cellule met en place les protéines du fuseau mitotique. Il y a séparation des deux
centrosomes.

M : mitose.

Les cellules qui ne sont pas dans le cycle cellulaire sont dites « quiescentes » et se
trouvent en phase Go.

A 1’¢état physiologique, la progression d’une cellule vers la phase suivante n’est
possible que lorsque tous les evénements relatifs a la phase précédente sont achevés. Le
systeme possede deux points de controle (passage de G1 a S et de G2 a M) et un point de
restriction R en G;, Chaque changement de phase du cycle cellulaire est précédé d’un contrdle
sous la dépendance de kinases (CdK), de protéines activatrices (cyclines) ou inhibitrices
(CKI).

Les élements clefs des événements majeurs du cycle cellulaire sont les enzymes a
activité protéine kinase : les CdK. Elles sont régulées par deux types de mécanismes :

- des réactions de phosphorylation et de déphosphorylation,

- par I’association avec les protéines activatrices, les cyclines.

L’activité des CdK est trés faible au début de G1. Cette activité déclenche la formation
des complexes de pré-réplication. Au milieu de la phase Gi, I’activit¢ des CdK est plus
importante. Elle est due a I’association des CdK4 et CdK6 aux cyclines de type D. Parmi les
substrats de ces enzymes, il y a la pRb (protéine régulatrice). La phosphorylation de pRb
conduit a la transcription de plusieurs genes, dont celui codant pour les cyclines E et A,
CdKl1et les protéines intervenant dans la réplication. Le passage de Gi a S (initiation de la
réplication) est induit par P’activité des complexes CyclineE-CdK2 et CyclineA-CdK2. Le
passage de G2 a M est provoqué par Dactivit¢ des complexes CyclineA-CdK1 et
CyclineBCdK1, responsables de la phosphorylation de substrats tels que le cytosquelette, les
histones et les protéines de 1’enveloppe nucléaire (Karp, 2010).

Les Phosphatases Cdc25A, B et C déphosphorylent et activent les complexes
CdK/cycline. Cdc25A permet le passage G1, S (activation de Cdk2-cycline E), alors que
Cdc25B autorise la transition G2-M (activation de CdK1-Cycline B). CdC25A et CdC25B

sont surexprimées dans de nombreux cancers (Karp, 2010).
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1.3.8.2 Apoptose

1.3.8.2 .1 Généralités

Le terme apoptose est utilisé pour décrire une des formes de mort cellulaire survenue
dans les organismes multicellulaires. L’apoptose est définie en tant que mort cellulaire
programmée qui implique le « suicide » des cellules a 1’état individuel en faveur du bon
fonctionnement de 1I’organisme dans son ensemble. Elle subit un ensemble de mécanismes de
régulation et engage un grand nombre de voies de la signalisation cellulaire. Les composants
de ces voies sont codés par le génome, exprimes et préts a étre activés lorsque le stimulus-
inducteur de la mort cellulaire apparait (Hengartner, 2000 ; Moussard, 2010). Ce processus
est essentiel dans le maintien du nombre de cellules dans les tissus et de maniére générale,
dans le maintien de 1’équilibre de 1’organisme. L’inhibition de 1’apoptose ou une apoptose
défectueuse ont pour conséquence le développement de cancers, de pathologies auto-immunes
et de maladies d’origine virale alors qu’une apoptose excessive peut conduire au
développement de désordres neurodégénératifs (Rathmell et Thompson, 2002). De
nombreux stimuli localisés a D’intérieur et a I’extérieur de la cellule sont a 1’origine de
I’enclenchement d'un processus apoptotique. Dans certains cas, 1’absence de facteurs de
croissance peut étre suffisante pour induire I’apoptose au méme titre que I’ADN endommagg,
le stress oxydatif, le traitement avec des molécules cytotoxiques ou I’irradiation, I’ interruption
de la signalisation qui régule le cycle cellulaire, les ligands de récepteurs spécifiques de la
mort cellulaire (DR : Death Receptors). Il existe deux voies de signalisation principales qui
controlent le déroulement de I’apoptose : la voie extrinséque ou celle des récepteurs
extracellulaires (TNFa :Tumeur Necrosis factor et FasL : Fas Ligand) et la voie intrinséque ou
mitochondriale(Bcl2, Bax, cytochrome c et les caspases). Le signal apoptotique implique
I’activation de nombreux enzymes qui font partie de deux grandes familles : celle des
caspases et celle des protéines de la famille Bcl-2. Les caspases ont un réle important dans les
processus de dégradation des organites cellulaires, alors que les protéines Bcl-2 participent au

maintien et & la propagation du signal (Kim et al, 2006 ; Moussard, 2010).

1.3.8.2 .2 Les caspases et les protéines mitochondriales

L’apoptose est une forme active de mort cellulaire programmée, qui constitue une
réponse de 1’organisme a des stimuli physiologiques ou pathologiques provoquant un
déséquilibre entre production et élimination de cellules. Les stimuli extérieurs ou intérieurs

modifient le rapport des protéines (Bcl2/Bax) de la membrane mitochondriale et entrainent
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I’ouverture des pores mitochondriales et libération dans le cytosol du cytochrome c et la chute
du potentiel électrochimique de la membrane mitochondriale (Cohen, 1993 ; (Moussard,
2010).
La chute du potentiel électrochimique de la membrane mitochondriale entraine :
- un découplage des phosphorylations oxydatives et arrét de la synthése d’ATP dans la
mitochondrie ;
- un défaut de maturation des protéines mitochondriales synthétisées dans le cytosol ;

- un arrét de la traduction mitochondriale ;

La libération dans le cytosol du cytochrome c active les procaspases en caspases (enzymes
protéolytiques connues sous le nom des caspases de  Cysteinyl-ASpartate-SPecific
proteASES dont le génome humain code pour au moins 14 caspases reparties en caspases
activatrices (1,4,5,11,12,13,14) de cytokines, initiatrices (2,8,9,10) des voies intrinseques,
extrinséques et la libération du cytochrome c, effectrices(3,-,7) de I’apoptose.
Les caspases ont des cibles sur lesquelles elles exercent leur pouvoir de clivage protéolytique
qui a pour conséquences :
- la dégradation des protéines impliquées dans le maintien de 1’intégrité¢ cellulaire
(actine, histones H1, topoisomérase | et lamines nucléaire) ;
- Tactivation des endonucléases du cytoplasme qui fragmentent I’ADN (Cohen, 1993 ;
(Moussard, 2010).

1.3.8.3 Biologie du Cancer

Le cancer provient de six altérations de la physiologie cellulaire qui sont communes a
toutes les cellules cancéreuses conduisant leur prolifération incontrdlée (Hanahan et
Weinberg, 2000) :

- Acquisition des cellules cancéreuses a produire leurs propres signaux de croissance

et d’étre sensibles ;

- Insensibilité aux signaux antiprolifératifs ;

- Blocage du mecanisme de 1’apoptose ;

- Acquisition d’une capacité a se diviser a I’infini ;

- Activation de I’angiogeneése des capillaires sanguins a proximité ;

- Formation des tumeurs secondaires (métastases) a partir des tumeurs primaires.
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1.3.8.3.1 Genese des cellules cancéreuses

Une cellule devient cancéreuse suite a une altération de son ADN. Il existe deux types
de modifications génétiques conduisant a la formation d’une cellule cancéreuse (Karp, 2010 ;
Lechat, 2006) :

- Inactivation de génes suppresseurs de tumeurs ;

- Activation de proto-oncongénes en oncogenes.

> Inactivation de génes suppresseurs de tumeurs

La plupart des protéines codees par les genes suppresseurs de tumeurs fonctionnent
comme des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire (Karp, 2010).

La mutation la plus rencontrée dans les cancers humains, est celle du géne qui code
pour la protéine p53 (50% des cancers). Elle est directement impliquée dans le processus de
réparation de I’ADN et dans le phénomeéne d’apoptose. Une protéine p53 non fonctionnelle
conduit & Iaccumulation d’erreurs dans le génome pouvant amener a l’apparition d’une

cellule cancéreuse (Yokota, 2000).

» Activation de proto-oncongenes en oncogenes

La prolifération incontrdlée des cellules cancéreuses est due ’activation constitutive
des oncogenes cellulaires dénommés c-oncogene. A 1’état physiologique, ces geénes se
trouvent sous forme de «proto-oncogénes» qui sont c-myc, N-myc et L-myc. Ils sont
impliqués dans les processus de croissance et de différenciation tissulaire. Ils sont induits en
oncogénes par transformation virale, par mutation, par amplification ou
translocation/dérépression génique et conférent aux cellules cancéreuses leur autonomie de
croissance puis générent des erreurs dans les programmes de maturation cellulaire.
L’amplication des proto-oncogénes (c-myc, N-myc et L-myc) est responsable des affectons
néoplasiques telles gque les leucemies, neuroblastomes et les carcinomes (SzepetowskKi et al,
1991; Moussard, 2010).

L’oncogéne muté le plus fréquemment retrouvé dans les tumeurs humaines est Ras. Il
code pour une protéine de fixation au GTP (Ras) régulatrice dans une des voies de contréle de
la prolifération cellulaire (Yokota, 2000; Lechat, 2006; Karp, 2010).

1.3.9 Les anticancéreuses et leurs modes d’action

Les agents anticancéreux utilisés en médecine moderne affectent généralement I’ADN,

le fuseau mitotique et les récepteurs hormonaux des cellules tumorales. Le tableau Il présente
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quelques anticancéreux et leurs modes d’action (Peterson et Mitchison, 2002 ; Bernades-

Genisson et al., 2003).

Tableau Il : Les anticancéreuses et leurs modes d’action

Famille Représentants Meécanisme d’action
Substitution d’un radical alkyl réactif
Cyclophosphamide, a un proton d’une structure
nucléophile hautement réactive de
Agents alkylants Busulfan, I’ADN ;
La formation de ponts inter ou intra
Carmustine caténaires non réparables entrainant

Inhibiteurs de topoisomerases
letll

Antimetabolites

Inhibiteurs du fuseau

mitotique

Immuno suppresseurs

Anthracyclines,
Bléomycine,
| Etoposide

5 —Fluoro-uracile (5 FU)
Gemcitabine

Les alcaloides

Taxanes

Les cytokines : IFN, IL (Interféron
recombinant, Interleukine)

Les Anticorps monoclonaux : Rituximab

Les anti-angiogenese : Imitanib

Les corticoides

une altération de structure del’ ADN.
La stabilisation des complexes
clivables ADN-topo isomérase
provoquant ainsi des coupures
(cassures) de I’ADN.
Inhibition de la synthése d’ADN,
ARN
Inhibition de la polymérisation.
Inhibition de la dépolymérisation.
e Anti-angiogenese et
immuno-modulation.
e Une action antiproliferatrice
sur les cellules tumorales.
e inhibiteurs des
tyrosineskinases.

e une action sur les récepteurs
hormonaux des cellules
tumorales.

Au cours des mycoses et le cancer naissent le stress oxydatif, les radicaux libres et les

inflammations.

I.4 GENERALITES SUR LE STRESS OXYDATIF ET LES RADICAUX

LIBRES

1.4.1 Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre

les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers. La surproduction des molécules

oxydantes telles que les Especes Reactives de 1’Oxygene (ERO) et les Espéces Nitrogenées

Réactives (ENR), ou le déficit en antioxydant, genérent le stress oxydatif qui conduit a des

dégats cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999 ; Yildrim et al., 2001).
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Le stress oxydatif induit de nombreuses maladies qui apparaissent avec 1’age puisque
le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale des radicaux libres. Ces maladies sont le cancer, I’athérosclérose, le diabéte, la
maladie de parkinson, la maladie de Alzheimer et les pathologies cardiaques coronariennes
(Duan et al., 2006).

Au cours des infections, le stress oxydatif induit par une libération des cytokines
prooxydantes et d’autres types de réactions d’oxydation menent & une utilisation accrue des
vitamines « antioxydantes » et a la séquestration en complexe de plusieurs minéraux qui sont
utilisees pour former les enzymes antioxydantes (Ghanmoun et Rice, 1999). Chez les sujets
infectés par le VIH, par exemple, cette utilisation accrue des nutriments vient s’ajouter a
d’autres facteurs tels que la malabsorption pour induire des carences nutritionnelles qui
déprime le systeme immunitaire (Hosein, 1998). Cette condition d’immunodépréssion
favorise le développement de nombreuses infections, parmi lesquelles les infections fongiques
(Boiron, 2008). Pour se prémunir des effets néfastes des ERO et des ENR, ’organisme va

développer différents mécanismes de défenses antioxydantes.

1.4.2 Antioxydants et radicaux libres

Un antioxydant est une substance qui a faible concentration supprime ou inhibe
significativement le processus d’oxydation avant d’étre elle-méme oxydée (Vaya et Aviram,
2001). Cette réaction d’oxydation met en jeu des intermédiaires appelés radicaux libres qui
sont des especes chimiques neutres ou chargées possedant un électron non apparié (électron
célibataire). L’antioxydant capte et neutralise les radicaux libres ; élimine et remplace

également les molécules endommagées (Rock, 2003).

1.4.3 Production des radicaux libres et role des antioxydants

L’oxydation des acides gras peut étre issue de plusieurs types de réactions

schématisées dans la figure 12 suivante :
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PHOTOOXYDATION

LH

Scission

Réducteurs température remaniement
d'oxygéne LH m
ex: Acide ascorbique %LOOH OH"

O, lipoxygenase LO*

L*AUTO -
OXYDATION
H

Cooxydation

LOO

Chélateurs de
métaux

acide citrique

Antiradicalaires EDTA, composés phénoliques

BHT,BHA , acide Gallique,
composés phénoliques

Figure 12 : Mécanisme d’action des antioxydants sur 1’oxydation des acides gras (Cuvelier
et Martel, 2002).

Le processus de photooxydation induit par 1’énergie lumineuse conduit a des
hydroperoxydes, molécules instables donnant des entités radicalaires hautement réactives qui
peuvent étre les EOR et les ENR, qui incluent aussi bien les radicaux libres (anion
superoxyde : O, ; radical hydroxyde : OH’; peroxyde : ROO° ; peroxynitrite : °ONOO’;
oxyde nitrite : NO°), que les molécules non radicalaires (peroxyde d’hydrogéne : H;0-;

oxygéne singlet : 'O, ; acide nitrique : HNO3).

Pour faire face a ces radicaux libres et le stress oxydatif qu’ils pourraient générer,
plusieurs types d’inhibiteurs interviennent & différents niveaux. Ainsi, on distingue

généralement deux classes d’antioxydants (Cuvelier et Martel, 2002):

- Les antioxydants primaires ou antiradicalaires encore appelés antioxydants vrais qui sont
des molécules capables d’interrompre la chaine auto catalytique en bloquant les radicaux
libres lipidiques par transfert d’un radical hydrogene. La plupart de ces molécules sont de

natures phénoliques telles que le BHT, le BHA, I’acide gallique et le TBHQ.
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- Les antioxydants secondaires ou préventifs sont ceux capables soit de retarder 1’oxydation
des lipides par des procédés autres que I’interruption de la chaine d’autooxydation, soit
d’inhiber la production de radicaux libres servant a I’initiation de ces réactions. On

distingue les réducteurs d’oxygene singulet et les chélateurs de métaux :

e Les réducteurs d’oxygene singulet sont des composés capables de désactiver 1’oxygene
singulet formé par photosensibilisation tel que le B- caroténe ou de ceux capables de
régenérer les antioxydants primaires telsque les tocophérols et I’acide ascorbique.

e Les chélateurs de métaux forment des complexes avec les ions métalliques et permettent de
réduire I’effet prooxydant des métaux dans I’initiation et la propagation de 1’oxydation. On
peut citer ’EDTA, 1’acide citrique, 1’acide phosphorique et les polyphosphates, 1’acide
tartrique et I’acide phytique.

L’intérét croissant a substituer les antioxydants de synthése par des antioxydants
naturels a été un moteur dans la recherche et se poursuit activement par un screening de la
matiére végétale pour I’identification de nouveaux antioxydants. En effet, les dérivés
phénoliques (thymol, cavacrol, eugénol) d’origine végétale posseédent des propriétés
antioxydantes, d’ou la possibilit¢ d’utiliser les huiles essentielles qui sont des mélanges
complexes dont certains composés sont des dérivés phénoliques (Gulluce et al., 2003 ;
Botsoglou et al., 2003).

1.5 INFLAMMATIONS ET LES ANTI-INFLAMMATOIRES

1.5.1 Définition de ’inflammation

L’inflammation est une réponse non spécifique de 1’organisme a une agression qui se
manifeste par divers symptdmes : rougeur, tuméfaction, chaleur, douleur. Elle peut étre

chronique ou aigué (Rousselet et al., 2005).

1.5.2 Inflammations aigués

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
ou semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-
exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou aprées traitement,
mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousselet et al.,
2005).
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1.5.3 Inflammations chroniques

Les inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évoluent en

persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. On peut distinguer

deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques (Rousselet et al.,
2005) :

Les inflammations aigués qui évoluent en inflammations prolongées subaigués et
chroniques lorsque I'agent pathogéne initial persiste dans les tissus ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant a
chaque épisode des destructions tissulaires de moins en moins bien réparées.

Les inflammations peuvent parfois se manifester d'emblée sous une forme apparemment
chronique. La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapercue car bréve ou
asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-immunes, des affections ou les
mécanismes dysimmunitaires sont prépondérants (par exemple I’hépatite chronique

active secondaire a une infection par le virus de I'népatite B ou C).

L’inflammation ainsi définie se déroule classiquement en trois étapes :

Les

Une augmentation de la perméabilité capillaire entrainant cedéme et gonflement. C’est
au cours de cette étape que les substances responsables de la douleur sont libérées.

Une prédominance des polynucléaires cellulaires dans Dinfiltration puis il y a
diminution de leur nombre pour faire place a des cellules mononuclées.

Une réparation dans laquelle le fibroblaste est la cellule dominante.

éléments cellulaires qui interviennent dans les inflammations sont les polynucléaires

(neutrophiles, éosinophiles), les lymphocytes et les plasmocytes (Rousselet et al., 2005).

Il a été démontré que les leucotrienes, produits majeurs de la 5-lipoxygénase, sont des

médiateurs biologiques actifs, tres important dans le processus de I’inflammation (Baylac et
Racine, 2003).

1.5.4 Les anti-inflammatoires et leurs modes d’action

Un anti-inflammatoire est un médicament destiné & combattre une inflammation. On

distingue deux grandes catégories de médicaments anti-inflammatoires: les anti-

inflammatoires stéroidiens (AIS) encore appelés corticoides ou corticostéroides et les anti-

inflammatoires non stéroidiens (AINS), (Neuwinger, 1996 ; Bilan et al., 2000).
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Les premiers anti-inflammatoires sont des hormones naturelles synthétisees dans la
zone corticale des glandes surrénales a partir du cholestérol. Ce sont des glucocorticoides
utilisés soit a titre substitutif pour suppléer une déficience surrénalienne, soit a une dose
pharmacologique ou leurs propriétés anti-inflammatoires immunosuppressives sont
recherchées. Ils agissent en se liant a des récepteurs ou en partie a I’albumine et inhibent

fortement la réaction inflammatoire précoce (Neuwinger, 1996 ; Bilan et al., 2000).

Les seconds sont des médicaments symptomatiques a action rapide ayant des
propriétés analgésiques pour certains et antipyrétiques pour d’autres. Ils possedent les mémes
propriétés pharmacologiques que 1’acide acétyl salicylique (aspirine): analgésique,
antipyrétique et anti-inflammatoire. lls permettent de réduire les signes locaux d’une réaction
inflammatoire (douleur, rougeur, chaleur) et présentent des effets communs (toxicité gastro-
intestinale, effets rénaux, action anti-agregante plaquettaire et retard a 1’accouchement). Ils
agissent également sur le métabolisme des glucides en augmentant le taux du glucose sanguin,
en diminuant le glycogéne hépatique et la synthese des lipides ainsi que leur accumulation

dans les tissus enflammés (Neuwinger, 1996; Bilan et al., 2000).

Les principaux sites d’action des anti-inflammatoires sont la phospholipase A,, les
cyclooxygenases et la 5-lipoxygenase (Le Borgne et al., 2000). Sous I’effet de divers stimuli,
la phospholipase A, contenue dans les membranes cellulaires est activee permettant la

libération d’acide arachidonique, substance métabolisée par plusieurs voies :

e La voie de la lipoxygenase qui aboutit aux lipoxynes (inhibiteurs des lymphocytes T
cytotoxiques) et aux leucotriénes et accroissent la perméabilité capillaire ;

e Lavoie de la cyclooxygénase qui méne aux prostaglandines, a la prostacycline (PG12)
et au Thromboxane A,.

1.5.4.1 Inhibiteurs des cyclooxygénases

La majorité des AINS ont été découverts et utilisés en clinique bien avant que leur
mécanisme d’action ne soit connu. Plusieurs études ont permis de classer les principaux
inhibiteurs cyclooxygénases en fonction de leur sélectivité d’action anti cyclooxygénase. On
distingue les inhibiteurs préférentiels des cyclooxygénases de type | (COX-1) par exemple
I’aspirine, des inhibiteurs sélectifs des cyclooxygénases de types Il (COX-2), en principe

dépourvus d’effet ulcérigéne (il s’agit par exemple de célebrex” et celebid 1007 et enfin des
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inhibiteurs non sélectifs tels que 1’ibuproféne et le naproxéne (Vane et Botting, 1995 ; Piret
etal., 1997 ; Benjarano, 1999).

1.5.4.2 Inhibiteurs des lipoxygénases

Les recherches s’intéressent de plus en plus a des inhibiteurs potentiels des
lipoxygénases zileuton est un inhibiteur de 5-lipoxygénase qui, en inhibant la synthése des
leucotriénes correspondants, a donné des résultats intéressants dans le traitement de 1’asthme.
Il a une courte durée d’action du fait de sa métabolisation rapide. Son principal effet

indésirable est 1’¢lévation des transaminases avec risque d’hépatite.

La mésalazine a une activité liée a 1’inhibition de la 5-lipoxygénase responsable de la
synthese du LTB,4. L’esculétine, dérivé coumarinique extrait d’Aesculus hippocastamum,
inhibe I’activité de la lipoxygénase et a montré des effets antiprolifératifs sur certaines

tumeurs expérimentales (Piret et al., 1997).

1.5.5 ROle de la 5-lipoxygenase dans le processus de I’inflammation

L’inhibition de la 5-lipoxygénases représente une cible thérapeutique pour diverses
maladies. Il a été démontré que les leucotrienes, produits majeurs de la 5-lipoxygénase, sont
des médiateurs biologiques actifs, trés importants dans le processus de 1’inflammation tels que
I’asthme, I’arthrite, le rhumatisme, la douleur, la réponse allergique etc (Braga et al., 2000 ).
La figure 13 répresente le mécanisme d’obtention des médiateurs biologiques a partir de la 5-

lipoxygénase.
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Acide arachidonique 5-HETE (acide '
5-lipoxygénase 5—hydroxye|cosatétraén0|que)
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Figure 13: Mécanisme d’obtention des médiateurs biologiques a partir de la 5-lipoxygénase.

La 5-lipoxygénases catalyse 1’oxydation du motif ( Z), (Z)-pentadiéne de 1’acide
arachidonique en son dérivé hydropéroxyde (Z), E conjugué. Les produits terminaux sont le
5-HETE et la leucotriéne LTA,.

Celui-ci subit encore I’action catalytique de deux enzymes conduisant au LTB4 (LTAy

hydrolase) et LTC4 (LTC,4 synthétase).

Il faut signaler qu’il existe plusieurs types de lipoxygénases avec différentes
spécificités et aucun effet inhibiteur d’un type ne peut étre extrapolé sur un autre. Les
inhibiteurs potentiels de cette enzyme sont nombreux, ceux d’origine végétale encore plus
spécialement certaines huiles essentielles (Sircar et al., 1983 ; Alexander, 2001 ; Baylac et
Racine, 2003).

1.5.6 Etude in vitro de I’inhibition des lipoxygénases

On retrouve les lipoxygénases dans tous les végétaux. Les dérivés hydropéroxydes (les

acides linoléiques et linoléniques) sont les substrats les plus courants des lipoxygénases du
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regne vegétal. La figure 14 répresente le mécanisme d’obtention des dérivés hydropéroxydes

de la lipoxygénase vegetale.

Acide linolénique

N = = T " Co0H

o, Acide linoléique

I T e le) ]

Lipoxygénase O,
OOH
WWCOOH

Acide 13(S)-hydropéroxy-9(Z),11(E),15(Z)-octadécatriénique
(C13-HPOT) QOH
/\A/\/WCOOH

Acide 13(S)-hydropéroxy-9(Z),11(E)-octadécadiénoique
(C13-HPOD)

Hydropéroxyde lyase

\/:\/CHO \/\/\/CHO /\/\/CHO
3(Z)-Hexénal 2(E)-Hexeénal

Figure 14 : Mécanisme d’obtention des dérivés hydropéroxydes de la lipoxygénase végétale.

La dégradation ultérieure des dérivés hydropéroxydes par des lyases conduit aux

dérivés aliphatiques (hexanals, hexénals).

Ce processus est trés semblable a celui observé sur 1’acide arachidonique, ce qui
justifie I'utilisation des lipoxygénases d’origine végétale (germe de soja, pomme de terre)

facilement accessible comme « modeles » pour le screening d’anti-inflammatoires potentiels.

1.5.6.1 Méthode d’étude in vitro de P’ activité inhibitrice des lipoxygénases

Il existe plusieurs techniques de mesures de I’activité inhibitrice des lipoxygénases in
vitro. La plus utilisée est celle décrite par Sircar et al. (1983) ; Safayhi et al. (1992) ; Amano

et al. (2003) ; celle utilisée dans notre travail.

Cette technique est basée sur le suivi de I’oxydation des acides gras contenant le motif
1’4- (Z), (Z). C’est le cas de I’acide linoléique dont la conversion en dérivé hydropéroxyde

(2), (E) catalysée par la lipoxygénase, est suivie en spectrophotométrie UV par absorption a
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234 nm du motif diéne conjugué. La cinétique de I’oxydation est comparée a celle obtenue a

partir de I’acide NDGA qui est un inhibiteur de référence des lipoxygénases.

On peut également citer une autre méthode de screening de I’activité anti-
inflammatoire potentielle d’un échantillon qui consiste a évaluer la diminution de la
production de l1a5-HETE a partir de I’acide arachidonique, catalysée par la 5-lipoxygénase
d’origine animale (leucocytes de porc) (Wagner et Fessler, 1986).

L’intérét croissant pour les antifongiques, les antioxydants, anti-inflammatoires et
anticancéreuses d’origine naturelle constitue un moteur dans le screening des matieres

végétales en vue d’identifier de nouveaux médicaments.

1.6 GENERALITES SUR LES PLANTES ETUDIEES

1.6.1 Généralités sur les Annonaceae

Les Annonaceae constituent une grande famille végétale formée de 130 genres et de
plus de 2300 espéces. On les retrouve en grande partie dans les régions tropicales et
subtropicales (Lebceuf et al., 1982). Elles appartiennent a 1’ordre des Annonales
(magnoliales), classe des Dicotylédones, sous embranchement des Angiospermes,
embranchement des Spermaphytes. Les plantes de cette famille sont ligneuses et on les
retrouve sous formes variées : arbres, arbustes, arbrisseaux, buissons sarmenteux ou lianes.
Les formes biologiques les plus abondantes sont les arbres de taille moyenne (15 a 20 m) et
les arbustes (7 a 10 m) (Le Thomas, 1969). Leurs écorces, feuilles et fruits dégagent une
odeur aromatique caractéristique (Walker et al., 1961). Le fruit est trés important dans la
séparation des genres et plus rarement dans celle des especes (Le Thomas, 1969).

La famille des Annonaceae comporte plusieurs espéces intéressantes du point de vue
alimentaire, économique ou thérapeutique. Les genres Monodora et Xylopia donnent des

fruits qui sont des épices utilisées par les populations tchadiennes et camerounaises.

Ce travail envisagé porte sur quatre plantes appartenant a trois genres de la famille des
Annonacées, Monodora myristica, Xylopia aethiopica et Xylopia parviflora du Tchad et du

Cameroun et Uvaria angolensis du Cameroun.
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1.6.1.1 Le genre Monodora

Le genre Monodora est constitué d’arbres ou d’arbustes parfois lianescents, glabres ou
a indument de poils simples. Les fleurs comportant 3 sépales, sont hermaphrodites, grandes,
solitaires ou rarement géminées. Les étamines trés nombreuses, sessiles, oblongues a theques
extrorses, connectifs épais, elargistronqués au dessus des anthéres. Les carpelles sont soudés
en un ovaire uniloculaire a placentation pariétale. Les stigmates sont concrescents en une
masse le plus souvent en roulée, dépassant a peine les étamines ; les fruits sont syncarpiques,
pendants, globuleux, & ovoides- coniques, a péricarpes ligneux. Les graines sont nombreuses,
noyées dans une pulpe, suboblongues a subellipsoides, a testa mince, lisse. L’embryon est
petit et les cotylédons sont plans. Le genre africain comporte environ 14 especes tropicales de

sous-bois en foret dense humide ou dans les galeries forestiéres (Burkill, 1985).

Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié les huiles essentielles des graines de

Monodra myristica du Tchad et du Cameroun.

.

Graines de Monodora myristica (Tchad) Graines de Monodora myristica (Cameroun)

Figure 15: Monodora myristica (Gaertn.) Dunal (Photographie Bakarnga-Via, 2012)
Monodora myristica (Gaertn.) Dunal.

Synonymes (référence): Monodora myristica Gaertn(1797), Monodora borealis Sc.
Elliott(1895), Monodora claessensii De Wild (1911), Monodora grandiflora Benth (1862)

Nom commun (réference): Faux muscadier

Noms vernaculaires : Pebé (Douala) ; Ding (Ewondo) ; ikoma (Bassa) ; ozek (boulou) ;
Bamileké (medjeng, mendak mendjock) ; Tchad (Ariwo).
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1.6.1.1.1 Botanique
Arbre atteignant 35m de hauteur et 50-70 cm de diamétre ; tronc a fat droit ; écorce
rugueuse, grossierement striée, a tranche mince et fibreuse ; cime largement étalée ; jeunes
rameaux pruineux, glabres. Feuilles simples ; limbe elliptique a obove, mesurant 9-50 cm x
320 cm; membraneux ; base arrondie a subcordée, bords entiers et sommet courtement
acuminé ; pétiole atteignant 14 mm de longueur. Fleurs odorantes, solitaires, pédicelle
atteignant 25 c¢cm de longueur, muni d’une bractéole plus ou moins ovale vers la moitié
supérieure, bractéole mesurant 2-4 x 1-3 cm; calice a 3 sépales verts tachetés de rouge
violacé, lancéolé, oblongs, mesurant 2-3,5 x 0,7-1,5 cm, & marges ondulées-crispées ; corolle
a 6 pétales en verticelle ; pétales externes jaune orange et tachetés de rouge, largement ovés,
mesurant 4-9 x 2-3,5 cm, glabres ; pétales internes blancs tachetés de rouge, largement ovés,
mesurant 2,5-4,5 x 2-2,8 cm, auriculés au-dessus d’un onglet trés court (3-6 mm), pubescent
sur les bords et sur les oreillettes ; androcée de plusieurs étamines oblongues ; pistil a ovaire
conique, atteignant 2,5 mm de diametre. Fruit composé subsphérique, atteignant 15 cm de
diametre. Graines nombreuses noyées dans une pulpe blanche ; oblongues et légérement

comprimeées, atteignant 1,8 x 1,2 cm, de couleur brun clair (Achoundong et al., 2003).

1.6.1.1.2 Ecologie

Espéce présente en Afrique tropicale de la Sierra Leone a 1’Angola et a I’Ouganda, au
Tchad ainsi qu’au Cameroun et sur les iles du Golfe de Guinée. C’est une espece de forét
dense humide sempervirente, de basse et moyenne altitude, parfois de forét dégradée et elle

acclimate aux zones de savane (Lebeeuf et al., 1982).

1.6.1.1.3 Ethnobotanique
Les graines sont la partie de la plante la plus utilisée. Ces graines a saveur piquante et a
odeur aromatique, s’utilisent séches (préalablement brdlées ou grillées) écrasées sous forme
poudreuse comme condiments dans la confection de plusieurs mets camerounais (sauce jaune,
pépé soup, mbdgod djobi, etc...). Elles s’utilisent également pour soulager la constipation, les
migraines et le contrdle passif de I’hémorragie utérine chez les femmes immédiatement apres
la délivrance (Burabai et al., 2009). En République Centrafricaine, les graines sont utilisées

dans le traitement de I’hypertension (Koudou et al., 2007).

Au Tchad, les graines servent des condiments dans la sauce et les tradipraticiens

utilisent ces graines pour soigner la toux et calmer les céphalées..
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1.6.1.1.4 Travaux antérieurs
Lamaty et al. (1987) ont analysé la composition chimique de I’huile essentielle des
fruits de Monodora myristica récolté a Yaoundé (Cameroun) par la CPG et CPG/SM et ont
montré qu’elle est riche en a-phellandréne (48,8%), a-pinéne (15,9%), limonéne (8,7%),
myrcene (7,9 %), a-thujene (6,3%) et en linalol (3,0 %).

Garry et al. (1997) étudiant la corrélation entre la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne ont reporté que de I’huile essentielle des fruits de Monodora myristica riche
en ces composés majoritaires décrits précedemment par Lamaty et al. (1987) inhibe la

croissance de Candida albicans a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) > 9 mg/ml.

Tatsadjeu et al. (2003) ont montré que 1’huile essentielle de Monodora myristica
récolté a Yaoundé constituée majoritairement de 1’a-phellandréne (29,2 %), p-cyméne
(11,2%), a-pinéne (9,7 %), cis-sabinol (6,9 %) et de limonéne (6,8 %) a une activité
antimicrobienne sur les souches de bactéries et de champignons testées avec des diametres

d’inhibition variant entre 11 et 30 mm a une CMI > 5000 ppm.

Kouamé et al. (2004) ont montré que les huiles essentielles des graines de Monodora
myristica ont des propriétés désinfectantes et antiseptiques dues au p-cymene, ce qui est en

faveur de leur utilisation traditionnelle dans le traitement des blessures et plaies.

Burabai et al. (2009) ont montré que les graines de Monodora myristica contenaient
14,7% d’eau, 9,1% de protéines brutes, 29,1% d’huile brute et 25,9 % de fibres. Une
consommation adéquate de fibres alimentaires est importante pour une santé optimale, par
conséquent ces graines aideraient a la prévention de la constipation et des désordres gastro-
intestinaux. Ces graines contiennent également des éléments minéraux potassium (817,33
ppm), calcium (4210,12 ppm), phosphore (1034, 50 ppm), magnésium (923,40 ppm). La
littérature montre que le calcium et le phosphore sont responsables de la formation des os et
des dents chez les animaux, par conséquent cette graine nutritive peut étre utilisée comme une

source diététique pour ces éléments.

En 2013, Alitonou et al. ont identifié vingt quatre composés dans I’huile essentielle des
feuilles de Monodora myristica récolté a Abomey-Calavi (Benin) dont 1’a-phellandrene
(65,5%) et l’a-pinéne (6,2%) sont les principaux produits majoritaires. Les acitivtés

antiradicalaire et anti-inflammatoire se sont avérées étre faibles.
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1.6.1.2 Le genre Xylopia

Le genre Xylopia regroupe des arbres, a flt généralement étroit et relativement élevé,
coiffé d’une cime a rameaux étalés horizontalement, ou alors des arbustes, glabres ou

indument de poils simples.

Les boutons floraux sont ovoides ou le plus souvent lancéolés. Les fleurs
hermaphrodites sont axillaires, solitaires, en cyme ou fasciculées. Au nombre de trois, les
sépales sont valvaires, plus ou moins soudés a la base, beaucoup plus courts que les pétales.
Les pétales sont au nombre de six, libres, disposés en deux cycles valvaires, epais, dressés ou
étalés ou le plus souvent linéaires, élargis et concaves a la base. Les étamines sont
nombreuses, linéaires, a filets courts, articulés. Les carpelles en nombre variables (3 a 34)
sont libres. Les ovaires sont ovoides a ovoides-oblongs. Les fruits sont a péricarpes
nombreux, cylindriques ou ovoides, stipités ou sessiles. On y compte 1 a 8 graines uniseriées,

verticales ou obliques, bisériées et horizontales (Burkill, 1985).

Le genre Xylopia est I’un des plus importants de la famille des Annonaceae avec
environ 150 especes. 11 est représenté en Afrique par une trentaine d’espéces environ, pour la
plupart en zone forestiere (Burkill, 1985). Dans ce genre nous avons étudié les graines de
deux especes : Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich., Xylopia parviflora (A. Rich) Bentham
(1862) du Tchad et du Cameroun.

Fruits de Xylopia aethiopica (Tchad) Fruits de Xylopia aethiopica (Cameroun)
Figure 16 : Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich. (Photographie Bakarnga-Via, 2012)

1.6.1.2.1 Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich.
Noms communs : Francais : Poivrier de Guinée, poivrier d’Ethiopie Anglais : Ethiopian

pepper, african pepper.
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Noms vernaculaires: Bangangté : netsham, Bassa : ikoli Boulou : ekur ; Douala : ebondo

mbonji ; Fufuldé : kembare ; Ewondo : akwi ; Tchad: Tchimba

» Botanique

Arbre atteignant 30 m de hauteur et 70 cm de diameétre, a petits contreforts ailés a la
base ; fOt droit cylindrique ; branches étalées horizontalement et ascendantes au bout ; cime
conique et feuillage vert sombre ; écorce brun-grisatre a rougeatre, fissurée, tranche d’environ
1 cm d’épaisseur, fibreuse, brun jaunatre a lignes claires ou foncées, odorante. Feuilles
alternes, simples ; limbes elliptiques atteignant 20 x 9 cm, coriaces, sommet aigu ; nervures
latérales peu visibles ; pétiole long de 2-6 mm. Inflorescences en fascicules de 2-6 fleurs ou
fleurs solitaires. Fleurs triméres d’environ 5¢cm de longueur, de couleur blanchatre, trés
odorantes, hermaphrodites ; nombreuses étamines et nombreux carpelles libres et pubescents ;
pédicelle épais, long d’environ 1cm. Fruits : grappes de 20-30 follicules cylindriques,
atteignant 6 x 1 cm, légerement étranglés entre les graines, rouge-brun a I’extérieur, se
retournant completement aprés déhiscence, rouge vif a ’intérieur. Graines au nombre de 4-9,
unisériées, verticales mesurant 7-5 x 4-2 mm, brun luisant avec un arille orangé, a odeur
poivrée (Burkill, 1985 ; Achoundong et al., 2003).

» Ecologie
Originaire d’Afrique tropicale, le poivrier d’Ethiopie est une espece restreinte surtout a
la zone guinéenne. Présente du Sénégal a 1’ Angola et au Mozambique a I’Est, on la trouve au
Cameroun, dans les lisiéres de forét, les galeries forestiéres et les recrls broussailleux dans les
savanes a Terminalia glaucescens. C’est une espéce de milieux humides qui se rencontre en
individus isolés. Elle supporte les sols légérement salés en s’intégrant aux communautés

végétales cotieres (Burkhill, 1985).

» Ethnobotanique

Les graines de Xylopia aethiopica sont utilisées comme condiment aussi bien a 1’état
frais qu’apres séchage (Vivien et Faure, 1995 ; Carriere, 2000). Ces graines sont utilisees
comme succédané du poivre pour épicer divers mets en Afrique. Il en est de méme pour
I’écorce moulue qui s’utilise chez les Banen du Cameroun pour assaisonner la pate de banane
plantain aux feuilles de macabo (Noumi, 1984). Les racines, aussi aromatiques que les
graines, sont plutét utilisées en décoction concentrée contre les maux de dents (Burkill,
1985). La décoction de feuilles s’emploie contre les rhumatismes ou comme vomitif. La pulpe

et I’épicarpe du fruit sont utilisés dans la composition d’une potion contre I’herpés vaginal.
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Xylopia aethiopica intervient également dans le traitement de I’asthme (Tabuna, 2000). Au
Tchad, les fruits servent comme condiment aromatique et les tradipraticiens utilisent le

décocté pour le traitement des bronchites et de la dysenterie.

» Travaux antérieurs
Lamaty et al. (1987) ont analysé la composition chimique de I’huile essentielle des
fruits de Xylopia aethiopica récolté a Yaoundé (Cameroun) et ont montré qu’elle est
majoritairement constituée de sabinéne (23,9 %), p-pinéne (17,4 %), terpinén-4-ol (12,9 %),
a-pinéne (8,8 %) et de B-phellandréne (6,9 %).

Garry et al. (1997) étudiant la corrélation entre la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne ont reporté que de I’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora riche en
ces composes majoritaires décrits précédemment par Lamaty et al. (1987) inhibe la

croissance de Candida albicans a une CMI de 4 mg/ml.

Certains produits cosmétiques utilisés au Cameroun comportent les huiles essentielles
de Xylopia aethiopica (Awono et al., 2003). Boyom et al. (2003) ont montré 1’activité
antiplasmodiale de I’huile essentielle de Xylopia aethiopica sur Plasmodium falciparum W2 a
une Clso de 17,80 ug/ml. Koba et al. (2008) ont révélé que I’huile essentielle des fruits de
Xylopia aethiopica récoltés a Lomé (Benin) dont les constituants majoritaires sont le B-pinene
(23,6 %), I’a-pinene (11,0 %), le sabinéne (9,6 %), le germacrene D (8,3 %) et le 1,8-cineole
(8,2 %), ne présente aucun effet cytotoxique sur les lignées cellulaires (HaCaT) normales de

I’épiderme a une ICsy supérieure a 3000 pg/ml.

Soro et al. (2010) ont montré que les extraits naturels (la poudre et I’huile essentielle) du de
Xylopia aethiopica, in vitro et in vivo sont fongicides sur le mycopathogéne Fusarium
oxysporum f. sp radicis-lycopersici (Forl), mycopathogene tellurique qui crée le plus de
dégats et dommages en cultures de tomate par la fonte du semis et la pourriture des collets et /
ou des tiges en Cote d’Ivoire a des CMI de 1 g/l et 50 ppm pour 1’extrait de poudre et pour
I’huile essentielle respectivement en inhibant la croissance radiale mycélienne. Ces extraits de
poudre ou d’huile essenticlle des fruits de Xylopia aethiopica peuvent étre utilisés en lutte
biologique.

Choumessi et al. (2012) ont montré que les extraits ethanoliques de Xylopia

aethiopica du Cameroun présentent une activité anti proliférative sur les lignées des cellules
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cancéreuses (HCT116 colon cancer, U937 et KG1a leukemia cells) aux Clso de 12 ug/ml, 7,5

pg/ml et supérieure 25 pg/ml respectivement.

1.6.1.2.2 Xylopia parviflora (A.Rich) Bentham (1862)

Figure 17: Xylopia parviflora (A. Rich) Bentham (1862) (Photographie Bakarnga-Via,
2012)

Xylopia parviflora (A. Rich) Bentham (1862)

Synonymes : Uvaria parviflora A. Rich. ; Xylopia vallotii Chipp.
Nom commun : Poivrier de Sedhiou

Noms vernaculaires : Bangangté : mbatou’ou ; Ewondo : odjobi ; Tchad : Kakdoum.

» Botanique

Petit arbre ou arbuste atteignant 20 m de hauteur et 60 cm de diametre ; base avec 4-8
contreforts s’élevant jusqu’a 2-3 de hauteur ; fit court, houppier avec de nombreuses branches
horizontales, rameaux retombants lenticelles ; écorce brune, lisse, tranche fibreuse jaune
orangé. Feuilles alternes, simples; limbe elliptiques ou oblong, atteignant 10 x 4 cm,
subcoriaces; sommet acuming, & nervures latérales peu visibles ; pétiole pouvant mesurer
jusqu’a 6 mm de longueur. Inflorescences en fascicules de 2-3 fleurs, ou fleurs solitaires.
Fleurs trimeres, longues de 3-5 cm, verdatres, étamines nombreuses ; 4-6 carpelles libres,
pubescentes ; pédicelle gréle pouvant mesurer jusqu’a 1,5 cm de longueur. Fruits avec
follicules cylindriques atteignant 4 x 1,5 cm et groupés par 3-5 léegérement étranglés et plus

ou moins cotelés longitudinalement, verts a 1’extérieur, se retournant complétement apres
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déhiscence, rouges a I’intérieur. Graines jusqu’a 10, bisériées horizontales ; mesurant 1-1,5 x
0,5-0,7 x 0,5 cm ; vertes quand elles sont fraiches, brunes quand elles sont seches ; poids

moyen de 0,5 g par graine séche (Achoundong et al., 2003).

» Ecologie
Espéce d’Afrique tropicale de la Casamance a 1’Angola et du Soudan au Zimbabwe.
Au Cameroun tout comme au Tchad, on la trouve au bord des riviéres, en forét dense et dans

les galeries forestieres (Burkhill, 1985).

» Ethnobotanique

La pulpe poivrée de la graine est utilisée comme condiment apres séchage. .Xylopia
parviflora est aussi utilisé comme plante médicinale. Ses racines et ses feuilles sont efficaces
dans le traitement de la toux et du rhume. Les racines entrent dans le traitement de la lépre, du
chancre syphilitique, de I’impuissance sexuelle, de la dysenterie, du kwashiorkor, de la
jaunisse, etc. En association, les racines, les feuilles et les écorces soignent les céphalées, les
oreillons, les otites, la conjonctivite (Vivien et Faure, 1995 ; Arbonnier, 2004). Au Tchad,
les pulpes de graines servent de condiment et les tradipraticiens uilisent le décoté des racines,

feuilles pour calmer les douleurs intestinales et soigner la rougeole.

» Travaux antérieurs
Lamaty et al. (1989) ont analysé la composition chimique de 1’huile essentielle des
fruits de Xylopia parviflora récolté a Bayagam (Cameroun par la CPG et CPG/SM et ont
montré qu’elle est constituée majoritairement de B-pinene (40,0 %), a-pinene (14,0 %), (E)-B-

ocimene (5,4 %), trans —pinocarvéol (2,7 %) et de myrténol (2,6 %).

Garry et al. (1997) étudiant la corrélation entre la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne ont reporté que de I’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora riche en
ces composes majoritaires décrits précédemment par Lamaty et al. (1989) inhibe la

croissance de Candida albicans a une CMI de 4 mg/ml comme celle de Xylopia aethiopica.

L’écorce de Xylopia parviflora constituée des isoquinolines bioactifs quaternaires

possede des propriétes analgésiques, antispasmodiques (Nishiyama et al., 2004).

Boyom, (2004) a étudié la composition chimique de I’huile essentielle des écorces de
Xylopia parviflora et révélé qu’elle est riche en monoterpénes (50,78 %) et en sesquiterpénes

(47,11 %) avec comme composés majoritaires le cypéréne (20, 2 %) et le B-pinene (10,07 %)

52



et dotée d’une activité antiplasmodiale sur la souche W2 de plasmodium falciparum en culture

aune Clsp de 11,31 pg/ml.

Boyom et al. (2011) ont montré I’activité antiplasmodiale des extraits methanoliques
et ehanoliques de Xylopia parviflora sur P. falciparum W2 avec des Clso de 3,44 et 5,86

ug/ml.

En 2011, les travaux de Kuiate et al. ont revelé que les extraits hydroéthanolique et
éthanolique des graines de Xylopia parviflora possedent une forte activité antioxydante par

inhibition de I’oxydation de la LDL, et de I’acide a-linoléique.

Woguem et al. (2014) ont montre que 1’huile essenticlle des fruits de Xylopia
parviflora récolté dans le Nde (Ouest-Cameroun) riche en B-pinéne (34,0 %), a-pinéne (10, 3
%), trans-pinocarvéol (5,0 %) et myrténol (4,6 %) est dotée des propriétés antiradicalaire,

anti-inflammatoire , antimicrobienne et anti-tumorale.

1.6.1.3 Le genre Uvaria

Le genre Uvaria regroupe les espéces de plantes appartenant a cette famille. Ce sont
des buissons a arbustes, généralement des lianes, le plus souvent a poils étoilés. Les fleurs
sont généralement bisexuées, plus rarement unisexuées et souvent caduques. Les fruits
contiennent de nombreuses graines qui sont entourées d’une excroissance (Troupin, 1982).
Notre étude porte sur I’huile essentielle des feuilles de Uvaria angolensis (Welwitsch ex

Oliver) du Cameroun.

Figure 18: Feuilles de Uvaria angolensis (Cameroun); (Photographie Bakarnga-

Via, 2012)
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Uvaria angolensis (Welwitsch ex Oliver)
Noms communs:

Uvaria bukobensis (Engler et Diels)
Uvaria nyassensis (R.E.Fries)

Uvaria variabilis (De Wild)

Noms vernaculaires : Tchad (Kakmassi)

1.6.1.3.1 Botanique
C’est une liane ou un arbuste atteignant 6 m de hauteur. Les feuilles sont a pétiole
long de 3-10 mm. Fleurs jaunes, solitaires, ou en cymes condensées. Pédicelle court, long de
4-6 mm et sépales soudés en cupule dans le bouton. Fruits a pédicelle long de 7-10 mm;
méricarpes cylindriques, longs de 1,3-4 cm, larges de 6-20 mm. Graines bisériées, de plus ou

moins 1 cm de longueur a maturité, a testa brillant brun-noiratre (Le Thomas, 1969).

1.6.1.3.2 Ecologie
Uvaria angolensis est une espece de galeries forestiéres, de forét dense humide et de
foréts rivulaires. Elle est trés largement répandue en Afrique, de la Sierra Leone a la
République Centrafricaine jusqu’en Rhodésie du Nord (Le Thomas, 1969). Cette espéce n’a

fait ’objet d’un usage traditionnel.

1.6.1.3.3. Ethobotanique
A notre connaissance 1’usage ethnobotanique de Uvaria angolensis est tres peu
connue. Cependant les plantes du genre Uvaria sont généralement reconnues pour leur
utilisation en médécine traditionelle pour le traitement de certaines maladies telles que la
dysenterie, la fatigue, la sénescence, les douleurs abdominales et la cicatrisation des plaies
(Adjanohoun et Assi, 1979). Les tradipraticiens du Tchad et du Cameroun ulisent le décocté

des feuilles racines pour combatre les furoncles, les douleurs intestinales et les convultions.

1.6.1.3.4 Travaux antérieurs

Hufford et al. (1982) ont isolé des écorces des racines de Uvaria angolensis collectées
au Nigéria huit dihydrochalcones C-benzylés ou C-méthylés et des flavanones.

Muhammad et Waterman (1985) ont montré que les écorces du tronc de Uvaria
angolensis récoltées dans le Parc national de Gombe en Tanzanie contiennent du benzoate de

benzyle, un nombre connu de dihydrochalcone C-benzylé et quatre indoles unique C- et N-

54



benzylés : uvarindoles A-D. De méme en 1988, ils ont isolé trois uvarisesquiterpenes

(nommeés A, B et C) des écorces du tronc de cette plante.

Hufford et al. (1987) ont isolé 1’angoluvarine de Uvaria angolensis et ont montré
qu’elle possédait une activité antimicrobienne sur Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus et
Mycobacterium smegmatis avec des CMI de 0,78 pg/ml, 1,56 pg/ml et 3.12 pg/ml
respectivement. Boyom (2004) a montré que les huiles essentielles extraites des écorces de
tronc et des feuilles de Uvaria angolensis récolté a Mont kalla (Yaoundé) et constituées
respectivement des mémes composés majoritaires : le B-caryophylléne (19,5 % et 11,12 %) ;
I’oxyde de caryophylléne (6,8 % et 10,42 %) et I’oxyde de I’humuléne (6,23 % et 12,81 %)
possedent une activité antiplasmodiale sur la souche W2 de plasmodium falciparum a des Clsg

de 19.76 pg/ml et 35, 02 pg/ml respectivement.
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11.1 MATERIEL

11.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail était constitué de graines de Monodora

myristica, des fruits de Xylopia aethiopica et de Xylopia parviflora et des feuilles de Uvaria

angolensis de la famille des Annonaceae récoltés au Tchad et au Cameroun.

Chaque plante a été identifiée a I’herbier du Centre National d’appui a la Recherche
(HCNAR) du Tchad et I’Herbier National du Cameroun (HNC) suivant le lieu de récolte.

Les dates et lieux de récolte de chaque échantillon ainsi que les numéros de référence

sont consignés dans le tableau 111

Tableau 111 : Echantillons végétaux utilisés dans I’étude
Nom de la plante Organe Lieude Date de Numéro de référence
récolte récolte
Monodora myristica (Cameroun)  Graine Kribi 25-03 -2012 27690/SFR/CAM
Monodora myristica (Tchad) Graine Goré 19-03-2012  6814/HCNAR/CHAD
Xylopia aethiopica (Cameroun) Fruit Kribi 25-03-2012 28725/SFRICAM
Xylopia aethiopica (Tchad) Fruit Goré 19-03-2012  7563/HCNAR/CHAD
Xylopia parviflora (Cameroun) Fruit Kribi 25-03-2012 42351/SFR/ICAM
Xylopia parviflora (Tchad) Fruit Goré 19-03-2012  7557/HCNAR/CHAD
Uvaria angolensis (Cameroun) Feuille Montkalla  25-03-2012 16797/SRF/CAM

11.1.2 Matériel fongique

L’activité antifongique a été déterminée sur 3 champignons levuriformes :

- Candida albicans ATCC24433

- Candida parapsilopsis ATCC22019

- Cryptoccocus neoformans 1P95026)

Ces levures ont été fournies par le Centre Pasteur du Cameroun dans le cadre de la

collaboration avec I’Unité des Agents Antimicrobiens du Laboratoire de Phytobiochimie et

d’Etude des Plantes Médicinales (Université de Yaounde I). L’entretien des souches et les
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tests ont été effectués a température ambiante du laboratoire sur milieu Sabouraud Destrose
Agar (SDA) préfabriqué (OXOIDCMO004) et supplémenté au chloramphénicol (1mg/ml).

11.1.3 Les lignées cellulaires

Les tests de cytotoxicité ont été realisés respectivement sur la lignée cellulaire
cancéreuse du sein MCF-7 et sur la lignée cellulaire épithéliale normale ARPE-19. Ces
cellules proviennent du American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), et
sont maintenues en culture continue au Laboratoire de Biochimie Métabolique et Clinique de
I’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de 1’Université de Montpelier I(France)

ou les tests de cytotoxicité ont été réalises.

11.2 METHODES

11.2.1 Extraction et Analyse de la composition chimique des Huiles
Essentielles
L’extraction des huiles essenticlles a été faite au Laboratoire de Phytobiochimie et
d’Etude des Plantes Médicinales de I’Université de Yaoundé I (Cameroun) et I’analyse de leur

composition chimique au Laboratoire de Biochimie Métabolique et Clinique de ’'IBMM de

I’Université de Montpelier I (France).

11.2.1.1 Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation a 1’aide d’un appareillage

de type Clevenger (Annexe 1).

11.2.1.1.1 Principe

Le principe de la méthode est basé sur 1’entrainement des composes volatils contenus
dans les végétaux par la vapeur d’eau du fait de leur point d’ébullition relativement bas et de
leur caractere hydrophobe. Ces vapeurs sont condensées par réfrigération et 1’essence séparée

par décantation.

11.2.1.1.2 Mode opératoire

Le matériel végétal a éte pesé (800 g) et immergeé dans un réacteur contenant un
volume d’eau représentant 4 fois son poids. Un appareil Clevenger y a été adapté et le

réacteur porté a ébullition pendant environ six heures sur une calotte chauffante. Au cours de
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cette opération, les vapeurs d’eau chargées de suspensions odorantes sont condensées par
réfrigération et il se forme deux phases, une aqueuse sousjacente constament recyclée, et
I’autre organique surnageante. A la fin de la distillation, la phase organique odorante qui est
I’huile est séparée de I’eau par décantation. Enfin, I’huile recueillie est déshydratée a travers
une colonne de sulfate de sodium anhydre (Na,S0,4), pesée dans un flacon taré puis conservée

a environ 4°C a 1’abri de la lumiére.

Le rendement de I’extraction exprimé en pourcentage est calculé par rapport a la

masse du matériel végétal de départ selon la formule ci-dessous :

Masse de ’huile essentielle
Rendement (%) = x 100

Masse du matériel végétal

11.2.1.2 Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

L’analyse de la composition chimique a été faite par Chromatographie en Phase
Gazeuse(CPG) puis par couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrometrie de
Masse (SM).

11.2.1.2.1 Chromatographie en Phase Gazeuse(CPG)
La CPG s’est faite sur un chromatographe de type Varian CP 3380, équipé d’une

colonne capillaire apolaire caractérisée par une phase stationnaire de type méthylsilicone
(DBS5).

Une solution dicloromethamique d’huile essentielle a 10% est préparée, et 0,5 pL
microlitre est introduite en téte de colonne ou il est vaporisé au niveau de ’injecteur de type
SPLIT. Le détecteur est a ionisation de flamme (FID). Les conditions opératoires sont les

suivantes :
- Température de I’injecteur est 200°C
- Température du détecteur est 220°C
- Température du four : 60°C a 220°C avec un gradient de 3°C/min

- Le gaz vecteur est I’azote avec un débit de 1 mL/min
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L’enregistreur de type « Star chromatography workstation » ou « STARWS » est doté
d’un logiciel qui analyse les signaux du détecteur et trace les chromatogrammes.

L’analyse quantitative est effectuée par intégration des mesures des surfaces de pics et

les résultats donnés en pourcentages relatifs.

Pour I’identification des composés séparés, les indices de rétention linéaire (Indices de
Kovats) sont calculés par comparaison des temps de rétention (TR) avec ceux d’une série

d’alcanes permettant « un étalonnage » du chromatogramme, selon la formule suivante :

TR (x) - TR
IK=100 | n+

TR (Chi1) = TR (Ch)
C:n C:n +1

TR (X) = temps de rétention du composé inconnu.

X TR (Cn) = temps de rétention de ’hydrocarbure a n atomes
de carbone précédant immédiatement le composé X.
TR (Cn+1) = temps de rétention de I’hydrocarbure a n+1

atomes de carbone suivant immédiatement le composé X.

»

Figure 19: Chromatogramme du constituant X mélangé a deux alcanes a n et (n+1) atomes de

carbone.

Ces indices expérimentaux sont ensuite comparés a ceux de la littérature ainsi qu’a
p p q

ceux de la banque de données du laboratoire.

11.2.1.2. 2 Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) couplée a la

Spectrometrie de Masse(SM)

Pour I’analyse CPG/SM I’appareillage utilisé est de marque HEWLETT-PACKARD,
type 5890 de serie 11, équipé d’une colonne capillaire en silice fondue (30 m x 0,25 mm; film
mince de 0,25 pum) avec une phase stationnaire greffee de type HP5 (5%-phenyl-
methylpolysiloxane). Le détecteur de masse est de type quadrupole (Model 5972), I’énergie

d’ionisation utilisée est égale a 70 eV. Les conditions de manipulation sont les suivantes :

- Température d’injection 220°C.
- Température de transfert pour la SM 250°C
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- Débit du gaz vecteur : hélium avec un débit de 0,6 mL/min.
- Volume d’injection est 1 pL d’une solution d’huile essentielle diluée a 10%

dans le chrorure de méthane.

Cette analyse par CPG/SM permet a terme pour un composant, d’avoir des données de
rétention linéaire en fonction du type de colonne utilisé (IK) et un spectre de masse. La
comparaison de I’indice de rétention calculé et du spectre de masse avec les données de la
littérature permet en général I’identification sire de tous les constituants usuels des huiles
essentielles (Adams, 2007). La comparaison des spectres de masse des constituants se fait
avec ceux des composés authentiques et/ou avec les bases de données suivantes NBS75K,
Wiley 7th NIST 98 EPA/NIH et FFNSC 2.

I1.2.2 Détermination de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles a été effectuée au
Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etude des Plantes Médicinales de I’Université de
Yaoundé | (Cameroun). Pour les tests d’activités antifongiques, nous avons utilisé le milieu
liquide du Bouillon Nutritif de Sabouraud (BNS) dont la composition est donnée dans

I’annexe 2.

11.2.2.1 Activité antifongique des huiles essentielles sur les champignons

levuriformes

L’activit¢ antifongique des essences sur les levuriformes (Candida albicans
ATCC24433, Candida parapsilosis ATCC22019 et Cryptococcus neoformans IP95026) a été

évaluée suivant le protocole décrit par Ngono, (1999) pour le comptage des cellules.

11.2.2.1.1 Dénombrement des cellules
Cette méthode consiste a déposer une petite quantit¢ d’inoculum sur la cellule de Malassez et
a dénombrer les cellules dans les carrés. Le comptage des colonies s’est fait a 1’aide d’un
microscope optique et sous objectifs 40/10. Le nombre d’Unité Formant Colonie est donné

par la formule suivante :

N = nombre de cellules dans la solution
N=n x 10° UEC/m. n = nombre de cellule énuméré dans le carré de Malassez
10° = nombre de Malassez

(Ngono, 1999).
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11.2.2.1.2 Evaluation de P’inhibition de la croissance fongique par la

micro-méthode de dilution en milieu liquide

Nous avons utilisé le protocole M27-P décrit par la NCCLS (National Committee for

Clinical Laboratory Standards, 1992) avec quelques modifications.

» Principe

Cette meéthode est utilisee pour les levures dans le but de déterminer les
Concentrations Minimales Inhibitices (CMI) des huiles essentielles. La CMI est la plus petite
concentration en inhibiteur qui élimine toute croissance visible du micro-organisme. Elle
repose sur le dosage colorimétrique des métabolites acides (acide acétique) libérés par les
levures au cours de leur métabolisme. Elle consiste en la distribution du bouillon nutritif, des
huiles essentielles et des souches sélectionnées dans chaque cupule d’une microplaque. Les
huiles essentielles sont diluées selon une progression géométrique de raison 2. Apres 48
heures, on observe la décoloration du milieu préalablement rouge, qui vire au jaune marquant
la présence des métabolites acides excrétés par les levures au cours de leur développement.
Ainsi, la plus petite concentration a laquelle on ne note aucune decoloration du rouge phenol

est considerée comme concentration minimale inhibitrice (CMI).

» Mode opératoire
La détermination des concentrations minimales inhibitrices a été effectuée par la
méthode de microdilution utilisant le protocole M27-P avec quelques modifications. Les
essais ont été effectués dans des microplaques de 96 puits et le milieu de culture utilisé était le
Sabouraud Dextrose au chloramphénicol, préparé suivant les instructions du fabricant puis

supplémenté en rouge phénol comme indicateur coloré.

En bref, 150 puL de milieu de culture ont été introduits dans les douze premiéres
cupules de la ligne A et 100 pL dans le reste des cupules de la plaque; ensuite, 50 pL d’une
solution mere d’huile essentielle a 40 mg/mL ont été prélevés et ajoutés aux 150 pL des
premiers puits. Une serie de 6 dilutions de raison géométrique 2 a éte effectuee de la ligne A a
la ligne G ; par la suite, 30 pL d’une suspension de levure, préparée au titre 2 x 10 * UFC/mL
ont été ensemencés dans les cupules de la plaque, excepté celles des colonnes 4, 8 et 12 qui ne
contenaient que le milieu de culture et servaient de blanc ; les puits de la ligne H, contenant le

milieu de culture et I’inoculum ont servi de contrdle négatif. La Nystatine, témoin positif, a
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été préparée dans les mémes conditions de stérilité puis testée sur les levures a 2 mg/mL

comme concentration de départ.

Les essais ont été effectues en "triplicate”, soit 3 souches de levures contre une huile
essentielle par plaque. Ces dernieres ont été recouvertes puis incubées a 37°C pendant 48
heures. A I’issu du temps d’incubation, la plus petite concentration a laquelle aucun virage
significatif de 1’indicateur coloré était considérée comme la CMI de I’huile essentielle sur la

levure concernée.

» Détermination des Concentrations Minimales Fongicides (CMF) par

la subculture des colonies

Les contenus des cupules de microplaques n’ayant pas présenté de décoloration ont été
ensemencés sur milieu solide stérile Sabouraud Dextrose Agar (SDA, SIGMA de LEspagne)
puis incubés a 37°C pendant 48 heures et observés pour une éventuelle croissance. La plus
petite concentration a laquelle aucune croissance fongique n’était notée apres subculture était

considérée comme la CMF.

11.2.3 Détermination de ’activité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles a été évaluée au Laboratoire de
Biochimie Métabolique et Clinique de I’'IBMM de 1’Université de Montpelier I (France), par
la méthode spectrophotométrique au DPPH"* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) telle que décrite
par Brand-Williams et al. (1995) et Cuvelier (1997).

11.2.3.1. Principe

Ce test est basé sur le piégeage des radicaux libres de DPPH (DPPH®) par un
antioxydant (AH) a travers le transfert d’'un atome d’hydrogene. La réduction se traduit par
une baisse de 1’absorbance a 517nm due au changement de coloration de la solution qui passe

du violet au jaune (Molyneux, 2004).

O\N&—\\f >—N02 + AH ——» Q\N—’I‘ NO, +A

Radical DPPH Molécule de DPPH réduite

Violet Jaune
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11.2.3.2 Mode opératoire

11.2.3.2.1 Préparation des solutions
Solution de DPPH (Solution mére) a 0,39 g/l : Dans 50 ml d’éthanol, 19,7 mg de
DPPH?® sont dissouts complétement a ’aide d’un agitateur magnétique (SM). A partir de cette
solution, la solution a utiliser pour effectuer les mesures est préparée en prélevant 5 ml que

I’on dissout dans 45 ml d’éthanol (solution SA).

Solution de BHT (Butyl-Hydroxy-Toluene) a 1 g/l : Dans 50 ml de méthanol, 50 mg

de BHT sont dissouts pour constituer la solution mere.

Solutions d’huile essentielle : La solution d’huile essentielle a été préparée a 30 g/l
dans le méthanol, et ensuite, une série de dilution a été réalisée de facon a obtenir 3 solutions
de concentrations 5 g/l, 10 g/l et 15 g/I.

11.2.3.2.2 Evaluation de ’activité antiradicalaire

Dans chaque cuve spectrophotométrique, on introduit individuellement 100 pL des
solutions d’huile essentielle préalablement préparées, puis on ajoute 1900 pL de solution de
DPPH® (80uM). La lecture des densités optiques se fait a 517 nm toutes les dix minutes. Le
témoin négatif est préparé dans les mémes conditions et a la place de I’huile essentielle on
introduit 100 pL de méthanol. De méme, le témoin positif est préparé dans les mémes
conditions et I’huile essentielle est remplacée par 100 uL de BHT (1 g¢/l). Le calcul du
pourcentage de piégeage est effectué a partir de la formule suivante :

Aref -A (mes)

%SC = X 100
Avet — A (100)

Ares = Absorbance a t = 60 min du témoin (solution de DPPH sans antiradicalaire)
Anes = Absorbance a t = 60 min de la solution de DPPH contenant 1’antiradicalaire

A0 = Absorbance en fin de réaction (voisine de 0) pour un piégeage total (0,015 et 0,08

suivant la coloration de la solution) (Nyegue et al, 2007).
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11.2.3.2.3 Expression des résultats

A partir des pourcentages de piégeage des radicaux DPPH®, les concentrations en
antiradicalaire permettant de piéger 50% de radicaux libres (SCsp) ont été obtenus.

La SCsy s’obtient a partir du graphe représentant le pourcentage de piégeage (%SC) en
fonction de la concentration (g/l). Cette valeur dépend de la concentration de DPPH utilisée
pour le test. Des lors, il convient de dériver la concentration efficace a 50% (CEsp) et le
pouvoir antiradicalaire des inhibiteurs. Elle est exprimée en mole d’inhibiteur nécessaire pour

piéger une %2 mole de DPPH et calculée par la formule :

SCso
CEso=

[DPPH]

Le Pouvoir antiradicalaire (PA) est I’inverse de la concentration efficace; il mesure

I’efficacité de I’antiradicalaire. Plus il est élevé, plus I’antiradicalaire est efficace.

1
PA =
CEso

11.2.4 Détermination de Pactivité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été déterminée au Laboratoire de
Biochimie Métabolique et Clinique de 'IBMM par la méthode enzymatique de la 5-

lipoxygénase.

11.2.4.1 Principe

Cette méthode consiste a suivre 1’activité inhibitrice de la 5-lipoxygénase de soja
(oxydant 1’acide linol¢ique) par la substance a tester. L’acide nordihydroguaiarétique
(NDGA) a été utilisé comme contrdle positif. Le protocole est celui décrit par Safayhi (1992)

et utilisée également par Braga et al. (2000).

11.2.4.2 Mode opératoire

11.2.4.2.1 Préparation des solutions
- Tampon : La dissolution de 13,6 g de KH,PO, a été effectuée dans 900 mL d’eau
distillée et ajoutée a de la NaOH (1M) pour ramener la solution au pH 9. Ensuite le

volume a été complété a 1 1 par de I’eau distillée.
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- Substrat (acide linoleique) a 0,03 g/l : 3 mg d’acide linoléique ont été dissout dans
100 mL de la solution tampon préalablement préparée.
- Enzyme (5-lipoxygénase) a 10 g/l : 10 mg de la 5-lipoxygenase ont été dissout dans 1

mL de la solution tampon.

11.2.4.2.2 Evaluation de DPactivit¢é anti-inflammatoire des huiles

essentielles

Les solutions éthanoliques des huiles essentielles ont été préparées en 3 concentrations
: 10, 20 et 30 ppm correspondant a 9,4ug/mL, 18,8 pug/mL, et 28,2 pug/mL respectivement.
Dans chaque cuve, 2 mL de solution d’acide linoléique (substrat) sont introduits. 10 pL
d’éthanol sont ajoutés au contenu de la premiére cuve qui sert de témoin et 10 uL de la
solution d’inhibiteur a différentes concentrations sont ajoutés aux autres cuves. Les cuves sont
laissées 10 min dans les portoirs multi cuves thermostatés a 30 °C puis, 50 pL de la solution
d’enzyme sont ajoutés pour démarrer la réaction. Aprés homogénéisation rapide du contenu
des cuves, 1’acquisition simultanée des mesures de 1’absorbance est effectuée (systeme multi

cuves / multi cinétique) a 234 nm.
11.2.4.2.3 Expression des résultats

- Calcul de la vitesse de la réaction : Les constantes de vitesse sont évaluées a partir de
la partie linéaire de la courbe, correspondant a la vitesse initiale de la réaction

enzymatique selon la formule :

A () - A (0)

t = 10 secondes dans nos conditions expérimentales

K = constance de vitesse

A (t) = absorbance a 10 secondes

A (0) = absorbance a 0 seconde (Alitonou et al, 2006).

- Calcul du pourcentage d’inhibition : Le pourcentage d’inhibition est évalué a partir

de I’expression ci-apres :
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Ko - Ke

%l = X 100
%ol Kq

%I = pourcentage d’inhibition
Ko = constante de vitesse de la réaction en absence d’inhibiteur

Ke = constante de vitesse de la réaction en présence de I’huile essentielle (Alitonou et al,
2006). .
La concentration correspondant a 50% d’inhibition (Clsp) est déterminée a partir de la

courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration.

I1.2.5 Détermination de I’activité antinéoplasique des huiles essentielles

L’activité cytotoxique des huiles essentielles sur la souche de cellules cancéreuses du
sein (MCF-7) et les cellules normales épithéliales de 1’oeil (ARPE-19) et le mécanisme
d’action impliqué dans la mort cellulaire ont été évalués au Laboratoire de Biochimie
Métabolique et Clinique de 'TBMM. L’étude a été réalisée suivant la méthode colorimétrique
au 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) telle que décrite par
Gary-Bobo et al. (2012). La méthode est basée sur la réduction du MTT (teinte jaune) en
formazan (teinte bleue) par les enzymes (déshydrogénases) mitochondriales des cellules
viables. Les essais ont été réalisés dans des conditions de stérilité sous une hotte a flux

laminaire.

11.2.5.1 La culture in vitro des cellules

Les cellules (MFC-7, ARPE-19) ont été cultivées dans des flacons de culture de 75 et
25 cm? dans le milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) F12 (Life Technologies
GIBCO, Grand Island, NY, USA) supplémenté & 10% de sérum fcetal bovin inactivé (SBF)
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO), la glutamine (2mM), le rouge phénol et de la gentamycine
(50 pg/mL). La culture a été maintenue dans l'incubateur & 37 °C sous atmosphére humide, &
5% CO,. Le milieu était renouvelé toutes les 72 heures.
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11.2.5.2 Test de cytotoxicité

Le test a été réalisé comme mentioné ci-dessus sur les cellules cancéreuses du sein
(MCF-7) et les cellules normales épithéliales de 1’oeil (ARPE-19) selon la méthode
colorimétrique au MTT. Les essais ont été effectués dans des microplaques de 96 puits.

La densiteé cellulaire utilisée était de 2000 cellules par puits dans un volume final de
200 pL de milieu de culture. Aprés 24 heures d’incubation a 37 °C sous une atmosphére
humide et enrichie en CO, (5 %), le milieu a été retiré et remplacé par un milieu de culture

frais.

Les cellules ont été ensuite traitées avec les différentes concentrations en huiles
essentielles comprises entre 100 et 2000 pg/mL diluées dans la solution d’éthanol a 10 %. Les
plaques ont été placées a I’incubateur a 37 °C, atmosphere 5 % CO, pendant 72 h. Chaque
concentration a été testée en "triplicate”. Le témoin négatif pour la concentration le plus
¢levée était une solution d’éthanol 2 %. Aprés 72 heures d’incubation, la viabilité cellulaire a

été mesurée par le test au MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide].

Pour cela, une concentration finale de MTT de 0,5 mg/mL a été ajoutée dans chaque
puits. Ce réveélateur, en se fixant sur les mitochondries des cellules vivantes, est réduit en
formazan coloré qui absorbe a 540 nm (Lau et al., 2004). Aprés 4 h d’incubation a 37 °C, le
milieu de chaque puits a été retiré et 150 puL de solution EtOH/DMSO (1:1) ont été ajoutés

aux précipités de MTT en vue de la solubilisation des cristaux de formazan.

La densité optique (DO) de chaque puits a été mesurée par spectrophotométrie a 540
nm utilisant le lecteur de microplaque de marque Multiskan. La croissance cellulaire a été
calculée en pourcentage selon la formule suivante dans laquelle la moyenne des absorbance

correspond a chaque inhibiteur en triplicate :

Moyenne Absorbance (inhibiteur)

Croissance (%) = X 100
Moyenne Absorbance (Témoin)

Les pourcentages d’inhibition de la croissance des cellules (MCF-7 et ARPE-19) ont
été calculés comme une fonction de la concentration en huile essentielle. La cytotoxicité des
essences Vvis-a-vis des cellules a 50 % (Clsg) dans I’essai MTT a été définie comme la
concentration de I"huile essentielle produisant 50 % de réduction de 1’absorbance comparé a

celles des cellules non-traitées. L’indice de sélectivité a été ensuite calculé pour chaque huile
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en utilisant les valeurs de Clso sur les cellules normales (ARPE-19) et les cellules de cancer du
sein (MCF-7) deéfini par IS = ClspARPE-19/ ClsoMCF-7. Les huiles essentielles prometteuses
étaient celles ayant une IS > 1,5.

Les contenus des puits traités par MTT ont été observés au microscope pour la

caractérisation phénotypique des cellules mortes et des cellules vivantes.

11.2.5.3 Etude du mécanisme de mort par apoptose des cellules

normales et cancéreuses traitées avec les huiles essentielles

Le mécanisme de mort cellulaire (MCF-7 et ARPE-19) a été analysé par la méthode de
cytométrie de flux telle que décrite par Giret et al. (2013). Cent cinquante mille (150 000)
cellules épithéliales normales (ARPE-19) et les cellules de cancer du sein (MCF-7) ont été
ensemencées dans des boites de Pétri de 60 mm de diameétre et ont été placées a 1’incubateur
dans les conditions de culture pendant 24 heures. Aprées incubation, les cellules ont été traitées
avec une mixture homogene huile essentielle/milieu de culture de concentration finale 100
pug/mL. Apres 24 heures, les cellules ont été récupérées et fixées avec de 1’éthanol froid
pendant 6 heures & 4°C. Les cellules ainsi fixées ont été incubées avec 1 mg/mL d’ARNase A
et 40 pg/mL d’iodure de propidium pendant 48 h dans 1’obscurité a 4 °C. L’ ADN cellulaire a
été par la suite analysé par cytométrie de flux avec un cytometre de flux FACSCALIBUR

couplé au logiciel CellQuest (Becton Dickinson).

11.2.6 Analyses statistiques

Les résultats ont été statistiguement analysés par ANOVA utilisant le test de Fisher
par LSD au seuil de probabilité 5% (p<0,05) grace au logiciel STAGRAPHICS plus 5.0 pour
Windows.
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CHAPITRE I1l: RESULTATS ET DISCUSSION

111.1 EXTRACTION ET ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

111.1.1 Extraction des huiles essentielles
Les rendements des extractions des huiles essentielles des graines, fruits et des feuilles
de quatre plantes de la famille des Annonaceae sont présentés dans le tableau IV.

Tableau 1V : Rendements d’extraction des huiles essentielles

Plante Organe Date et lieu de récolte  Date d’extraction Rendement (%)
m/m
Monodora myristica (Cameroun) Graine  25-03 -2012 a Kribi 27-03-2012 2,72
Mononodora myristica (Tchad) Graine  19-03-2012 a Goré 28-03-2012 1,87
Xylopia aethiopica (Cameroun) Fruit 25-03-2012 & Kribi 29-03-2012 4,86
Xylopia aethiopica (Tchad) Fruit 19-03-2012 a Goré 30-03-2012 3,57
Xylopia parviflora (Cameroun) Fruit 25-03-2012 a Kribi 01-04-2012 0,68
Xylopia parviflora (Tchad) Fruit 19-03-2012 & Goré 02-04-2012 0,76
Uvaria angolensis (Cameroun) Feuille  25-03-2012 a Mont 03-04-2012 0,10

kalla (Yaoundé)

m/m= masse/masse

Il ressort du tableau IV que les rendements d’extraction en huiles essentielles varient
de 0,10 a 4,86 % en fonction des organes et des especes étudiées et le meilleur rendement a
été obtenu avec Xylopia aethiopica du Cameroun (4,86 %). Globalement, les rendements
n’ont pas présenté une variation significative en fonction de ’origine de 1’échantillon traité,
dénotant une homogénéité relative pour ce qui est de I’intensité de la syntheése des huiles

essentielles.

L’hydrodistillation des fruits de Xylopia aethiopica a donné un rendement de 3,57 %
pour I'échantillon du Tchad et de 4,86 % pour I'échantillon du Cameroun. Le rendement de
4,86 % pour I'échantillon du Cameroun est semblable a celui précédemment obtenu par
Lamaty et al. (1987), a savoir 4,58 % pour des fruits de Xylopia aethiopica récoltes a

Yaoundé.

L’extraction des huiles essentielles des fruits de Xylopia parviflora a donné un

rendement de 0,76% pour I'échantillon du Tchad et de 0,68% pour I'échantillon du Cameroun.
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Les rendements pour ces deux échantillons sont semblables a celui de Lamaty et al. (1989)

qui ont obtenu 0,58% pour des fruits de Xylopia parviflora récoltés a Bayagam (Cameroun).

Les graines de Monodora myristica ont donné des rendements de 1,87% et 2,72% pour
les échantillons du Tchad et du Cameroun respectivement. Dans 1’ensemble, ces rendements
sont faibles par rapport a celui obtenu par Lamaty et al. (1987) qui est de 4,4 % des graines
de Monodora myristica récolté a Yaoundé. Cette variation de rendements pourrait étre liée
aux facteurs climatiques et s’expliquer par la différence des sites et la période de récolte tel
que soutenu par Braga et al, (2005).

Les feuilles de Uvraia angolensis recolté a Mont kalla (Yaoundé) ont donné un
rendement de 0,10%. Ce rendement est 5 fois supérieur a celui obtenu par (Boyom, 2004) qui
a obtenu 0,02 % de la méme espéce récoltée en décembre 2000. Cette variation s’expliquerait
par la période de récolte. Cependant, dans un cas comme dans ’autre, ces rendements sont
tres faibles, et corroborent le résultat précédemment obtenu (0,08%) pour les feuilles d’une
espéce apparentée, Uvraia chamae récolté a Abomey-Calavi (Benin) par Ayedoun et al.
(1999).

111.1.2 Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles des fruits de Xylopia
aethiopica, Xylopia parviflora,des graines de Monodora myristica du Tchad et du Cameroun
et des feuilles de Uvaria angolensis du Cameroun a été effectuée comme décrit plus haut, et

les résultats sont consignés respectivement dans les tableaux V, VI, VIl et VIII.

Tableau V: Composition chimique des huiles essentielles des fruits de Xylopia aethiopica

Composés Xylopia aethiopica (%) Méthodes d’identification
IK Tchad Cameroun
Monoterpénes 85,7 86,4
Monoterpénes hydrocarbonés 72,4 64,8
926 a-thujéne 1,3 1,0 IRL. GCMS
931 a-pinéne 8,3 10,8 IRL. GCMS
971 sabinene 14,5 4,8 IRL. GCMS
977 B-pinéne 24,6 28,2 IRL. GCMS
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985

1002

1014

1022

1028

1029

1032

1042

1055

1085

myrcene
a-phellandrene
a-terpinene
p-cymene
limonene
B-phellandrene
(2)-p-ocimene
(E)-B-ocimene
y-terpinéne

terpinoléne

Monoterpénes oxygénes

1095

1119

1138

1178

1189

1195

trans-sabinene hydrate
cis-p-menth-2-en-1-ol
trans-pinocarveol
terpinen-4-ol
a-terpinéol

myrténal

Sesquiterpenes

Sesquiterpenes hydrocarbonés

1337

1340

1369

1377

d-élémene
o-cubébéne
a-ylangene

a-copaéne

0,3

0,6

2,8

0,6

1,7

10,4

11

0,2

4,9

1,1

13,3
0,4

0,3

0,6

10,0

1,6

0,4

12,6
12,0
0,9

0,2

0,8

tr

0,3

0,5

3,4

0,8

0,4

5,8

1,3

1,3

5,7

15

21,6
0,3

0,3

0,9

15,1

3,6

1,4

11,6
10,2
0,8

0,4

0,4

tr

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS
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1391 B-élémene 0,4 0,5 IRL. GCMS

1422 [-caryophyllene 0,3 tr IRL. GCMS
1450 a-humulene 0,2 0,8 IRL. GCMS
1478 y-muuroléne 0,4 1,1 IRL. GCMS
1485 germacrene D 7,2 51 IRL. GCMS
1499 bicyclogermacréne 0,5 0,3 IRL. GCMS
1523 d-cadinene 0,7 0,3 IRL. GCMS
1561 germacréne B 0,4 0,5 IRL. GCMS
Sesquiterpenes oxygénés 0,6 1,4
1630 M=220 0,3 11 IRL. GCMS
1652 a-cadinol 0,3 0,3 IRL. GCMS
Total 98,3 98,0

tr = trace (concentration < 0,1%, seuil de détection) ; IRL= indice de rétention linéaire ;
GCMS= couplage chromatographie en phase gazeuse/ spectrométrie de masse.

L’analyse du tableau V montre que les huiles essentielles de Xylopia aethiopica du
Tchad et du Cameroun sont riches en monoterpénes hydrocarbonés et leurs dérivés oxygénés
dans les proportions respectives de 72,4% et 64,8% ; et 13,4% et 21,6%. Les sesquiterpénes
hydrocarbonés et oxygénés ne représentent cummulativement que 12,6% et 11,6% des deux
essences du Tchad et du Cameroun, dont 7,2% et 5,1% respectivement pour le germacrene D

seul.

Parmi les monoterpenes hydrocarbonés, le B-pinene est le composé majoritaire dans
ces deux huiles essentielles et représente respectivement 24,6% et 28,2% des échantillons du

Tchad et du Cameroun.

QOutre le B-pinene, les constituants quantitativement représentatifs dans [I’huile
essentielle de Xylopia aethiopica du Tchad et du Cameroun sont respectivement 1’a-pinéne
(8,3% et 10,8%), le B-phellandene (10,4% et 5,8%), le sabinene (14,5% et 4,8%), le y-
terpinene (4,9% et 5,7%), le terpinen-4-ol (10,0% et 15,1%) et le germacrene D (7,2% et
5,1%).
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Ces resultats corroborent ceux de Lamaty et al. (1987) ; keita et al. (2003) et

Noudjou et al. (2007) qui ont obtenu le B-pinene comme composé majoritaire dans les huiles

essentielles des fruits de Xylopia aethiopica récoltés & Yaoundé (Cameroun) et a Bamako

(Mali) dans les proportions de 7,4% ; 19,1% et 44,1%. Ces auteurs ont également mis en

évidence des proportions similaires en sesquiterpenes (8,3-11%) dans leurs essences, avec une

représentation comparable en germacrene D.

Tableau VI: Composition chimique des huiles essentielles des fruits de Xylopia parviflora

Composés Xylopia parviflora (%) Méthodes d’identification

IK Tchad  Cameroun

Monoterpénes 75,9 75,0

Monoterpénes hydrocarbonés 58,5 60,7
931 a-pinene 11,1 10,8 IRL. GCMS
971 sabinéne 3,2 3,0 IRL. GCMS
977 B-pinéne 35,7 32,9 IRL. GCMS
1022 p-cymeéne 1,2 2,8 IRL. GCMS
1028 limonene 0,3 0,5 IRL. GCMS
1029 B-phellandréne 0,6 0,7 IRL. GCMS
1030 1,8-cinéole 1,0 2,0 IRL. GCMS
1032 (2)-p-ocimene Tr tr IRL. GCMS
1042 (E)-B-ocimene 54 8,0 IRL. GCMS

Monoterpenes oxygénés 17,4 14,3
1096 linalool 0,6 0,7 IRL. GCMS
1138 trans-pinocarvéol 4,0 3,2 IRL. GCMS
1144 trans-verbénol 0,7 0,4 IRL. GCMS
1163 pinocarvone 1,2 0,7 IRL. GCMS
1166 borneol 0,6 0,6 IRL. GCMS
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1178

1187

1189

1193

1285

terpinen-4-ol
p-cymen-8-ol
a-terpinéol
myrténol

acetate de bornyle

Sesquiterpenes

Sesquiterpenes hydrocarbonés

1337

1340

1369

1377

1391

1422

1435

1478

1485

1493

1502

1523

d-élémene
a-cubébene
a-ylangene
a-copaene
B-élémeéne
-caryophyllene
B-copaene
y-muuroléne
germacréne D

trans-muurola-4(14),5-
diéne

o-muuroléne

o-cadinéne

Sesquiterpenes oxygénés

1518

1548

1589

cubébol
élémol

oxyde de caryophylléne

0,8

1,0

1,4

6,5

0,6

23,1
10,3
Tr

Tr

0,4

0,4

0,6

Tr

1,4

0,3

1,3

1,6

0,7

3,6

12,8

1,5

1,5

3,0

0,7
0,7
1,7
5,2
0,4

23,6
10,3
tr

tr
0,6
0,5
0,4

tr
1,1
0,5
2,0

1,8

0,8
3,7

13,3
1,7

2,0

2,0

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS
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1630 M=220 1,0 0,8 IRL. GCMS

1642 epi-a-cadinol 2,0 2,4 IRL. GCMS
1647 a-muurolol 2,0 2,9 IRL. GCMS
1686 germacra-4(15),5,10(14)- 1,8 1,5 IRL. GCMS
triene-1- o-ol
Total 99,0 98,6

tr = trace (concentration < 0.1%, seuil de détection); IRL= indice de rétention linéaire ;

GCMS= couplage chromatographie en phase gazeuse/ spectrométrie de masse.

Il ressort du tableau VI que les huiles essentielles des fruits de Xylopia parviflora du
Tchad et du Cameroun sont constituées majoritairement de monoterpénes (75,9% et 75,0%)
repartis en dérivés hydrocarbonés (58,5% et 60,7%), oxygénés (17,4% et 14,3%)

respectivement pour les essences du Tchad et Cameroun.

Globalement, ces essences sont qualitativement et quantitativement semblables. Le -
pinene en est le composé majoritaire et représente 35,7% et 32,9% pour les échantillons du

Tchad et du Cameroun respectivement.

En dehors du B-pinene, d’autres monoterpenes sont quantativement représentatifs dans
ces deux huiles, et particulierement : a-pinene (11,1% et 10,8%), (E)-B-ocimene (5,4% et
8,0%), myrténol (6,5% et 5,2%), t-pinocarvéol (4,0 % et 3,2%) et sabinéne (3,2% et 3,0 %).

Les sesquiterpenes représentent dans ces huiles de Xylopia parviflora du Tchad et du
Cameroun 23,1% et 23,6% respectivement, et parmi ceux-ci, le t-cadina-1(6),4-diene (1,4% et
1,1%), le germacrene D (1,3% et 2,0 %), le trans-muurola-4(14),5-diéne (1,6% et 1,8%), le
cubébol (1,5% et 1,7 %), le d-cadinéne (3,6% et 3,7 %), I’ élémol(1,5% et 2,0%), ’oxyde de
caryophyllene (3,0 % et 2,0 %), I’epi-a-cadinol (2,0% et 2,4%), 1 a-muurolol (2,0% et 2,9%)
et le germacra-4(15),5,10(14)-triene-1-a-ol (1,8% et 1,5%) sont quantitativement les plus

importants.

Les résultats de cette analyse corroborent les trouvaux de Lamaty et al. (1989) qui ont
analysé la composition chimique de I’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora récoltés
a Bayagam (Cameroun) et ont révélé qu’elle est riche en monoterpenes et constituée
majoritairement de B-pinéne (40,0%), o-pinene (14,0%), (E)-B-ociméne (5,4%), trans-

pinocarvéol (2,7%) et de myrténol (2,6%). De maniére plus intéressante, il est notable que la
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composition chimique qualitative et quantitative de cette essence reste homogene et stable, et
ne varie pas en fonction du lieu de récolte ou qu’elle soit isssue d’un échantillon du Tchad ou

du Cameroun.

Ces résultats s’apparentent a ceux obtenus par Woguem et al.(2014) qui ont montré
que I’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora récoltés dans le Ndé (Ouest-Cameroun)
est riche en p-pinéne (34,0%), a-pinene (10,3%), trans-pinocarvéol (5,0%) et en
myrténol(4,6%).

Tableau VII : Composition chimique des huiles essentielles des graines de Monodora

myristica
Composés Monodora myristica (%) Meéthodes d’identification

IK Tchad Cameroun

Monoterpénes 94,2 88,4

Monoterpénes hydrocarbonés 87,8 82,3
926  o-thujéne 2,4 1,4 IRL. GCMS
931  a-pinéne 6,7 4,2 IRL. GCMS
971  sabinene 0,3 0,1 IRL. GCMS
977  B-pinéne 0,5 0,3 IRL. GCMS
985  myrcéne 51 3,8 IRL. GCMS
1002  o-phellandréne 52,7 67,1 IRL. GCMS
1014  o-terpinene 0,2 0,1 IRL. GCMS
1022  p-cymeéne tr Tr IRL. GCMS
1028  limonene 14,9 1,8 IRL. GCMS
1029  B-phellandréne 4,2 3,0 IRL. GCMS
1032  (2)-p-ociméne 0,3 0,3 IRL. GCMS
1042  (E)-B-ocimene 0,1 0,2 IRL. GCMS
1055  y-terpinéne 0,4 Tr IRL. GCMS
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1085 terpinoléne

Monoterpenes oxygénés
1096 linalol

1119  cis-p-menth-2-en-1-ol
1136  trans-p-menth-2-en-1-ol
1189  o-terpinéol

1195  trans-thujen-3-ol

1234  cis-thujen-3-ol

1295  thymol

Sesquiterpenes
Sesquiterpenes hydrocarbonés
1391  B-élémene

1422 B-caryophylléne
1450  a-humuléne

1478  y-muuroléne

1493  trans-muurola-4(14),5-diene

1499  bicyclogermacréne
1502  a-muuroléne

1515  y-cadinéne

1523  &-cadinéne

Sesquiterpenes oxygénés
1578  germacréne D-4-ol

1642  epi-a-cadinol

1652 a-cadinol

tr

6,4
2,4

0,2

0,1

0,5

2,8

0,1

0,3

3,3
1,9
0,1

0,2

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,7

1,4
05

0,1

0,1

Tr

3,4
2,1

Tr

Tr

0,6

0,7

11,2
6,7
0,1

0,3

0,3

0,4

0,3

0,4

1,7

3,2

4,5
1,3

0,9

0,9

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

IRL.

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS

GCMS



1696  shyobunol 0,7 0,3 IRL. GCMS

1698 (2Z,6Z) farnésol - 1,1 IRL. GCMS
Total 97,5 96,9
tr = trace (concentration < 0,1%, seuil de détection) ; - = absence ; IRL= indice de rétention

linéaire ; GCMS= couplage chromatographie en phase gazeuse/ spectrométrie de masse.

Il ressort du tableau VI que les huiles essentielles des graines de Monodora myristica
du Tchad et du Cameroun sont en majorité constituées de monoterpenes (94,2 % et 88,4%)
avec une prédominance des dérivés hydrocarbones, soit 87,8% et 82,3% respectivement. Les
monoterpenes oxygénés sont faiblement représentés avec 6,4% et 3,4% respectivement ou ces
résultats s’apparentent a ceux de Boyom (2004) qui a obtenu 95,5% de monoterpenes
hydrocarbonés et 3,2% de monoterpenes oxygénés dans 1’essence des graines de Monodora

myristica récoltés a Bamena (Cameroun).

L’a-phellandrene est le composé majoritaire des deux huiles essentielles et représente
respectivement 52,7% et 67,1% des échantillons du Tchad et du Cameroun. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par Lamaty et al. (1987) avec I’huile essentielle de Monodora
myristica récolté a Yaoundé au Cameroun, et dont I’a-phellandrene était le composé
majoritaire (48,8%).

L’échantillon du Tchad est caractérisé par une teneur élevée en limonene (14,9%) et
une faible participation des sesquiterpénes (3,3%), ceci par rapport a I’essence du Cameroun
qui en contient 1,8% et 11,2% respectivement. Globalement, ces résultats different de ceux de
Lamaty et al. (1987) qui avaient identifié 0,4% de sesquiterpénes constitues du y-cadinene
(0,2%) et du &-cadinene (0,2%) et de Boyom, (2004) qui n’avait trouvé que des traces des
sesquiterpenes (concentration < 0,1%).

Tableau VIII: Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Uvaria
angolensis

IK Composés Uvaria angolensis (%) Meéthodes d’identification
Monoterpénes 12,5
Monoterpéenes hydrocarbonés 11,3

934  o-pinéne 2,1 IRL. GCMS
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979

989

1011
1024
1029
1032
1034
1056

B-pinéne
myrcene
0-3-carene
p-cymeéne
limonene
1,8-cinéole
(2)-p-ocimene
y-terpinéne

Monoterpénes 0xygénés

1157
1190
1287

acetate benzyl
a -terpinéol
thymol

Sesquiterpenes
Sesquiterpenes hydrocarbonés

1335
1350
1378
1393
1424
1433
1458
1479
1485
1491
1499
1502
1517
1525
1544
1546
1559

d-élémene

a —cubébéne
a-copaéne
B-Eléméne
B-caryophyllene
[-copaene

a —humulene
y-muuroléne
germacréne D
B-sélinene
a-sélinéne
a-muuroléne
y-cadinéne
d-cadinene
a-calacoréne
hedycaryol
germacrene B

Sesquiterpenes oxygénés

1583
1633
1637
1646
1650
1659
1684
1694
1838

oxyde de caryophylléne
epi-a-cadinol
epi-a-muurolol
a-muurolol

[-eudesmol

a —cadinol
eudes-4,11dien —2-ol
farnésol (22, 62)
acétate de farnezyle

2,7
0,9
0,6
0,8
3,1
0,4
0,2
0,5
1,2
0,2
0,5
0,5
50,30
25,5
0,2
0,5
0,9
1,3
5,1
0,9
0,8
2,6
1,9
2,1
3,0
0,8
1,0
3,5
0,1
0,2
0,6
24.8
0,4
2,9
0,7
3,7
1,0
7,9
1,5
0,7
6,0

IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.

IRL.
IRL.
IRL.

IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.

IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.
IRL.

GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS

GCMS
GCMS
GCMS

GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS

GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
GCMS
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Composés aromatiques 33,3

1774  benzoate de benzyle 32,8 IRL. GCMS

1875  salicylate de benzyle 0,5 IRL. GCMS
Composé aliphatique 0,8

1691 hexadecen-14-al 0,8 IRL. GCMS
Total 96,9

IRL= indice de rétention linéaire ; GCMS= couplage chromatographie en phase

gazeuse/ spectrométrie de masse.

Il ressort du tableau VIII que I’huile essentielle des feuilles de Uvaria angolensis est
riche en sesquiterpénes (50,3%) par rapport aux monoterpenes qui représentent (12,5 %)

marqués par la présence du limonéne (3,1%), du B-pinéne (2,7%) et de I’ a-pinéne (2,1%).

Parmi les sesquiterpenes, 1’ a-cadinol (7,9%), I’acetate de farnézyle (6,8%), le B-
caryophyllene (5,1%), 1I’a-muurolol (3,7%), le &-cadinéne (3,5%), I’a-sélinene (3,0), le B-

sélinéne (2,1%) et le germacréne D (1,9%) sont quantitativement les plus importants.

Ces résultats corroborent ceux obtenus par Boyom (2004) relatifs a la richesse de cette
essence en sesquiterpenes (89,72%) par rapport aux monoterpenes (7,05%°). De méme, ces
résultats sont semblables a ceux préalablement obtenus avec une espece voisine, Uvaria
chamae par Ayedoun et al. (1999) qui ont montré que I’huile essentielle des feuilles de cette
plante récoltée a Abomey-Calavi (Benin) en octobre 1994, est riche en sesquiterpenes

(93,0%) et pauvre en monoterpenes (3,1%).

Deux composés aromatiques ont été identifiés dans notre échantillon, a savoir le
salicylate de benzyle (0,5%) et le benzoate de benzyle (32,8%) qui est le composé majoritaire.
Ces résultats different de ceux de Boyom (2004) qui avait obtenu 1’oxyde d’humuléne
(12,81%), le P-caryophylléne (11,12%) et 1’oxyde de caryophylléne (10,42%) comme

composés majoritaires.

Par ailleurs, Koffi et al. (2004) ont obtenu d’huile essentielle des écorces d’une espece
voisine, Uvaria sp récolté a Bouaké (Céte-d’Ivoire) en juillet 2001, le benzoate de benzyle
(74,41%) comme composé majoritaire ; Ayedoun et al. (1999) ont identifié le germacréne
D (45,0%) comme le composé majoritaire de I’huile essentielle des feuilles d’une autre espéce

du méme genre, Uvaria chamae récolté a Abomey-Calavi (Benin).
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La CPG et le couplage CPG/SM ont permis de déterminer la composition chimique de
7 huiles essentielles extraites par hydrodistillation. 1l ressort de cette étude que les essences de
Monodora myristica, Xylopia aethiopica et Xylopia parviflora obtenues des graines et fruits
récoltés au Tchad et au Cameroun ont montré une homogénéite tant qualitative que
quantitative. Il convient dés lors d’affirmer que les processus biosynthétiques des métabolites
secondaires de ces essences suivent des cinétiques similaires dans les deux types de climats

tropicaux (Tchad et Cameroun).

Il est clairement établi que les huiles essentielles ont généralement de multiples
activités biologiques. Celles analysées dans cette étude ont des compositions assez complexes,
contenant des métabolites secondaires aux propriétés connues, tels que les terpenes et les
composés aromatiques pouvant avoir des activités telles qu’antifongique, antiradicalaire, anti-

inflammatoire et antinéoplasique.

111.2 ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES ESSENTIELLES
ETUDIEES

111.2.1 Activité antifongique des huiles essentielles
L’activité antifongique des huiles essentielles des graines de Monodora myristica, des
fruits de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et des feuilles de Uvaria angolensis contre les
levures (Candida albicans ATCC24433, Candida parapsilosis ATCC22019 et Cryptococcus
neoformans IP95026) a été évaluée par la méthode de microdilution en milieu liquide,
utilisant les microplaques de 96 puits et le rouge phénol comme indicateur de la croissance.
La Figure 20 donne un exemple qui montre I’aspect des cupules aprés ce test et indique le

niveau des CMI.
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Sens de dilution

Légende : Les CMI de I’huile essentielle de Xylopia parviflora (Cameroun) sur Candida albicans(A) ; Candida
parapsilosis (B) et Cryptococcus neoformans (C) ; D= ligne du contrble négatif ; E= contr6le de stérilité.

Figure 20 : Evaluation de la croissance des levures par décoloration du rouge phénol a

différentes concentrations de I’huile essentielle de Xylopia parviflora du Cameroun

La figure 20 résume le virage colorimétrique du rouge phénol au jaune dans les
cupules contenant les levures en présence des huiles essentielles a différentes concentrations.
Ce virage matérialise la viabilité cellulaire. Par contre, les cupules ne présentant aucune
décoloration de I’indicateur ne révéle ’inhibition de la croissance ou la mort des levures. La
variation de coloration entre deux cupules consécutives (rouge a jaune) a permis de
déterminer les CMI des essences (définies comme la plus petite concentration en huile

essentielle qui empéche le virage colorimétrique) telles que consignées dans le tableau IX.

Tableau 1 X;: CMI des huiles essentielles vis-a-vis des levures

CMI (mg/ml)

Huiles  essentielles et Candida albicans Candida Cryptococcus
Nystatine ATCC24433 parapsilosis neoformans

X. aethiopica (Tchad) 10 +0,00 10 +0,00 10+0,00
X. parviflora (Tchad) 50,00 50,00 50,00
M. myristica (Tchad) 10+0,00 10+0,00 10+0,00
X. aethiopica (Cameroun) 10+0,00 10+0,00 10+0,00
X. parviflora (Cameroun) 50,00 10+0,00 10+0,00
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M. myristica (Cameroun) 10+0,00 10+0,00 10+0,00
U. angolensis (Cameroun) 50,00 10+0,00 10+0,00
Nystatine 0,039+0,00 0,062+0,00 0,125+0,00

CMI : Concentration Minimale inhibitrice

Le tableau IX montre que les huiles essentielles des plantes étudiées possedent des
propriétés antifongiques, et inhibent la croissance des trois souches fongiques (Candida
albicans ATCC24433, Candida parapsilosis ATCC22019 et Cryptococcus neoformans
IP95026) avec des CMI variant de 5 & 10 mg/ml en fonction des huiles et des levures testées.

Les huiles essentielles de Xylopia aethiopica et de Monodora myristica du Tchad et du
Cameroun inhibent la croissance de Candida albicans ATCC24433, Candida parapsilosis
ATCC22019 et Cryptococcus neoformans IP95026 a la méme CMI (10 mg/ml).

Les huiles essentielles de Xylopia parviflora et de Uvaria angolensis du Cameroun ont
montré une activité inhibitrice sur la croissance de Candida albicans a 5mg/ml. Plus
particulierement, 1’essence de Xylopia parviflora du Tchad s’est révélée €étre la plus active des

essences en inhibant la croissance des trois levures avec une CMI de 5mg/ml.

Globalement, I’activité antifongique des huiles essentielles des plantes étudiées reste
inférieure a celle de la nystatine, molécule de référence qui inhibe la croissance des trois
levures a de tres faibles CMI allant de 0,031 & 0,125 mg/ml.

L’inhibition de la croissance de Candida albicans ATCC24433 par les huiles
essentielles de Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun a 5mg/ml et Xylopia aethiopica a
10 mg /ml corrobore les travaux de Garry et al. (1997) qui ont montré que les essences de
Xylopia parviflora, Xylopia aethiopica et de Monodora myristica récoltés a Bayagam et a
Yaoundé inhibent la croissance de Candida albicans a 4 mg/ml et >9 mg/ml respectivement.

L’huile essentielle de Uvaria angolensis inhibe la croissance de Candida albicans
ATCC24433 a une CMI de 5mg/ml et celles de Candida parapsilosis ATCC22019,
Cryptococcus neoformans 1P95026 a 10 mg/ml. Son activité antifongique serait due a sa
richesse en sesquiterpénes (50,3%). En effet, George et al. (2008) ont montré qu’une huile
essentielle constituée majoritairement de sesquiterpénes (87,6%) [oxyde de caryophylléne
(49,6%), B-selinéne (4,1%), a-copaene (3,4%) et I’ a-sélinéne (3,5%) également présents dans
I’essence de Uvaria angolensis] inhibait significativement la croissance de Candida albicans

et Candida glabrata.
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L’inhibition de la croissance de ces trois espéces fongiques par les huiles essentielles
des plantes de la famille des Annonaceae étudiées, dont les genres Monodora et Xylopia est
soutenue par les travaux de Tatsadjieu et al. (2003) qui ont montré que 1’huile essentielle de
Monodora myristica récolté a Yaoundé, constituée majoritairement de 1’a-phellandrene
(29,2%), du p-cymene (11,2%), de I’a-pinene (9,7%), du cis-sabinol (6,9%) et du limonéne
(6,8%) et celle de Xylopia aethiopica riche en B-pinéne 18,3%), terpinen-4-ol (8,9%),
sabinéne (7,2%), o-phellandréne (7,1%) et en (E)-B-ociméne (6,4%) ont une activité
antimicrobienne sur les souches de bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis) et de champignons (Aspergillus flavus). D’autres
études telles que celle de Filipowicz et al. (2003) ont révélé que la richesse des huiles

essentielles en ces monoterpenes confére une activité inhibitrice contre Candida albicans.

Dans le méme le sens, les travaux de Peana et al. (1999) et de Pitarokili et al. (2003)
ont montré que les huiles essentielles riches en 1,8 cinéole, a-terpinéol et en linalol inhibent la
croissance de Candida albicans et de Fusarium solani a une CMI de 2mg/ml. Il faut noter que
ces composés ont été retrouvés dans les essences des Annonaceae étudiées. Jazet et al.
(2007); Aouni et al. (2013) et Hzounda et al. (2014) ont également révélé que les huiles
essentielles constituées des monoterpénes oxygénés présentent des propriétés antifongiques.

La subculture des levures sur milieu SDA du contenu des cupules n’ayant présenté
aucune croissance fongique visible a permis de déterminer la CMF définie comme la plus
petite concentration a laquelle aucune repousse fongique n’est visible a I’issue de la

subculture. Les CMF et les rapports CMF/CMI sont consigneés dans le tableau X.

Tableau X: CMF et Rapports CMF/CMI

Parameétres d’activité antifongique des huiles essentielles

Huiles essentielles et C. albicans C. parapsilosis C. neoformans

Nystatine ATCC24433 ATCC22019 IP95026

CMF  CMF/CMI CMF CMF/CMI CMF CMF/CMI

X.aethiopica (Tchad) >10 ND 10 1 10 1
X. aethiopica (Cam) 10 1 10 1 10 1
X. parviflora (Tchad) 5 1 5 1 5 1
X. parviflora (Cam) 5 1 10 1 10 1
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M. myristica (Tchad) 10 1 10 1 10 1

M. myristica (Cam) >10 ND >10 ND >10 ND
U. angolensis (Cam) 5 1 10 1 10 1
Nystatine 0,04 1 0,06 1 0,13 1

ND=non déterminé ; Cam= Cameroun

Selon Carbonnelle et al. (1987), le rapport CMF/CMI permet de classer les composés
a activité antifongique, en fongicides lorsque le quotient est inférieur ou égal a 4, et
fongistatique s’il se révéle supérieur a 4. Ainsi il ressort du tableau X que les rapports
CMF/CMI sont tous inferieurs a 4, traduisant la fongicidie des huiles essentielles des fruits de
Monodora myristica, Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et des feuilles de Uvaria
angolensis aux concentrations testées sur Candida albicans ATCC24433, Candida
parapsilosis ATCC22019 et Cryptococcus neoformans IP95026. La molécule de référence,

Nystatine a également montré un effet fongicide sur les levures testées.

Les résultats obtenus a I’issue de cette étude démontrent que les huiles essentielles, et
particulierement celles issues des Annonaceae étudiées sont dotées d’activité fongicide contre
les Candida et Cryptococcus neoformans [P95026 testés, et suggerent de futures
investigations approfondies dans I’optique de leur application dans le développement de

nouveaux médicaments contre les mycoses.

Les huiles essentielles étudiées dans ce travail ont présenté une activité antifongique.
Plus particulierement, 1’essence de Xylopia parviflora du Tchad s’est révélée comme la plus
active en inhibant la croissance des trois levures testées a la plus faible CMI de 5mg/ml. Son
spectre d’action peut par conséquent étre considéré comme large par rapport aux autres
essences. Compte tenu de la composition chimique de ces huiles essentielles, aucun parameétre
ne s’est distingué comme raison de cette différence d’activité. Cependant, des propriétés
inhérentes a chacune de ces essences telles que 1’équilibre des concentrations relatives des
constituants pourrait provoquer des interactions de type synergistique résultant sur
I’augmentation de I’effet cumulé de 1’essence sur les microorganismes. Ce constat corrobore
par ailleurs 1’idée selon laquelle la complexité des huiles essentielles couplée a d’autres
caractéristiqques telles 1’origine et la nature du matériel végétal leur conféreraient des

pouvoirs spécifiques.

80



Préalablement, nous avons mentioné que les maladies ciblées dans ce travail generent
des radicaux libres qui compliquent I’état des patients affectés. Par conséquent, une essence
qui présenterait un pouvoir antioxydant en plus des activités contre les champignons ou les
néoplasmes serait idéale. Quelle est alors leur effet sur le stress oxydatif généré par les
champignons pathogenes et le cancer ?

111.2.2 Activités antiradicalaires

Les tests d’activités antiradicalaires ont été réalisés in vitro par la méthode de piégeage
du radical libre DPPH°® par les huiles essentielles, en comparaison avec un antiradicalaire de
référence, le BHT. A partir des données spectrophotométriques obtenues, les pourcentages de
piégeage (%SC) ont été calculés, et les concentrations correspondant a 50% de piégeage
déterminées graphiquement (SCsp). De ces valeurs de SCs, les concentrations efficaces (CE)
et les pouvoirs antiradicalaires ont été déduits.

111.2.2.1 Activité antiradicalaire du BHT

Les résultats montrent que le BHT présente une activité antiradicalaire de fagcon dose-
dépendante, I’activité maximale (100% de piégeage) étant obtenue a 0,05 g/l par rapport a la
gamme testée.
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Figure 21 : Pourcentage de piégeage en fonction de la concentration en BHT
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La figure 21 montre que le pourcentage de piégeage est proportionnel a la

concentration en BHT nécessaire pour piéger 50% de molécules de DPPH?® (SCsp) est de 7,02
102 g/l.

111.2.2.2 Activité antiradicalaire des huiles essentielles

Les moyennes des pourcentages de piégeage des radicaux libres des deux essais a
différentes concentrations d’huiles essentielles de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora,

Monodora myristica et de Uvaria angolensis (consignées en annexes) ont permis de tracer les
courbes des figures 22, 23, 24 et 25.
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Figure 22: Pourcentage de piegeage du DPPH® en fonction de la concentration en
huiles essentielles de Xyplopia aethiopica du Tchad et du Cameroun

Il ressort de la figure 22 que les pourcentages de piégeage (%SC) des radicaux libres
de DPPH° croissent en fonction de la concentration en huiles essentielles de Xyplopia
aethiopica du Tchad et du Cameroun pour atteindre au maximum 81,3% et 91,66%
respectivement a la concentration de 15 g/l. Les pourcentages de piégeage obtenus ont permis
de déterminer les concentrations correspondant a 50 % de piégeage des radicaux libres de
DPPH° (SCsp) de 9,63 + 0,45 g/l et 9,46 £0,14 g/l des huiles essentielles de Xyplopia

aethiopica du Tchad et du Cameroun respectivement. Ces valeurs restent supérieures a celle
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obtenue avec le BHT, et indiquent une activité antiradicalaire relativement inférieure a celle
du BHT (7,02 102 g/l).

Les SCs des huiles essentielles des fruits de Xylopia ethiopica issues du Tchad et du
Cameroun (9,63 et 9,46 g/l respectivement) sont significativement identiques, mais inferieures
a la SCspde 15,0 £ 0,8 g /I obtenue par Alitonou et al. (2013) pour I’essence des feuilles de la
méme plante récoltée au Benin. Ceci montre que I’huile essentielle des fruits piegerait plus les
radicaux libres (DPPH°) que celle des feuilles.
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Figure 23: Pourcentage de piégeage du DPPH° en fonction de la concentration en

huiles essentielles de Xyplopia parviflora du Tchad et du Cameroun

Il ressort de la figure 23 que les pourcentages de piégeage des radicaux libres
augmentent en fonction de la concentraton en huiles essentielles des fruits de Xyplopia
parviflora du Tchad et du Cameroun. Les pourcentages de piégeage obtenus ont permis de
déterminer les SCso de 8,90 + 0,16 ¢/l et 9,70 £ 0,69 g/l correspondant respectivement aux
essences du Tchad et du Cameroun. Ceci montre que 1’huile essentielle de Xyplopia
parviflora du Tchad piégerait Iégerement plus de radicaux libres (DPPH®) par rapport a celle

du Cameroun et toutes les deux moins que la molécule antiradicalaire de référence le BHT.
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L’activité antiradicalaire obtenue des huiles essentielles des fruits de Xyplopia
parviflora du Tchad et du Cameroun corrobore les travaux de Woguem et al. (2014) qui ont
montré que ’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora récolté dans le Nde (Ouest -
Cameroun) présente des propriétés antiradicalaires avec une SCsode 590 £1.5 pg/ml soit 0,59
+1,5 g/l, piégeant plus de radicaux libres de DPPH® par rapport aux essences de Xylopia
parviflora récolté a Goré (Tchad) et & Kribi (Cameroun). Cette variation dans ’activité serait
due a la composition chimique de cette essence qui est légérement riche en monoterpénes

oxygenés (20,7%) tel que démontrés par Jazet et al. (2007) pour leurs propriétés
antiradicalaires.
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Figure 24 : Pourcentage de piégeage du DPPH® en fonction de la concentration en

huiles essentielles de Monodora myristica du Tchad et du Cameroun

La figure 24 révéle que les pourcentages de piégeage des radicaux libres (DPPH®)
augmentent avec la concentration en huiles essentielles des fruits de Monodora myristica du
Tchad et et du Cameroun. Les pourcentages de piégeage ont servi a obtenir les SCso de 11,74
+ 0,601 g/l et 10,22 + 1,103 g/l pour les huiles essentielles de Monodora myristica du Tchad
et du Cameroun respectivement, attestant que 1’essence du Cameroun piégerait plus les
radicaux libres (DPPH°) par rapport a celle du Tchad.
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Les huiles essentielles des graines de Monodora myristica du Tchad et du Cameroun
ont une activité antiradicalaire plus élevée par rapport a ’huile essentielle des feuilles de

Monodora myristica récolté au Benin dont la SCs est de 15+0,8 g/l (Alitonou et al., 2013).
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Figure 25: Pourcentage de piégeage du DPPH° en fonction de la concentration en

huile essentielle de Uvaria angolensis

Il ressort de la figure 25 que les pourcentages de piégeage des radicaux libres (DPPH®)
augmentent en fonction de la concentration en huiles essentielles des feuilles de Uvaria
angolensis. Cette essence a une SCsy de 7,69 + 0,318 g/l, similaire & 7,3 +0,8 g/l obtenue par
Boyom et al. (2005) de I’huile essentielle des écorces du tronc de Uvariodendron

calophyllum (Annonaceae), espece voisine de Uvaria angolensis.

Les SCso obtenues ont permis de calculer la concentration efficace 50 (CEsp) et le

pouvoir antiradicalaire (PA) des huiles essentielles dont les résultats sont consignés dans le
tableau XI.

Tableau XI: Récapitulatif des SCs, CEsp et PA des huiles essentielles et du BHT

Echantillons SCs en g/l CEsp en g/mol de DPPH PA

BHT 7,02 107 + 0,00 87,75 1,13.10%
Monodora myristica (Cameroun) 10,22°+ 1,10 12,77. 10 7,83.10°
Mononodora myristica (Tchad) 11,74* £ 0,60 14,67. 10* 6,80.10°°
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Xylopia aethiopica (Cameroun) 9,46° £ 0,14 11,82. 10 8,46. 10°°
Xylopia aethiopica (Tchad) 9,63% + 0,45 12,03. 10* 8,31.10°®
Xylopia parviflora (Cameroun) 9,70° £+ 0,69 12,12. 10 8,25. 10°°
Xylopia parviflora (Tchad) 8,90° + 0,16 11,12. 10* 8,99. 10°°
Uvaria angolensis (Cameroun) 7,69 + 0,31 9,61. 10* 10,40.10°

SCso: scavenging concentration 50; CEsp: concentration efficace 50; PA: pouvoir

antiradicalaire.

Il ressort du tableau XI que I’huile essentielle des feuilles de Uvaria angolensis du
Cameroun a un pouvoir antiradicalaire plus grand (10,40.10°) avec une SCs de 7, 69 + 0,31
g/l par rapport aux huiles essentielles des fruits de Monodora myristica, Xylopia aethiopica et
de Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun. Cependant, toutes ces valeurs sont faibles

par rapport au pouvoir antiradicalaire de la molécule de référence qui est le BHT (1,13.107?).

En conclusion bien que les valeurs des SCsy obtenues soient differentes les unes des
autres, ces differences ne sont pas statistiquement significatives entres les huiles essentielles
du genre Xylopia (p>0.05) contrairement au genre Monodora (P<0.05) ou on note une
difference significative.

Les huiles essentielles riches en monoterpenes hydrocarboneés révélés dans les genres
Xylopia et Monodora possédenune faible activité antiradicalaire. Ces resultats corroborent a
ceux obtenus par Alitonou et al. (2013).

Il ressort des résultats de 1’activité antiradicalaire des huiles essentielles étudiées que :

- L’huile essentielle de Xylopia parviflora du Tchad piége relativement plus des
radicaux libres de DPPH° que celle de Xylopia parviflora du Cameroun avec

cependant une différence non significative ;

- Les essences de Xylopia aethiopica du Tchad et du Cameroun ont pratiquement la

méme activité antiradicalaire ;

- L’huile essentielle de Monodora myristica du Tchad présente une activité
antiradicalaire significativement plus élévée (P<0.05) que celle de Monodora

myristica du Cameroun ;
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- L’huile essenticlle des feuilles de Uvaria angolensis du Cameroun a montré une
activité antiradicalaire plus intéressante que celles des essences de Monodora
myristica, Xylopia aethiopica et de Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun.

Dans la logique de notre approche, une huille essentielle dotée d’effet sur

I’inflammation générée par les mycoses et les cancers, serait d’un intérét accrue.

111.2.3 Activités anti-inflammatoires

111.2.3.1 Activité anti-inflammatoire de I’acide nordihydroguaiarétique

Dans ’optique d’évaluer le potenticl anti-inflammatoire de nos essences a travers
I’inhibition de la 5-lipoxygénase, la NDGA a été testé comme inhibiteur de référence. La
figure 26 représente le pourcentage d’inhibition de la S5-lipoxygénase a différentes
concentrations de la NDGA.
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition de la 5-lipoxygenase par le NDGA en fonction de la

concentration.

Il ressort de la figure 25 que le pourcentage d’inhibition de la 5-lipoxygénase
augmente en fonction de la concentration en NDGA. Ces pourcentages ont permis de
déterminer une Clso de 0,53 = 0,03 pg/mL pour le NDGA.
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111.2.3.2 Activité anti-inflammatoire des huiles essentielles

Suivant rigoureusement le méme protocole, I’activité ant-inflammatoire des huiles de

Monodora myristica, Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et Uvaria angolensis a été

évaluée. Les moyennes de pourcentages d’inhibition sont présentées dans le tableau XII.

Tableau XII: Activité anti-inflammatoire des huiles essentielles et du NDGA

Concentrations Huiles essentielles Pourcentage moyen Cls
9',4- ‘ Huiles essentielles testées . OiOO o -
Xylopia aethiopica (Tchad) 10,1 £5,6 -
Xylopia aethiopica (Cam) 10,6 £5,0 -
Xylopia parviflora (Tchad) 145+52 -
Xylopia parviflora (Cam) 8,5%6,0 -
18.8 Monodora myristica (Tchad) 9275 -
Monodora myristica (Cam) 8,8+6,2 -
Uvaria angolensis(Cam) 0,0+0,0 -
Xylopia aethiopica (Tchad) 12,0 £ 4,6 -
Xylopia aethiopica (Cam) 18,7+ 4,4 -
Xylopia parviflora (Tchad) 16,0+ 1,6 -
28,2 Xylopia parviflora (Cam) 15071 -
Monodora myristica (Tchad) 17,3+ 3,7 -
Monodora myristica (Cam) 19,0+5 -
0,78 NDGA 67,78 + 3,12 0,53+0,03

Cam= Cameroun

Il ressort du tableau XII que toutes les huiles essentielles testées ne présentent aucune

action inhibitrice de la 5-lioxygénase a la concentration de 9,4 pg/mL, méme jusqu’a 18,8

pMg/mL que pour I’huile essentielle de Uvaria angolensis.
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En revanche, six huiles essentielles sur les sept étudiés provoquent une inhibition de
10% en moyenne sur 1’activité de la lipoxygenase de soja a la concentration de 18,8 pg/mL,

ainsi qu’une inhibition comprise entre 12% et 19% a 28,2 pg/mL.

Globalement, il ressort de cette étude que les huiles essentielles étudiées ne présentent
qu’un effet trés modéré par rapport a la NDGA utilisée comme référence sur 1’activité de la 5-
lipoxygenase aux concentrations testées. Il n’a donc pas été possible de déterminer leur Clsp @

ces concentrations

La faible activité anti-inflammatoire obtenue avec les huiles essentielles des
Annonaceae du Tchad et du Cameroun est corroborée par les travaux de Alitonou et al.
(2013) avec les huiles essentielles des feuilles de deux Annonaceae (Monodora myristica et
Xylopia aethiopica) recoltées au Benin, et qui ont inhibé la lipoxygenase a moins de 30% a

des concentrations variant de 9,4 pg/mL a 47 pg/mL.

En conlcusion, il est a noter que les huiles essentielles issues des Annonaceae du
Tchad et du Cameroun, ayant fait 1’objet de cette étude ne sont pas dotées d’activité anti-
inflammatoire significative tel que constaté par ailleurs par d’autres auteurs (Alexandre,
2001 ; Baylac et Racine, 2003). Il serait par conséquent judicieux de conclure que les
essences des deux origines géographiques (pour ce qui concerne les échantillons étudiés) ont

démontré une homogénéité biochimique par rapport a ’action vis-a-vis de la 5-lipoxygénase.

Au-dela de cette limite, nous nous sommes intérogés sur une éventuelle activité

cytotoxique de ces essences. Il en est ressorti ce qui suit.

111.2.4 Activité Cytotoxique des huiles essentielles

111.2.4.1 Evaluation de la cytotoxicité par la méthode au MTT

L’activité cytotoxique des huiles essentielles sur les cellules humaines cancéreuses du
sein (MCF-7) et les cellules épithéliales normales de 1’ceil (ARPE-19) a été évaluée par le test

au MTT basé sur la viabilité des cellules.

Les deux lignées cellulaires (MCF-7 et ARPE-19) ont été incubées avec les huiles
essentielles de Xylopia parviflora, Xylopia aethiopica, Monodora myristica et Uvaria
angolensis issues des flores du Tchad et du Cameroun a des concentrations variant de 100 a

2000 pg/mL. Les résultats obtenus sont résumés dans les figures 27, 28, 29, 30, 31 et 33 et
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dans le tableau XIII (donnant les valeurs des Clsg et indices de selectivité) qui montrent les
effets cytotoxiques des huiles essentielles sur les cellules en culture. Les données brutes ayant
permi de tracer les graphes sont consignees dans les tableaux 10 & 16 en annexes.
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Figure 27: Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Xylopia parviflora du Tchad sur les
cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 28 : Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Xylopia parviflora du Cameroun sur les
cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 29 : Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Xylopia aethiopica du Tchad sur les
cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 30 : Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Xylopia aethiopica du Cameroun sur
les cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 31 : Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Monodora myristica du Tchad
sur les cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 32 : Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Monodora myristica du Cameroun sur
les cellules (MCF-7 et ARPE-19)
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Figure 33: Effet cytotoxique de I’huile essentielle de Uvaria angolensis sur les cellules
(MCF-7 et ARPE-19)

Tableau XII1: Activité des huiles essentielles sur la viabilité cellulaire

Huiles essentielles Clso (ng/mL)

MCF-7 ARPE-19 IS
Xylopia parviflora (Tchad) 155 910 5,871
Xylopia parviflora (Cameroun) 166 920 5,542
Xylopia aethiopica (Tchad) 325 1233 3,794
Xylopia aethiopica (Cameroun) 600 825 1,375
Monodora myristica (Tchad) 295 1020 3,476
Monodora myristica (Cameroun) 265 1266 4,777
Uvaria angolensis (Cameroun) 100 1000 10

IS= indice de sélectivité
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Il ressort de 1’analyse de 1’ensemble des données que les huiles essentielles de Xylopia
parviflora, Xylopia aethiopica, Monodora myristica et Uvaria angolensis présentent
globalement un effet inhibiteur sur la viabilité des cellules aussi bien cancereuses que

normales.

Cependant, I’intensité de 1’effet inhibiteur s’est montrée variable d’un cas a un autre.

Plus particulierement, il a été noté que:

1) L’huile essentielle de Uvaria angolensis est la plus active contre les cellules
cancéreuses du sein (MCF-7), avec une viabilité réduite a 1% a 200 pg/mL. La Clso de cette
essence a été déterminée comme étant 100 pg/mL. Par contre cette huile a demontré une
innocuité relative hautement significative contre les cellules normales (ARPE 19) avec une
Clsp de 1000 pg/mL, soit 10 fois moins active que sur les cellules cancéreuses avec un indice

de sélectivité de 10.

2) Les essences de Xylopia parviflora des deux origines se sont montrées également
tres actives, mais moins que celle de Uvaria angolensis. En effet, les deux essences ont
présenté des valeurs de Clso presque similaires (155 pug/mL et 166 pg/mL respectivement
pour le Tchad et le Cameroun) et des indices de sélectivité dans le méme ordre (5,871 et 5,542
respectivement). Il faut noter qu’a 200 pg/mL, I’essence du Tchad a montré un effet inhibiteur
plus accru que celle du Cameroun, avec des viabilités cellulaires de 19% et 44%
respectivement. Leurs effets sur les cellules normales se sont révélés étre similaires a toutes

les concentrations testées.

3) Dans I’ordre d’activité décroissante, les essences de Monodora myristica des deux
origines ont présenté des Cls significativement comparables de 295 pg/mL et 265 pg/mL
avec indices de sélectivité de 3,476 et 4,777 respectivement pour les huiles essentielles du
Tchad et du Cameroun. Cependant, aux concentrations de 400 pg/mL et 2000 pg/mL
I’essence du Cameroun a démontré un effet plus accentué sur les cellules cancéreuses dont la
viabilité a été reduite a 5% et 1% respectivement, par rapport a 27% et 3% pour 1’essence du
Tchad. Par ailleurs, un effet similaires de ces deux essences a été observé sur les cellules

normales qui sont restées hautement viables jusqu’a la concentration de 400 pg/mL.

4) Enfin, les essences relativement moins actives se sont révélées étre celles de
Xylopia aethiopica du Tchad et du Cameroun, qui ont présenté des Clso de 325 pg/mL et 600

pg/mL respectivement contre les cellules cancéreuses avec des indices de sélectivité de 3,794
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et 1,375 respectivement. A 200 pg/mL, les cellules se sont montrées hautement viables.
Cependant il est a noter qu’a cette concentration, les cellules cancéreuses ont montré une
viabilité de 102% sous I’effet de I’essence du Tchad. Ceci dénoterait d’un effet promotteur de
cette huile essentielle sur la croissance des cellules cancéreuses. Des études ultérieures
permettront de clarifier cette observation. A 400 pg/mL, cette essence s’est révélée étre
environ 3 fois plus active sur les cellules cancéreuses par rapport a celle du Cameroun, et a
2000 pg/mL, la tendance a été inversée, avec 12% de viabilité des cellules cancéreuses contre

1% pour I’essence du Cameroun.

5) dans I’ensemble, les cellules normales ont été presque compléetement inhibées a la
concentration en huile essentielle de 2000 pg/mL, avec des pourcentages de viabilité

inférieurs a 3.

En conclusion, les essences des deux origines ont montré des profils d’activité
antinéoplasique comparable, dénotant une homogénéité biochimique relative avec cependant
des disparités non significatives.

L’effet cytotoxique moindre des huiles essentielles de Xylopia aethiopica sur les
cellules normales (ARPE-19) est dans une certaine mesure en accord avec les travaux de
Koba et al.(2008) qui ont révélé que I’huile essentielle des fruits de Xylopia aethiopica
récoltés a Lomé (Benin) ne présentait aucun effet cytotoxique sur les lignées cellulaires
(HaCaT) normales de 1’épiderme a une Clso supérieure a 3000 pg/mL. Cette essence, tout
comme celles analysées dans cette étude contenait principalement le p-pinéne (23,6%), I’a-
pinene (11,0%), le sabinéne (9,6%), le germacrene D (8,3%) et le 1,8-cineole (8,2%).

Globalement, de nombreux rapports ont été publiés sur I'effet cytotoxique des extraits
de plantes de la famille des Annonaceae sur des lignées de cellules humaines cancéreuses et
non cancéreuses, mais peu d’informations sont disponibles sur I'effet cytotoxique des huiles
essentielles de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et de Monodora myristica. Choumessi
et al. (2012) et Kuete et al. (2011) ont rapporté l'activité antiproliférative de Il'extrait
hydroéthanolique de Xylopia aethiopica avec des Clso de 12 pg/mL sur les cellules
cancereuses du c6lon HCT116 ; 7,5 pg/mL et > 25 pg / mL sur les cellules leucémiques U937
et KGla ; 6,86 pg/mL et 3,91 ng/mL sur les cellules MiaPaCa-2 (cancer pancreatique) et
CCRF-CEM (cellules leucémiques). Adaramoye et al. (2011) ont également montré l'effet
antiprolifératif de l'extrait de Xylopia aethiopica sur les cellules cancéreuses du col utérin

humain. D'autre part, il a été signalé que des constituants tels que le terpinéne-4-ol et le a-
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cadinol qui se trouvent dans toutes les huiles essentielles testées ont une activité
anticancéreuse contre le cancer du sein, du cdlon, de lI'estomac, du poumon, de I'ovaire et des
lignées cellulaires de cancer du larynx (Ren et Gould, 1998). En outre, le B-pinéne, qui est
I'un des monoterpénes les plus naturellement courants dans les essences des especes du genre
Xylopia, a une activité cytotoxique significative contre le cancer du sein et les lignées de

cellules de cancer de I'épiderme de la peau (Helen et al., 2012).

De méme, il a été démontré que le limonéne peut améliorer I'activité cytotoxique des
huiles essentielles contre les tumeurs par induction de I'apoptose et action sur les phases 1 et 2
du métabolisme enzymatique des cancerogénes (cytochrome P450) qui métabolisent des
substances cancérogénes en formes moins toxiques et prévient l'interaction de produits
chimiques cancérogenes avec I’ADN (Sun, 2007). Bien que, I'huile de Monodora myristica
du Tchad se soit révélée riche en limonéne (14,9%), son effet cytotoxique ne s’en est pas
trouvée meilleure contre les cellules MCF-7. En définitive, il est a relever qu’aucun travail
antérieur n’a décrit I’activité antinéoplasique de I’essence de Uvaria angolensis, cependant sa
forte teneur en sesquiterpénes oxygénés justifierait son activité et sa selectivité relativement

meilleures contre les cellules cancéreuse MCF-7.

D’aprés Sibanda et al. (2004), d’autres composés tels que I'oxyde de caryophyllene
contribueraient a ’activité globale au vu de leur action contre des lignées cellulaires (SK-
MEL-28, MDA-MB-231 et Hs 578T, et 5637) des cancers de la peau, du sein et de la prostate
respectivement. lls ont également constaté que I'oxyde de caryophylléne a 100 pg/mL était
cytotoxique sur les cellules cancéreuses du sein (MCF-7) et de la prostate (PC-3) avec 89,67%
et 96,75% de mort cellulaire, respectivement.

Ces résultats corroborent les travaux de Woguem et al. (2014) qui ont montré que
I’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora récolté dans le Nde (Ouest —Cameroun),
riche en B-pinene (34,0%), a-pinene (10,3%), trans-pinocarvéol (5,0%), myrténol (4,6%) et
en sesquiterpenes (11,7%) aurait une activité cytotoxique sur trois lignées de cellules
cancéreuses (HCT116, MDA-MB 231 et A375) responsables des cancers du colon, du sein et
du mélanome respectivement a des Clso de 6,63ug/mL , 6,56ug/ml de 7,47ug/mL.

La teneur monoterpénique élevée dans les huiles de Xylopia aethiopica et Monodora
myristica et la présence d’un composé anticancéreux puissant tel que le limonéne dans ces
extraits n'a pas influencé leur cytotoxicité contre les cellules MCF-7, contrairement aux

conclusions de Miller et al. (2013) qui affirmaient que la présence de ce composé dans une
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essence lui conférerait une activité anticancéreuse. Au contraire, les huiles essentielles de
Xylopia parviflora qui ne contiennent pas ce composant ont montré 1’une des meilleures
activités contre les cellules cancéreuses. Ceci est une indication que I'activité anticancéreuse
ne serait pas due a un constituant exclusif, mais plus probablement le fait d’une coalition
d’actions de constituants qui agiraient alors en synergie ou par additivité (Bakkali et al.,
2008).

Compte tenu de la potentialité des essences de X. parviflora du Tchad et du Cameroun
contre les cellules cancéreuses, elles ont été choisies pour la caractérisation phénotypique du

mode d’action contre les cellules cancéreuses (MCF-7).

111.2.4.2 Caractérisation phénotypique de I’effet des huiles sur les cellules

cancéreuses

En résumé, ce test a permis I’observation microscopique et la quantification rapide et
sensible de la prolifération et de la viabilité cellulaires basées sur l'activité d'une enzyme
mitochondriale, la succinate déshydrogénase en présence du substrat (révélateur) MTT (3-
[4,5-diméthylthiazol-2yl]-2,5-diphényltétrazolium bromide). Le sel de tétrazolium du substrat
est transformé en cristaux insolubles de formazan (colorés en bleue) grace a l'activité de la
succinate déshydrogénase. Les cupules des plaques de culture colorées en jaunes indiguent

que les cellules sont mortes aux concentrations correspondantes.

Par observation au microscope, les cellules cancéreuses mortes par apoptose étaient
caractérisées par le bourgeonnement de la membrane sans perte d’intégrité ou par un
bouillonnement de la membrane plasmique; ces résultats ont corroboré les observations de
Cohen (1993) sur ce type de cellules.

Les contenus des microplaques observés au microscope pour la caractérisation
phénotypique (morphologique) que des cellules cancéreuses (MCF-7) mises en contact avec
I’huile essentielle de fruits de Xylopia parviflora du Cameroun aux concentration de 10
pg/mL a 400 pg/mL, avant et aprés traitement par MTT et aprés 4 heures d’incubation sont

indiqués par la figure 34.
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a b
a- Contrdle: cellules viables de MCF-7; b- Cellules (MCF-7) mortes exposées a I’huile essentielle de

Xylopia parviflora du Cameroun a 400 pg/mL.
Figure 34 : Caractérisation phénotypique des cellules MCF-7 en absence de MTT
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Figure 35: Caractérisation phénotypique de la viabilité cellulaire en présence du MTT
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111.2.4.3 Cycle cellulaire : Mécanisme d’action impliqué dans la mort

cellulaire

Sur la base de leurs Clsp, les huiles essentielles de Xylopia aethiopica, Monodora
myristica du Tchad, Xylopia parviflora et Uvaria angolensis du Cameroun ont été
sélectionnées pour effectuer cette étude. Les résultats de I’étude par cytométrie de flux de
I’effet des huiles essentielles sur le cycle cellulaire des cellules cancéreuses (MCF-7) et
épithéliales normales (ARPE-19) a la concentration de 100 pg/mL sont consignés dans les
tableaux 17 et 18 en annexes. IIs ont permis de déterminer le mécanisme d’action impliquant

la mort de ces cellules tel que représenté dans les figures 36 et 37.
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Figure 36 : Analyse du cycle cellulaire des cellules (MCF-7) traitées avec 1’éthanol
(Témoin) pendant 24 heures ou supplémentees avec les huiles essentielles a 100 pg/mL
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Figure 37: Analyse du cycle cellulaire des cellules (ARPE-19) traitées avec 1’éthanol

(Témoin) pendant 24 heures ou supplémentées avec les huiles essentielles a 100 pg/pL

Il ressort des figures 36 et 37 que les huiles essentielles des fruits de Xylopia
aethiopica (Tchad), Xylopia parviflora (Cameroun), et des graines de Monodora myristica
(Tchad) et des feuilles de Uvaria angolensis (Cameroun), incubées pendant 24 heures avec les
cellules cancéreuses du sein (MCF-7) induisent un arrét du cycle cellulaire a la phase GO/G1
et une émergence significative de ’apoptose pendant la phase sub-G1. Cette conclusion
découle de I’apparition d’un 3° pic du cycle cellulaire avec 1 a 4 % de cellules (MCF-7)
mortes par apoptose. Ce pic correspond a des cellules dont le contenu en ADN est diminué par
perte de fragments d’ADN clivés au cours de 1’apoptose (Leers et al., 1999; Szmit et al.,
2002).

Quand aux cellules épithéliales normales (ARPE-19), I’arrét du cycle cellulaire
s’observe en phase S avec les huiles essentielles de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora,
Monodora myristica, puis en phase G2/M pour I’huile essentielle de Uvaria angolensis.

Ces observations suggérent une différence fondamentale entre les cellules normales et

les cellules cancéreuses du fait que les cellules normales (ARPE-19) sont capables de rester
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en vie pendant la phase S (réplication de I’ADN) ou G2/M (pre-mitotique ) correspondant a la
synthése de I’ARN alors qu’on observe un arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses
(MCF-7) en phase GO/G1 et autodestruction par apoptose. De plus, le fait que les cellules
normales (ARPE-19) soient capables de rester en vie pendant la phase S sous ’effet des huiles
essentielles démontre qu’elles peuvent réparer leur ADN endommagé au cours de I’apoptose
par excission tel que démontré antérieurement par Sarasin (1994) chez les cellules eucaryotes
traitées par des inhibiteurs de croissance.

L’arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses (MCF-7) et des cellules épithéliales
normales (ARPE-19) en phases GO/G1l et S et leur mort par apoptose par les effets
cytotoxiques des huiles essentielles testées est corroboré par les travaux de Cha et Kim
(2012) qui ont montré que I’huile essentielle des feuilles de Cryptomeria japonica contenant
des composés présents dans nos essences tels que a-pinéne (6,07%), sabinéne (8,86%),
terpinen-4-ol (9,97%), et a-terpinéol (6,13%) induirait I’apoptose de cellules cancéreuses
(KB) de I’épiderme buccal. En effet, ces auteurs ont révélé que cette huile essentielle
activerait les caspases (Caspases 3) et provoquerait les variations de la teneur mitochondriale
en protéines de la famille Bcl, et le rapport Bax/Bcl,, induisant ainsi la libération du
cytochrome c dans le cytosol dont I’ensemble constitue un modéle moléculaire caractéristique

de I’apoptose.

De méme, Wei et al. (2008) ont montré que I’huile essentielle extraite des aiguilles de
pin (Pinus sylvestrus) induirait 1’apoptose en inhibant 1’activité de la télomeérase et

I’expression du gene Bcl, des cellules cancereuses hepatiques (HepG2).

Au terme de cette étude sur le mécanisme de mort cellulaire, il ressort que toutes les
huiles essentielles induisent 1’apoptose a 100 pg/mL. Cependant il est a noter que les essences
de Xylopia aethiopica du Tchad et Uvaria angolensis du Cameroun induiraient 2 fois plus de
mort cellulaire par apoptose des cellules cancéreuses que toutes les autres huiles. D’autre part,
I’effet apoptotique des huiles essentielles est plus prononcé vis-a-vis des cellules cancéreuses
(MCEF-7) que des cellules normales (ARPE-19).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Conclusion

Au terme de cette étude donc I’objectif général était de rechercher les substances

naturelles ayant des propriétés antifongiques, antiradicalaires, anti-inflammatoires et

antinéoplasiques des huiles essentielles des graines, fruits et feuilles de quatre plantes

sélectionnées de la famille des Annonaceae du Tchad et du Cameroun, les résultats saillants

suivants ont été obtenus :

1-

Les rendements d’extraction des huiles essentielles ont varié de 0,10 a 4,86% en
fonction des organes et des especes de la famille des Annonaceae étudiés et issues
du Tchad et du Cameroun ; le meilleur rendement était celui des fruits de Xylopia
aethiopica du Cameroun (4,86 %). La similarité des compositions chimiques des
huiles essentielles globalement riches en monoterpenes (75 a 94,2%) dans les
genres Monodora et Xylopia avec comme composés majoritaires 1’a-phellandrene
(52,7 a 67,1%) et le PB-pinene (24,6 a 35,7%) respectivement a marqué une
homogénéité biochimique intraspécifique a travers les deux zones tropicales ou
poussent ces plantes ; le cas particulier de 1’essence de Monodora myristica du
Tchad qui s’est montrée significativement riche en limonéne (14,9%) par rapport a
celle du Cameroun qui n’en contenait que 1,8% a été relevé. L huile essentielle des
feuilles de Uvaria angolensis du Cameroun s’est révélée riche en sesquiterpenes
(50,3%) par rapport aux monoterpénes (12,5%). Cette essence était

majoritairement constituée de benzoate de benzyle (32,8%).

Les huiles essentielles des fruits de Xylopia aethiopica, Xylopia parviflora et des
graines de Monodora myristica du Tchad et du Cameroun et celle des feuilles de
Uvaria angolensis du Cameroun ont inhibé la croissance de Candida albicans,
Candida parapsilosis et Cryptococcus neoformans a des CMI comprises entre 5 et
10 mg/ml et se sont montrées toutes fongicides sur les 3 souches de levures.

L’huile essentielle des feuilles de Uvaria angolensis du Cameroun a montré un
pouvoir antiradicalaire légérement élevé (10,40.10°) avec une SCs, de 7,69 + 0,31
o/l par rapport aux huiles essentielles des graines de Monodora myristica, et fruits

de Xylopia aethiopica et Xylopia parviflora du Tchad et du Cameroun dont les
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SCso sont comprises entre 8,90 et 11,74 g/l. Neanmoins, cette différence apparue

n’est pas significative.

4- Dans D’ensemble, toutes les essences ont montré une faible activité anti-

inflammatoire, avec une inhibition de la 5-lipoxygenase de soja inférieure a 50%.

5- Les huiles essentielles testées ont montré un effet significatif de mort sur les
cellules cancéreuses (MCF-7), avec des indices de sélectivité comprises entre
1,375 et 10. La sélectivité d’action de ces huiles essentielles a aussi été démontree
a travers l’inhibition préférentielle du cycle cellulaire des cellules cancéreuses
(MCF-7) en phase GO/G1 par rapport aux cellules épithéliales normales (ARPE-
19) dont le cycle s’arrete en phase S. Leur effet cytotoxique plus élevée sur les
cellules cancéreuses du sein (MCF-7) par rapport aux cellules épithéliales
normales de I’eceil (ARPE-19) marque un effet selectif de celles-ci mortes par
apoptose, et met en évidence le potentiel de ces essences comme source de

thérapie éventuelle contre le cancer du sein.

L’ensemble de ces résultats démontre que les huiles essentielles des plantes de la famille
des Annonaceae du Tchad et du cameroun ayant fait I’objet de 1’étude sont dans une certaine
mesure comparables des points de vue de leur teneur dans les organes de plantes, de leur
composition chimique, et de leurs activités antifongiques, antiradicalaires, anti-
inflammatoires, et anticancéreuses. Elles ont par conséquent prouvé une homogénéité
remarquable et pourraient, au Tchad comme au Cameroun, étre la source de traitements de
nombreuses maladies a I’instar des infections fongiques, les cancers, et les affections liées au

stress oxydatif.
Perspectives

Considérant ce qui précéde, ce champ d’intérét devra étre exploré davantage. Nous

envisageons par conséquent :

- D’étendre nos recherches a d’autres espéces de la famille des Annonaceae y
compris Uvaria angolensis du Tchad ;

- Etudier les activités antioxydantes et anti-inflammatoires complementaires ;

- D’étudier la toxicité in vitro/in vivo des essences qui auront montré un profil

biochimique prometteur ;
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- De déterminer le/les mecanisme(s) d’action additionels des essences ayant montré
de bonnes activités et un profil toxicologique acceptable comme source de
médicaments ;

- De réaliser des études précliniques dans de modeles animaux ;

- Et subsidiairement, d’explorer 1’effet promotteur de la croissance des cellules
cancéreuse tel que observé avec 1’essence de fruits de Xylopia aethiopica du
Tchad.
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ANNEXES

Annexe 1: Appareillage de type Clevenger
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Annexe 2 : Composition des milieux de cultures utilisés
Bouillon nutritif de Sabouraud.

Peptone mycologique 13g

Glucose 209
Rouge phénol 0,024%
Chloramphénicol 0,59
Eau distillée gsp 1 litre
PH final 7,2
Sabouraud Dextrose Agar

Néopeptone difco 10g

Glucose 20g

Agar 20g

Eau distillée Qsp 1000ml

pH 5-5,6

DMEMF-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) F12 supplémenté
Sérum bovin feetal inactivé (SBF) a 10%

Glutamine (2mM),

Rouge phénol

Gentamycine (50 pg/mL).

Atmosphére humide, 8 5% C0,a37°C



Annexe 3 : les résultats bruts

Tableau 1: Pourcentage de piégeage du radical libre par le BHT

Conc (g/1) % SC Essai 1 % SC Essai2 Moyenne (%) Ecart-type
0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
0,002 21,24 19,48 20,36 1,24
0,003 26,07 27,16 26,62 0,77
0,005 42,38 40,55 41,46 0,38
0,01 64,79 64,25 64,52 0,38
0,02 90,50 86,77 88,64 2,64
0,03 97,69 96,77 97,23 0,65
0,05 100 100 100 0,00

Tableau 2: Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Xylopia aethiopica du Tchad

Conc (g/) %SC Essai 1l %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 29,51 25,3 27,405 2,97
10,00 50,38 54,1 52,24 2,63
15,00 80,45 82,15 81,3 1,20
SCso 9,96 9,31 9,63 0,45

Tableau 3 : Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Xylopia aethiopica du Cameroun

Conc (g/) %SC Essai 1l %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 18,5 17,05 17,77 1,02
10,00 53,03 55 54,01 1,39
15,00 93,13 90,2 91,66 2,07

SCso 9,56 9,36 9,46 0,14




Tableau 4 : Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque
concentration en huile essentielle de Xylopia parviflora du Tchad

Conc (g/) %SC Essail %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 28,8 32,74 30,77 2,78
10,00 57,02 54,35 55,68 1,88
15,00 75,58 73,2 74,39 1,68
SCs 8,79 9,02 8,90 0,16

Tableau 5: Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Xylopia parviflora du Cameroun

Conc (g/) %SC Essai 1 %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 24,00 24,47 24,235 0,33
10,00 55,00 49,32 52,16 4,01
15,00 64,16 68,2 66,18 2,85
SCso 9,21 10,19 9,70 0,69

Tableau 6: Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Monodora myristica du Tchad

Conc (g/) %SC Essai 1 %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 25,56 23,00 24,28 1,81
10,00 43,51 46,32 44,91 1,98
15,00 58,43 60,5 59,46 1,46

SCso

12,17

11,32

11,74

0,60




Tableau 7: Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Monodora myristica du Cameroun

Conc (g/) %SC Essai 1 %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 32,76 30,1 31,43 1,88
10,00 52,16 48,32 50,24 2,71
15,00 55,65 57 56,32 0,95
SCs 9,44 11,00 10,22 1,10

Tableau 8 : Moyenne du pourcentage de piégeage du DPPH de deux essais a chaque

concentration en huile essentielle de Uvaria angolensis du Cameroun

Conc (g/l) %SC Essai 1 %SC Essai 2 Moyenne Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 24,45 26,8 25,62 1,66
7,50 49,5 50,36 49,93 0,60
10,00 54,7 56,4 55,55 1,20
15,00 80,16 81,12 80,64 0,67
SCs 7,92 1,47 7,69 0,31

Tableau 9: Moyennes du pourcentage d’inhibition de la 5-lipoxygenase par le NDGA a

différentes concentrations.

Conc(ug/mL) Essail Essai 2 Essai 3 Moy (% CI) Ecart type
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,195 11,96 19,14 4,28 11,79 7,43
0,39 34,14 49,27 34,14 39,18 8,73

0,78 71,24 66,95 65,16 67,78 3,12




Tableau 10: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile

essentielle de Xylopia parviflora du Tchad

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Contrdle: Ethanol (20) 100 + 11 100+ 6
100 87 + 15 83+ 1
200 19+ 16 82+4
400 140,03 69 + 1
2000 240 1+0

Tableau 11: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile
essentielle de Xylopia parviflora du Cameroun

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%0)
MCF-7 ARPE-19
Contréle: Ethanol (20) 100 + 17 100 + 2
100 58+ 5 85+ 7
200 44 +1 85+ 4
400 140 70+2
2000 341 00

Tableau 12: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile
essentielle de Xylopia aethiopica du Tchad

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Controle: Ethanol (20) 100 + 8 100 + 21
100 96 + 3 96 + 7
200 102+ 6 94 +5
400 19+9 100 + 15
2000 12+4 00




Tableau 13: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile

essentielle de Xylopia aethiopica du Cameroun

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Contrdle: Ethanol (20) 100 + 6 100 +5
100 95+ 6 86+ 6
200 84 +5 86+5
400 56+ 3 65+5
2000 10 00

Tableau 14: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile

essentielle de Monodora myristica du Tchad

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Contréle : Ethanol (20) 100 +5 100 +11
100 91 +8 90 +3
200 7146 88 + 3
400 2747 77+ 4
2000 3+0 0+0

Tableau 15: Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile

essentielle de Monodora myristica du Cameroun

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Contréle : Ethanol (20) 100+ 9 100 + 3
100 86 + 7 96 +5
200 72+8 96 + 2
400 50 949
2000 140 0+0




Tableau 16 : Pourcentages de survie des cellules en fonction de la concentration en huile

essentielle de Uvaria angolensis

Concentration (ug/mL) Survie des cellules (%)
MCF-7 ARPE-19
Contrdle : Ethanol (20) 100 + 4 100 + 4
100 50 + 9 70+5
200 140 63+ 4
400 1+0 59+ 3
2000 4+1 3+1

Tableau 17 : Cycle cellulaire des cellules (MCF-7)

MCF-7 (%) sub G1 G0/G1 S G2/M
Témoin 1 58 22 19
XAt 4 60 13 23
MMt 2 67 10 21
XPc 2 67 16 15
UA 4 68 10 18

Tableau 18: Cycle cellulaire des cellules (ARPE-19)

ARPE-19 (%) sub G1 G0/G1 S G2/M
Témoin 1 68 5 26
XAt 0 56 11 33
MMt 0 59 10 30
XPc 1 52 18 30
UA 1 65 4 30
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Abstract

Background: Cancer has become a global public health problem and the search for new control measures is
urgent. Investigation of plant products such as essential ods from Manodora myristica, Xylopia aethiopica and Xylopla
parviflora might lead to new anticancer therapy. In this study, we have investigated the antineoplastic activity of
essential oils from fruits of these plants growing In Chad and Cameroon

Methods: The essential oils obtained by hydrodistillaton of fruits of Monodor mymistica, Xylopia asthiopea and
Xylopia parnvifiora collected in Chad and Cameroon were analyzed by GC-FID and GC-MS and investigated for their
antiprofiferative activity against the breast cancer cell line (MCF7).

Results: Overall, monoterpenes were mostly found in the six essential oils. Oits from X gethiopico and X. parafiora from
(Chad and Cameroon mainly contain [-pinene at 246%, 282%, 35.7% and 32.9% respectively. Monodora myristica oils from
both ongins contan manly 0-phellandrene at 52.7% and 67.1% respectively. The plant ongin did not significantly
influence the chermical composttion of ols The six essential oits exerted cytotowc activity against cancer (MCF-7) and
normal call lines {ARPE-19), with more pronounced effect on neoplastic cells n the majority of cases The highest selectivity
was obtained with the essential ofs of X parvifiora from Chad and Camercon (387 and 5.54) which were more cytotoxic
aganst MCF-7 than against normal cell line (ARPE-19) with IC., values of 0155 ul/mlL and 0166 pl/ml respectively
Condusions: Essential oils from fruts of Monodom myristica, Xyopia cethiopca and Xylopia parifiora have shown
acceptable antineoplastic potency, and might be irvestigated further in this regard

Keywords: Essental oils, Cytotoaty, MCF-7 cels, ARPE-19 cells, Monoterpene, Sesquiterpene

Background

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer and
the leading cause of cancer death among women, and is the
second cause of mortality in sub-Saharan countries [1,2].
According to the GLOBOCAN 2010 estimates, the most
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common cancer sites in Africa indicate that Cameroon and
Chad are highly burdened by breast cancer which is the
most frequent cancer in women before the cervical cancer
with an inadence rate of 27.9 per 100,000 [3]. These statis-
tics indicate that urgent strategies should be implemented
to slowdown the increase of cancer incidence in Africa.
Although there are many therapeutic strategies includ-
ing chemotherapy, radiation and combination therapies
to treat cancer, high systemic toxicity and drug resist-
ance limit the successful outcomes in most cases [4].
Natural products and their synthetic derivatives may be
considered as a potential source of novel compounds for
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the treatment of numerous diseases, comprising over
60% of the approved anticancer drug candidates devel-
oped between 1981 and 2002 [5). Particular attention
has been set on the use of essential oils from tropical
origin for their cytotoxic activity [6]. Essential oils have
shown cytotoxic activity generally without being muta-
genic in various organisms {7,8].

The biological properties of aromatic plants such as
Annonaceae plants are partially attributed to their essential
oils [9]. Aromatic plant such as Xylopia aethiopica are used
as spices (fruits) all over central and westemn Africa, and as
a component of herbal medicines for the treatment of skin
infections, cough, bronchitis, dysentery, female sterility and
fever [10,11], The essential ol of Xylopia acthiopica stem
bark was investigated by Boyom et al. [12] and showed ac-
tivity against the W2 strain of Plasmodium falciparum in
culture. Monodora myristica grows naturally in evergreen
forests from Liberia to Nigeria and Cameroon, Angola and
also Uganda and west Kenya The fruits and seeds are dried
and sold whole or ground to be used in stews, soups, cakes
and desserts; they are used as stimulants, stomachic, against
headaches, sores and also as insect repellent. In medicine,
the bark is used in treatments of stomach-aches, febrile
pains, eye diseases and haemorrhoids [13],

Monoterpenes, found in a wide variety of plants includ-
ing Annonaceae, may be prominent in plant essential oils.
In this chemical dlass, limonene was shown to prevent
carcinogen-induced breast cancer at the initiation and the
promotion/progression stages. This terpene also causes the
complete regression of the majority of advanced rat mam-
mary cancer when added to the diet [14]. In the context of
our previous investigations on aromatic plants from trop-
ical areas, the chemical analyses of essential cils obtained
by hydrodistillation of fruits of X. aethiopica, X parviflora
and M. myristica collected in Cameroon showed that all of
them were dominated by monoterpenes [15,16]. We there-
fore hypothesized that these essential oils could show po-
tent cytotoxic activity against human breast cancer cells
(MCEF-7). This led us to carry out further chemical investi-
gations on the essential oils of their fruits collected in Chad
and Camercon and to evaluate their antiproliferative activ-
ity by MTT assay.

Methods

Plant material and extraction procedure

The fruits of Monodora myristica, Xylopia aethiopica, and
Xylopia parviflora (Annonaceae) were collected from Gore
(Chad) and Kribi (Cameroon) in March 2012 following
the guidelines for biodiversity exploration and preserva-
tion in both countries, filed at the National Herbarium of
Yaoundé-Cameroon and at the National Center for Re-
search of Chad, where voucher specimens were identified
and deposited. Reference identification numbers for vou-
cher specimens at the National Herbarium in Yaoundé are
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27690/SFR/CAM, 28725/SFR/Cam, and 42351HNC re-
spectively for Monodora nryristica, Xylopia aethiopica,
and Xylopia parviflora.

Essential oils were extracted by hydredistillation using
a Clevenger type apparatus. The fruits were hydrodis-
tilled for 5 h, dried over anhydrous sodium sulfate and
then preserved at 4°C free from the light until used. The
yields of extraction were calculated in percentage (w/w)
relative to the weight of the starting plant material.

Chemical analysis

The determination of the chemical composition of oils
was achieved by gas chromatography and by gas chro-
matography coupled with mass spectrometry.

Gas chromatography analysis

Gas chromatography (GC) was performed on a Varian CP-
3380 apparatus equipped with flame ionization detector fit-
ted with a fused silica capillary column (30 m x 025 mm
coated with DBS3, film thickness 025 ym); temperature pro-
gram 60-220°C at 3'C/min, injector temperature 200°C, de-
tector temperature 220°C, carnier gas N 1 mL/min. 0.5 pL
of essential oil difuted at 10% in dichloromethane was
injected manually. The linear retention indices of the com-
ponents were determined relatively to the retention times
of a series of n-alkanes and the percentage compositions
were obtained from electronic integration measurements

Gas chromatography-mass spectrometry

GC/MS analyses were performed using a Hewlett—Pack-
ard GC 5890 series I equipped with a HP5 (5%-phenyl-
methylpolysiloxane) fused silica column (30 m x 0.25 mm;
film thickness 025 pm) interfaced with a quadrupole de-
tector (Model 5972) applying the same temperature pro-
gram as for the GC/FID analyses; injector temperature,
220°C; MS transfer line temperature, 250°C; carrier gas,
helium at a flow rate of 0.6 mL/min; injection type, split,
1:10 (I pL 10:100 CH,CI, solution); ionization voltage,
70 &V; electronmultiplier 1460 €V; scan range 35-300 amu;
scan rate, 296 scan/s. The identification of the constitu-
ents was based on comparison of their relative retention
indices with either those of authentic samples or with pub-
lished data in the literature [17] and by matching their
mass spectra with those obtained with authentic samples
and/or the NBS75K, Wiley 7th NIST 98 EPA/NIH, and
FFNSC 2 libraries spectra.

Evaluation of the cytotoxic activities of essential oils on
cancer and normal cell lines

Human breast cancer (MCF-7) and normal epithelial
(ARPE-19) cell lines used for cytotoxic activities were pur-
chased from American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA). They were maintained in Dulbecco's
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Modified Eagle Medium (DMEM) FI2 (Life Technologies
GIBCO, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10%
foetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO),
glutamine, phenol red and 50 pg/mL gentamycine, in hu-
midified atmosphere at 37°C and 5% CO..

For the cytotoxic study, cells were seeded in 96-well
plates at the density of 2,000 cells/well in 200 pL of culture
medium and allowed to grow for 24 h. Then serially di-
luted concentrations of essential oils in 10% absolute etha-
nol were added to the cells culture at final concentrations
ranging from 0.1 to 2 pL/mL and were incubated at 37°C
for 72 h. Each concentration was tested in triplicate.

The cell viability was measured by using MTT assay as
previously described [18]. The assay detects the reduction
of MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl}-2,5-diphenyl-tetrazo-
lium bromide] by mitochondrial dehydrogenase to blue
formazan product, which reflects the normal functioning
of mitochondrial and cell viability [19]. After 72 h incuba-
tion of cells with essential oils, 20 pL of MTT reagent at
0.5 mg/mL was added to each well and incubated for add-
itional 4 h. Then, the medium was removed and 150 pL
EtOH/DMSO (1:1) was added to MTT precipitates in
each well to solubilize the formazan crystals. The plates
were read for optical density at 540 nm, using a microplate
reader (Multiskan). Percent inhibition of MCF-7 and
ARPE-19 cells was calculated using optical density. The
value of cell cytotoxicity at 50% (IC,) in the MTT assay
was defined as the concentration of test oil resulting in a
50% reduction of absorbance compared with untreated
cells. Selectivity indices were calculated for individual oil
from the IC,, values against normal (ARPE-19) and breast
cancer (MCF-7) cell lines as SI = IC, ARPE-19/1C, MCE-7.
Safer essential oils were considered as those with SI> 1.5,

Results and discussion

Yields of essential oils extraction

The hydrodistillation of fruits afforded essential oils with
3.57% and 4.68% yields for X. aethiopica from Chad and
Cameroon respectively. These results are comparable to
those previously obtained by Lamaty et al. {15]. The fruits
of X. parviflora from Chad and Cameroon essen-
tial oils with much lower yields (0.76% and 0.68% respect-
ively), close to previous description [16]. Finally, the
hydrodistillation of fruits of M. myristica collected in Chad
and Cameroon gave essential oils with yields of 1.87% and
272%, respectively. These yields are lower than those
already observed [15]. These yield variations could be in-
herent to many factors such as site and period of plant
collection.

Chemical composition of the essential oils

The chemical compositions of the essential oil samples
are shown in Table 1. All of them contain a majority of
monoterpenes (75.0-94.2%) with nevertheless important
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qualitative and quantitative variations according to the
botanical species, while no significant difference was ob-
served according to the geographical origin.

The essential oils of X aethiopica from Chad and
Cameroon were rich in monoterpene hydrocarbons
with contents of 72.4% and 64.8% respectively. The
main constituents were f-pinene (24.6.9-28.2%), sabi-
nene (4.8-14.5%), p-phellandrene (5.8-10.4%) and y-
terpinene (4.9-5.7%). Oxygeneted monoterpenes were
significantly represented (13.3-21.6%) dominated by
terpinen-4-ol (10.0-15.1%). These results corroborate
those obtained by Lamaty et al [15,16] as well as those
reported more recently by Keita et al. [20] and Noudjou
et al [21]. Of note, the stem bark oil previously investi-
gated by Boyom et al. [12] was qualitatively distinct with
f-pinene (10.07%), myrtenol (6.4%), spathulenol (6.33%),
and y-ylangene (5.32%) as major constituents.

The essential oils obtained by hydrodistillation ot frusts of
X. parvifiora collected in Chad and Camercon were also
dominated by pinenes (43.7 to 46.8), but they differ from
the samples of X aetlriopica oils by a minor content of sabi-
nene (3.0 to 32%) and f-phellandrene (0.6 to 0.7%), while
(E)-p-ocimene accounted for 54 to 80% of the volatile
extracts. They were also characterized by high content of
sesquiterpenes {23.1 to 23.6%), dominated by cadinene
and muurolane skeletons (i. e. 8-cadinene, a-and y-
muurolenes, trans-muurola-4{14),5-diene, epi-a-cadi-
nol, a-muurolol) representing 10.2% and 12.1% of the
whole oils from Chad and Cameroon respectively.
These results corroborate those obtained by Lamaty
et al. [16] from essential oil of fruits of X. parviflora
collected in the Bayvagam area (Cameroon).

The essential oils obtained from fruits of M. myristica
collected in Chad and Cameroon predominantly con-
sisted of monoterpene hydrocarbons (87.8% and 82.3%
respectively), the oxygenated derivatives representing
only 6.4% and 3.4% of the whole oils. Both samples con-
tained a-phellandrene as major compound with 52.7%
and 67.1% respectively. The sample from Chad is char-
acterized by a high content of limonene (14.9%); on the
other hand the oil from Cameroon differs by more than
10% of sesquiterpenes (mainly cadinane derivatives).
This result is comparable to that of Lamaty et al. [15]
who found 48.8% of a-phellandrene in a sample col-
lected in Yaoundé area (Cameroon).

Cell cytotoxicity of essential oils
The cytotoxic activity of all essential oils was evaluated
on human breast cancer (MCF-7) and normal epithelial
(ARPE-19) cell lines using the MTT assay based on cell
viability. Cells were exposed to the oils at concentrations
ranging from 0.1 to 2 pL/mL.

The cytotoxic effects of the essential oils on human
normal or cancer cell lines are shown in Figure 1. The
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Table 1 Relative percentages of constituents of essential oils from fruits of X. aethiopica, X. parvifiora and M. myristica

Components X. oethiopica X parvifiora M. myristica Mentification methods
LRI Chad CMR Chad CMR Chad MR

Monoierpenes 3.7 -5 ] 735 730 G943 BB

Monoterpenes hydrocarbons 724 [.TF:} 385 0.7 BTE B23

F28 O-thugene 12 1o - . 14 14 LR GCMS
31 a-pinene B3 108 1.1 08 &7 41 LR GCMS
57 sabinene 145 4B a1 10 02 o LA GCMS
L F-pinens M6 282 a5y 129 05 03 LRl GCMS
SET mrTCEne 03 a3 - - 51 3B LRL GCMS
1002 a-phellandeens (1] 05 - - 527 &7.1 LR GCMS
1014 O-ierpirers 1B 14 - - 0z o1 LR GCMS
1az2 proymens (111 18 12 18 tr tr LR GCMS
0ze imorere L7 04 03 035 149 1B LAl GCMS
1029 F-phellandrens 04 5B 06 a7z 42 an LR GCMS
1020 1 B-cineale - - 1 0 - - LA GCMS
1022 [AHf-ocimene 11 13 tr Te 02 03 LRL GCMS
1042 [EH-ocimene 02 13 54 &0 ai a2 LRL GCMS
[t} yiETpinene 43 57 - - 04 ir LA GCMS
108 terpnolens 1.1 15 - - ir ir LRL GCMS
Owpgenated monoberperss 13.3 PN 174 143 L 34

1093 ranr-sabirers hydeie D a3 - - - - LRL GCMS
1098 fralool - - 06 a7z 14 21 LR GCMS
1me os-prmenth-2-en-1-o 02 13 - - 0z ir LR GCMS
1138 rans-p-meerthe2-en-1 ol - - - - LiA] ir LRL GCMS
1138 rans-pnocarses] (111 0% 40 12 - - LRL GCMS
11484 trans-verbenol - - a7 04 - - LR GCMS
11483 pinocarvane - - 12 ar - - LR GCMS
1188 borneod < = 06 [eL.] = = LR GCMS
178 terpinert-4-ol 100 151 OB ar - - LRL GCMS
1ar prcymen-&-al - - 1o ar - - LR GCMS
189 O-terpirec 16 16 14 17 s 06 LR GCMS
1193 meyttenol < = 65 52 = = LR GCMS
1193 meyteral D4 14 = = = = LA GCMS
1135 frarns-thujen-3-al - - - - 18 ar LR GCMS
1224 ois-thujer-3-ol - - - - LIk} - LR GCMS
1283 bormy acetate e - i 04 - - LR GCM5
1293 tirymial - - - - 02 - LR GCMS
Sezquiterperes 1.8 148 3 238 33 mnz

Sezquiterpene hydrocarbons 120 1m2 ALE] 103 .9 %]

1337 frelemere 09 18 tr Tr - - LR GCMS
1240 O-cubebene oz 04 ir Tr - - LR GOMS
1389 O-ylangene 0E 04 04 a6 - - LR GCMS
1377 O-copaens fr tr 04 s - - LR GCMS

1391 Prelemere 04 05 05 04 ol Qi LR GCMS
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(Continued)

1422 Pcaryoptylene 02 tr w T 02 03 LAl GCMS
1433 Bcopeere - 14 1 -

1450 o-humedere 02 Q8 - - 8] 03 LRL GOMS
1478 y-musolens 04 11 a3 05 a1 04 LR GOMS
1485 germacrene O 2 51 13 20 - - LAL GCMS
1493 trans-rmascke-4( 14] 5-diéne 16 12 04 03 LRL GCMS
1439 bicyclogermacens 03 a3 - - o1 LRL GOMS
1302 G-murolens a7 05 o1 04 LR GOMS
1515 y<adinene - - ar 17 LAl GCMS
1523 S-cadnene o7 03 16 17 a7 2 LRL GCMS
1361 germacrene 8 04 as - - - - LR GOMS
Oxygenated sesquiterpenes 0.6 14 128 133 14 43

1518 cubebol - 15 7 LAL GCMS
1548 elemol 15 20 - LRL GCMS
1578 germacrene O-4-of - - s 13 LRL GOMS
1389 caryophyliens code 30 20 - - LR GOMS
1630 M=220 03 11 10 08 - - GONG
1042 epr-(-cadind 20 24 al e LRL GCMS
1047 c-muralol 20 29 - - LRL GOMS
1052 a-cadinol 03 LE] - - a1 a9 LR GOMS
1680 gerrmacra-4(1515, 10(14}anene-1- 0ol 18 15 LAl GOMS
1090 shyoburol - - a7 03 LRL GCMS
1098 |ZZ52)-farresl - - - (R] LRL GOMS
Total identified 983 980 99.0 98.0 973 94.9

EO extraction ylelds (%) 357 as 07 068 187 27

CMR = C. LRI = dnear indices on a ¥9-3 cokami: - = mot found, tr = wrace (relative concentration < 0.1%); EO = essential oll.

1Caq values and the selectivity indices were given in each
case. The essential oils from fruits of X aethiopica, X
parviflora and M. myristica produced a highly significant
({p < 0.005) decrease in living cancer cells (MCF-7) after
72 h of incubation. Importantly, the effects on normal
epithelial cells (ARPE-19) were mainly less pronounced.
The fruit essential oils of X parviflora from Chad and
Cameroon were the most active on the cancer MCF-7
cells with 1Csvalues of 0.155 and 0.166 pL/mL while on
normal ARPE-19 cells they showed 1Cs; values of 0910
and 0920 pl/mL, expressing a selective cytotoxic effect
(S1=5.871 and 5542 respectively). These oils showed the
best profile as potential sources for cancer therapy devel-
opment. On the other hand, X. aethiopica oils from Chad
and Cameroon were less cytotoxic and they exhibited dif-
ferent activity according to their origin. Only the essential
oil of X aethiopica from Chad showed a higher cytotoxic
effect on cancer cells than on normal cells with a S1=
3.794. The same essential oil coming from Cameroon pre-
sented comparable effects on neoplastic and normal celks.

Finally, M. myristica essential oil appeared also to be
more cytotoxic on cancer cells than on normal cells with a
S1=3476 for the oil from Chad and S1=4.777 for the oil
from Cameroon.

Many reports have been published on the oytotoxic effect
of different Annonaceae plant extracts on human cancer
and non-cancer cell lines, but few is known about the cyto-
toxic effect of the essential oils of X aethiopica, X. parvi-
flora, and M. myristica. Choumessi et al. [22] and Kuete
et al. [23] reported the antiproliferative activity of hydro-
ethanolic extract of X. aethiopica against cancer cell lines
with ICsovalues of 12 pg/mL against HCT116 colon cancer
cells, 75 pg/mL and >25 pg/ml. against U937 and KGla
leukemia cells, 6.86 pg/ml and 391 pg/mL against
MiaPaCa-2 and CCRE-CEM cells. Adaramoye et al. [24]
also showed the antiproliferative effect of X aethiopica ex-
tract on human cervical cancer cells, On the other hand, it
was reported that components such as terpmen-4-ol and
a-cadinol which are found in all the tested essential cils
presented activity against breast, colon, gastric, lung,
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Figure 1 Dose-dependent cytotaxic effect of the essential oils of X. parvifiora from Chad (A) and Cameroon (B8], X. aethiopica from

J

ovarian and laryngeal cancer cell lines [25]. In addition, §-
pinene which is one of the most naturally occurring mono-
terpene found in the oil of Xylopia species, has shown a
dermal skin cancer cell lines [26].

Besides, it has been shown that limonene can improve
the cytotoxic activity of essential oils against neoplasms
through induction of apoptosis and phase 1 and phase 2
carcinogen metabolizing enzymes (cytochrome P450) that
metabolize carcinogens to less toxic forms and prevent
the interaction of chemical carcnogens with DNA [27].
Though, the M. myristica oil from Chad which was rich in
limonene (14.9%) did not present the best cytoxic effi-
ciency against MCF-7 cells. The best results obtained for
the two X. parviflora cils and for the M. myristica sample

from Cameroon, could be due to their content of oxygen-
ated sesquiterpenes.

Finally, the significant cytotoxic activity against MCF-7
cells of X. parviflora fruits oils could be explained by the
presence of caryophyllene oxide which was not present in
the other samples Sibanda [28] previously demonstrated
the antiproliferative effect of caryophyllene oxide against
SK-MEL-28, MDA-MB-231, Hs 578 T, and 5637 cancer
cell lines. They also found that caryophyllene oxide
(100 pg/mL) was cytotoxic on breast cancer (MCF-7) and
prostate cancer (PC-3) cells with 89.67% and 96.75% of
cell death respectively.

Definitely, the high monoterpenic content in X. aethio-
pica and M. myristica oils and the occurrence of potent
anticancer compounds such as limonene in these extracts
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didmtmﬁumdmr CF-7 cells,
oontnry the findings of Miller et al.[9l. In the con-
trary, the essential oils from X. parviflora lacking this
componen dmmddubamiymdumm
cells. This is an indication that anticancer activity might

be rather related to a sum of interactions bet\wen oils
components {30}, or to the occurrence of different or trace
elements.

Conclusion

The results from this work showed that essential oils of
X. acthiopica, X. parviflora and M. myristica fruits from
Chad and Cameroon were qualitatively comparable,
within the same botanical species with modest quantita-
tive variations. Their higher cytotoxic effect on breast
cancer cells (MCF-7) than on normal cells (ARPE-19
cells) highlighted their potential as source of eventual
therapy against human breast cancer. Further detailed
investigations are required to light on specific compo-
nents that elicit cytotoxic activity and identify their
mechanisms of action.
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