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Résumé

La valorisation de la médecine traditionnelle passe par des études
pharmacologiques sur les plantes médicinales. Ainsi pour lutter efficacement
contre le paludisme, premier probleme de santé publique au Togo, des études
pharmacologiques, phytochimiques et toxicologiques ont été réalisées sur
Senna occidentalis. La compilation des résultats des enquétes
ethnobotaniques effectuées au CERFOPLAM de 2010 a 2013 sur le
paludisme et ses symptdmes affiliés ont permis de sélectionner Senna
occidentalis afin de vérifier les propriétés qui lui sont attribuées. Les
différents tests ont été réalisés sur les extraits aqueux et hydro-éthanoliques
50 : 50 de la plante. L’activité antiplasmodiale in vitro a éteé réalisée sur une
culture des parasites (Plasmodium falciparum : souche sauvage) selon le
microtest optique. Le screening phytochimique a été caractérisé par la
chromatographie sur couche mince suivie de tests colorimétriques. La toxicité
préliminaire a été réalisée sur Artemia salina puis le potentiel antioxydant in
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vitro des extraits a été mesuré par le test de réduction du radical 2,2-diphényl-
1-picryl-hydrazyl et le dosage des polyphénols. Le test antiplasmodial a
montré que I’extrait aqueux a une activité modérée sur le P. falciparum avec
une Clso de 91,08 + 0,61 pg/mL tandis que I’extrait hydro-éthanolique est tres
actif avec une Clso de 1,00 + 0,05 pg/mL. La drogue de référence (Quinine)
présentant une Clso = 0,45 + 0,01 pg/mL. Le screening phytochimique révéle
la présence des grands groupes chimiques tels que les flavonoides, les tanins,
les saponosides, les coumarines et les alcaloides qui seraient a ’origine de
I’activité antiplasmodiale observée. Les tests antiradicalaires ont permis de
retenir que Senna occidentalis n’est pas antioxydant et posséde trés peu de
polyphénols. Cet aspect confirme I’¢tat de stress que peut subir le
Plasmodium falciparum vis-a-vis des différents extraits testés. Etant donné
que les CLso sont 3,31 mg/mL et 3,70 mg/mL donc trés supérieures a 0,1
mg/mL, les deux extraits de plantes testés ne sont pas cytotoxigques. Tous ces
résultats combinés justifient le choix des tradipraticiens dans I’utilisation de
Senna occidentalis pour soigner leurs patients atteints du paludisme.

Mots-clés:  Senna  occidentalis, activité antiplasmodiale, activité
antiradicalaire, Plasmodium falciparum
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Abstract

The valorization of traditional medicine involves pharmacological
researches on medicinal plants. Thus, to effectively fight malaria, the major
public health problem in Togo, pharmacological, phytochemical and
toxicological studies were carried out on Senna occidentalis. The compilation
of the results on ethnobotanical surveys carried out at CERFOPLAM from
2010 to 2013 on malaria and its affiliated symptoms lead to selecting Senna
occidentalis in order to confirm the characteristics attributed to it. Various
tests were carried out on aqueous and hydroethanolic extracts 50:50 of the
plant. The antiplasmodial activity in vitro was carried out on cultivated
parasites (Plasmodium falciparum: wild strain) according to the optical
micro-test. Phytochemical screening was characterized by thin layer
chromatography followed by colorimetric tests. The preliminary toxicity was
carried out on Artemia salina then the in vitro antioxidant potential of the
extracts was measured by the reduction test of the 2, 2-diphenyl-1-picryl-
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hydrazyl radical and the determination of the polyphenols. The
antiplasmodial test showed that the aqueous extract has a moderate activity
on P. falciparum with an 1Csp of 91.08 + 0.61 pg / mL while the
hydroethanolic extract is very active with an 1Cso of 1, 00 + 0.05 ug / mL. The
reference drug (Quinine) with an 1Cso = 0.45 £ 0.01 pg / mL. Phytochemical
screening reveals the presence of large chemical groups such as flavonoids,
tannins, saponosides, coumarins and alkaloids that may be responsible for the
observed antiplasmodial activity. The antiradical tests have held that Senna
occidentalis is not antioxidant and has got very few polyphenols. This aspect
confirms the state of stress that Plasmodium falciparum can undergo against
the various extracts tested. Since the LCso's are 3.31 mg / mL and 3.70 mg /
mL, therefore, higher above 0.1 mg / mL, the two extracts from plants which
were tested are not cytotoxic. The combination of all these results justif the
choice of traditional healers in using Senna occidentalis to treat their patients
suffering from malaria.

Keywords: Senna occidentalis, antiplasmodial activity, antiradical activity,
Plasmodium falciparum

1. Introduction

Le paludisme est une maladie parasitaire a transmission vectorielle qui
constitue un probleme majeur de santé publique dans les pays tropicaux
(OMS, 2013). L'Afrique a plusieurs facteurs liés au risque de la maladie. Ces
facteurs sont liés a I'existence du vecteur qui favorise la transmission du
parasite et a cela il faut ajouter le climat chaud et les conditions socio-
économiques faibles qui ont un impact négatif sur le contrdle de la maladie
(Cilundika et al., 2016). Au niveau mondial, le nombre de cas de paludisme
est estimé a en moyenne 216 millions en 2016, contre 237 millions en 2010 et
211 millions en 2015 (OMS, 2017) ; la plupart des cas (90%) ont été
enregistrés dans la région ouest africaine, loin devant la région Asie du Sud-
Est (7%) et la Méditerranée orientale (2%). Sur les 91 pays ayant rapporté des
cas de paludisme indigéne en 2016, 15 représentent 80% du nombre de cas de
paludisme dans le monde et tous, sauf I’Inde, sont en Afrique subsaharienne
(OMS, 2017). Selon le méme rapport de I’OMS, Plasmodium falciparum est
le parasite responsable du paludisme le plus prévalent en Afrigque
subsaharienne ; il est en effet a ’origine de 99% des cas de paludisme estimés
en 2016. En dehors de I’Afrique, P. vivax prédomine dans la région de
I’ Amérique (64% des cas), et représente plus de 30 % des cas dans la région
Méditerranée orientale et plus de 40 % dans la région Asie du Sud-Est de
I’OMS.

Au niveau de la mortalité dans le monde, le nombre de décés dus au
paludisme a été estimé a 445 000 en 2016 dont la plupart sont survenus dans
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la région Afrique (91 %) de ’OMS, loin devant la région Asie du Sud-Est (6
%). Les enfants de moins de cing ans (un enfant en meurt toutes les 30
secondes) et les femmes enceintes représentent les couches les plus touchées
par cette pandémie (OMS, 2010).

De nos jours on observe une résistance du Plasmodium lors des
traitements du paludisme. Celle du Plasmodium falciparum (I’espéce la plus
virulente) aux antipaludiques conventionnels est devenue la cause principale
de la prévalence du paludisme (Wongsrichanalai et al., 1992a ,1992b). A cela
s’ajoute la pauvreté¢ des populations les plus touchées par la maladie
(Courcoux, 2008). La résistance a I’artémisinine (antipaludéen le plus efficace
actuellement) a fait son apparition a la frontiére thailo-cambodgienne et a été
confirmée par I’Organisation mondiale de la Santé (OMS, 2009).

Au Togo, le paludisme constitue le premier probléeme de santé
publique, il représente en moyenne 53% des consultations externes et 50% des
hospitalisations dans les formations sanitaires publiques en 2008. Le taux de
mortalité hospitaliere relative au paludisme est de 48% et constitue la maladie
occupant le 1*rang des pathologies avec une létalité moyenne de 4%. (PNLP,
2009). Cette situation perdure car 882430 cas avec 1361 déces ont été
constatés en 2013 (PNLP, 2014). Pour se soigner, des patients se tournent
également vers la médecine traditionnelle (OMS, 2002) dont les plantes
constituent une grande richesse dans le traitement du paludisme. Au Togo en
particulier, plusieurs études ont été faites dans le recensement des plantes
utilisées pour soigner le paludisme et ses symptomes associeés (Koudouvo,
2006 ; 2009 ; Dénou, 2011 ; Esseh, 2012 ; Agbodéka, 2017a), par contre peu
d’études pharmacologiques ont été effectuées.

La recrudescence des cas de paludisme dans le monde ainsi que la
résistance observee face aux antipaludiques recommandes actuellement par
I’OMS, aménent les chercheurs a rechercher de nouvelles molécules
antipaludiques plus efficaces sur le Plasmodium et moins toxiques a
I’organisme humain. C’est dans cette optique que cette ¢étude se veut de
contribuer a la valorisation des plantes recensées au Togo contre le paludisme
et ses symptomes associés en vue d’une lutte plus efficace et durable contre
cette parasitose. Pour cela Senna occidentalis Linn a été sélectionnée pour des
études antiplasmodiale, antioxydante, toxicologique ainsi que le screening
phytochimique.

2. Matériel et Méthodes
2.1 Réactifs

Tous les solvants utilisés sont obtenus au laboratoire de Physiologie et
de Pharmacologie; au Centre de Recherche et de Formation sur les Plantes
Médicinales (CERFOPLAM) de I’Université de Lomé-Togo et au Centre de
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Recherche Biomoléculaire Pietro Annigoni (CERBA) de Ouagadougou,
Burkina-Faso.

2.2 Matériel végétal

Les tiges feuilles de Senna occidentalis sont récoltées a Sindomé situé
au nord-est de Lomé, un spécimen a été déposé a [ ’herbarium du Département
de Botanique de la Faculté des Sciences de 1’Université de Lomé sous le
numéro TOGO15443. Localement cette plante est appelée Bessissan, Dankayé
ou faux Kinkeliba en Ewe ou Mina.

2.3 Préparation des extraits

Les tiges feuillées récoltées ont été lavées et séchées a 1’abri de la
poussiere, sous climatisation pendant 14 jours avant d’étre réduites en poudre
fine a ’aide d’un moulin (Thomas Scientic Laboratory Mill Model 4, USA)
au Laboratoire de Physiologie et Pharmacologie de I’Universit¢ de Lomé.
Deux extractions ont été effectuées a savoir I’extrait aqueux obtenu par
décoction et I’extrait hydro-éthanolique 50: 50 par macération. Les
différentes extractions ont été faites a raison de 100 g de matériel végetal pour
1000 mL de solvant sous agitation manuelle par intermittence pendant 72
heures. Apres cela les extraits ont été filtrés avec du papier filtre puis évapores
a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif (BUCHI, Suisse) sous vide a 40°C. Les
solvants utilisés sont I’eau distillée et I’éthanol 95°. Le rendement d’extraction
(R) a éte calculé par la formule :
Me = Masse d’extrait
R = (Me/Mm) * 100 Mm = Masse de matiéere seche (Poudre)

2.4 Réalisation des cultures de Plasmodium et évaluation de Pactivité
antiplasmodiale in vitro des extraits.
2.4.1. Realisation des cultures du Plasmodium
2.4.1.1. Isolement du Plasmodium falciparum

Le Plasmodium utilisé pour la culture est obtenu a partir du sang
prélevé chez des personnes atteintes du paludisme a I’hopital Saint Camille de
Ouagadougou. Le sang a été pris dans un tube EDTA avant toute prise
d’antipaludiques et aprés consentement du patient. Les densités parasitaires
comprises entre 2000 et 80000 Plasmodium /microlitre de sang sont retenues
pour la culture.

2.4.1.2. Méthode de culture

La culture des parasites a été réalisée selon la technique de Trager et
Jensen (1976). 1l s’agit d’une technique de culture en continu utilisant un
milieu de culture semi-synthétique. Elle consiste a mettre les hématies en
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sédimentation dans un récipient a fond plat sous un flux continu d’'un mélange
gazeux constitué de 92% de N2, 5% de CO: et de 3% d’Os..

Le milieu de culture est constitué du milieu RPMI 1640 contenant 25
mM de tampon Hepes, 4 mM de L-glutamine et 25 pug/mL de gentamycine.
Ce milieu a été enrichi en y adjoignant 10% de sérum foetal bovin.

Avant la mise en culture, les hématies ont été lavées 3 fois avec le
milieu RPMI 1640 afin d’¢liminer les leucocytes et les plaquettes. La
parasitémie a été ajustée a 2% par dilution des hématies parasitées avec des
hématies saines lavées provenant de donneurs sains du groupe O; le sang du
groupe O a été utilisé afin de limiter les risques d’incompatibilité du systeme
ABO avec les hématies en culture.

L’ensemble a ¢t¢ mis en suspension dans le milieu de culture et
I’hématocrite a été maintenu a 5%. La suspension a alors été distribuée dans
des flasques de culture cellulaire de 25 et 75 mL qui ont été placées dans
I’incubateur a CO». Le milieu de culture était renouvelé quotidiennement et la
parasitémie était controlée par réalisation de frottis colorés au Giemsa et au
besoin, réajustée a 2% par ajout d’hématies saines.

2.4.1.3. Synchronisation des cultures au sorbitol

Le sang de culture est récupéré a I’aide d’une pipette stérile de 10 ml
et transféré dans un tube Falcon stérile de 15 ml, puis centrifugé a 2500 rpm
pendant 7 mn. Le surnageant est récupéré puis eliminé. Une solution stérile de
sorbitol (5%) est ajoutée a raison de 5 fois le volume du culot puis
homogénéisée au Vortex. Laissée au repos pendant 5 a 10 mn, la solution est
centrifugée de nouveau a 2500 rpm pendant 7 mn. Le surnageant est de
nouveau éliminé. Une lame avec une goutte de culot est préparée pour vérifier
si les parasites sont de méme age. Enfin le sang est suspendu de nouveau avec
du milieu de culture complet a un hématocrite de 5% puis placé dans un
flasque dans les conditions de culture continue des parasites.

2.4.2. Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro des extraits
2.4.2.1. Préparation des solutions de drogues

Les solutions meres des extraits a tester ont été préparées a 10 mg/mL.
Pour cela, 20 mg d’extrait ont été dissous dans 2 mL de diméthylsulfoxide
(DMSO)/Eau viv pour les extraits hydro-éthanoliques, et dans I’eau distillée
pour les extraits aqueux. Les solutions filles ont été préparées des solutions
meéres par prélevement de 10 pl de solution mere a laquelle on ajoute 990 pl
de Milieu de culture complet (MCC). L’extrait est agité au vortex pendant au
moins 15 minutes. La solution obtenue a été filtrée et le filtrat a été utilisé pour
la réalisation des tests antiplasmodiques.
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2.4.2.2. Méthode utilisée
% Le microtest optique

Pour la réalisation du microtest optique (Basco, 2007), nous avons
préparé une suspension d’hématies a 10% d’hématocrite et 5% de
parasitémie, que nous avons réparti dans une plague a 96 puits a raison de
200pL par puits. 100 pL d’extrait a 50 pg/mL dans le DMSO ont été
ajoutés aux trois premiers puits et aprés homogénéisation, une dilution en
cascade a été effectuée a partir des premiers puits jusqu’au cinquiéme puits
(3,375ug/mL). Dans les puits témoins, les 100 UL d’extrait ont été remplacés
par 100 pL de milieu de culture. Des puits blancs sont réalisés en remplagant
les 100 pL d’extrait par 100 pL d’un mélange DMSO-milieu de culture dans
les mémes proportions que dans les puits tests et la quinine est utilisée
comme drogue de référence. La plaque a eté recouverte et placée dans
I’incubateur a CO2 pendant 72 heures. Le milieu de chaque puits était

renouvelé toutes les 24 heures et a chaque occasion des frottis sanguin sont
été reéalisés a partir de chacun des puits; apres fixation au méthanol et
coloration au Giemsa 10% pendant 15 minutes, la parasitémie de chaque
puits a été déterminée afin d’évaluer le pourcentage d’inhibition de la
croissance du parasite.

¢+ Calculs des pourcentages d’inhibition
Les résultats obtenus a partir de ces tests sont été exprimés en pourcentage
d’hématies parasitées. Les moyennes des trois puits de chaque dilution ainsi
que des puits blancs ont été calculées. Les moyennes des puits témoins ont
également été calculées et représentent 100 % de croissance soit 0%
d’inhibition. Les valeurs des pourcentages d’inhibition ont été déterminées a
partir de la formule suivante:

Movenne des
tests
% d'mhibition = 100 — x100
Movenne  des
tEmoins

Le rapport de réduction parasitaire (RRP) a également été évalué pour
chaque extrait en appliquant la formule suivante:

Densité parasitaire initiale JO
RREP =

Densité parasitaire du test
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Ce rapport est directement proportionnel a I’activité antiplasmodique de
I’extrait. Plus il est élevé, plus I’extrait est actif.

2.4.2.3. Traitement des données

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM. Les
logiciels Graph Pad Prism 5.0 du Table Curve 2Dv5 et Microsoft office Excel
2007 et Excel 2013 ont été utilisés pour le traitement des données, le tracé
des courbes et le calcul des CLso et Clsp des extraits testés.

2.5 Evaluation de ’activité antioxydante
2.5.1. Evaluation des phénols totaux

L’¢évaluation de la concentration en polyphénols des différents extraits
a été realisée selon la méthode colorimétrique décrite par Al-Farsi et al. (2005)
avec quelques modifications. Cent microlitres d’extrait a la concentration de
1 mg/mL ont été mélangés a 750 pL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au
1/10eme. Apres 5 mn d’incubation a 25°C, 750 pL d’une solution de carbonate
de sodium (Na2CO3) a 20% y ont été ajoutés. Le mélange obtenu a été incubé
pendant 90 mn a I’abri de la lumiére puis la densité optique de chaque mélange
a été mesurée a A = 765 nm contre le blanc. L’acide gallique a différentes
concentrations (50 - 500 pug/mL) a servi de standard. La concentration en
polyphénols est déterminée par extrapolation de la courbe de calibration
obtenue a partir des différentes concentrations d’acide gallique dont I’équation
est :y=10,2x - 0,039.

2.5.2. Test de réduction du radical libre DPPH

La mesure de I’activité antiradicalaire des différents extraits a été
effectuée selon la méthode décrite par McCune et Johns (2002). La solution
de DPPH a été fraichement préparée dans du méthanol (100 pmol/L). Une
gamme de concentrations de chaque extrait (0 - 100 ug/mL) a été également
préparée dans du méthanol. Brievement, un volume de 0,25 mL des solutions
de chague extrait ou du standard (Quercétine) a été ajouté a 1,5 mL de la
solution de DPPH. Le mélange a été vigoureusement homogénéise puis incubé
a la température ambiante (25°C). Aprés 30 mn d’incubation a I’obscurité,
I’absorbance de chaque concentration des extraits étudiés a été mesurée a la
longueur d’onde A = 517nm a l’aide du spectrophotométre UV-visible
(Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer, USA). La quercétine est utilisée
pour générer une courbe standard afin de déterminer la concentration
inhibitrice 50% (Clso) des extraits. Le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH a été calculé par I’équation suivante :
% d’inhibition = (A0 - AE /A0) x 100
Ou AO0 est I’absorbance du blanc réactif, et AE est I’absorbance des extraits
testés. Les essais ont été réalisés en triplicata.
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2.6. Etude de la toxicité des extraits sur les larves de crevettes (Artemia
salina)
2.6.1. Principe

Ce test est basé sur la survie des larves de crevettes dans l'eau de mer
en présence de la solution a tester. En effet, il existe une corrélation entre
cytotoxicité sur les larves de crevettes et sur les cellules 9PS et 9KB
(carcinome nasopharyngien humain) d'une part (Pelka et al., 2000), les
cellules A-549 du carcinome pulmonaire et les cellules HT-29 du carcinome
du c6lon d'autre part (Carballo et al., 2002). Ce test est trés utile pour établir
la toxicité des extraits de plantes et a été largement employé dans ce sens (Sam,
1993).

2.6.2. Description du test

Les ccufs d'Artemia salina sont incubés dans l'eau de mer sous
agitation jusqu'a éclosion de jeunes larves (48 heures). Une série de solutions
des substances (extraits) est préparé a des concentrations variables et
progressives. Un nombre défini de larves est introduit dans chaque solution.
Toutes les solutions ainsi que des solutions témoins ne contenant pas de
substance active sont laissées sous agitation pendant 24 heures. Le comptage
sous microscope du nombre de larves survivantes dans chaque solution permet
d'évaluer la toxicité de la solution. Dans le cas ou des décés sont constatés
dans le milieu témoin, les données sont corrigées par la formule de Abbott : %
déceés = [(test - témoin) /témoin)] x 100. Pour ce travail une colonie de 16
larves a été utilisée dans chaque solution. Les données dose-réponse sont
transformeées par logarithme et la CLso est ainsi déterminée par une régression
linéaire (Houngbeme et al., 2014).

2.6.3. Préparation des solutions a tester

Dans cette étude, les extraits aqueux et hydro-éthanoliques ont été
prépares a raison de 50 mg/mL de solvant de dissolution. Nous avons procédé
ensuite a dix (10) dilutions successives au demi (1/2) de la solution stock avec
I'eau de mer. Les concentrations exprimées en mg/mL des solutions diluées
contenues dans des tubes a essais numérotés de 1 a 10 ont été respectivement
de 50/2 ; 50/4 ; 50/8; 50/16 ; 50/32 ; 50/64 ; 50/128 ; 50/256 ; 50/512 et
50/1024. Les tests ont été répétés trois fois pour assurer la fidélité des résultats
obtenus.

2.7. Screening phytochimique
2.7.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les différents extraits ont été dissous a 100 mg/mL dans leurs solvants
d’extraction. A I’aide de tubes capillaires, les solutions d’extraits ont été
déposées sur une chromatoplaque, de méme que les témoins de référence. La
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plaque a été séchée a I’air ambiant et a ensuite été placée dans une cuve de
migration contenant le systéme de solvants approprié. Aprés la migration, la
plaque a été retirée et séchée, puis la révélation a été faite a I’aide d’un réactif
specifique pour la détection des groupes chimiques.

Apres la révélation, le rapport frontal (Rf) de chaque spot a été calculé.
Il s’agit du rapport : distance parcourue par le soluté / distance parcourue par
le solvant. Ce rapport permet de caractériser les composés séparés
(Ouédraogo, 2011).

2.7.2. Screening des groupes chimiques

Le screening phytochimique a été réalisé selon la méthode de
Houghton et Raman (1998) a la recherche des alcaloides, des composés
polyphénoliques (les tanins, des flavonoides, des anthocyanes, des leuco-
anthocyanes), des dérivés quinoniques, des saponosides, des triterpenoides et
de stéroides, des dérivés cyanogéniques, des mucilages, des coumarines, des
composés réducteurs, des dérives anthracéniques, des O-hétérosides,des C-
hétérosides et des hétérosides cardiotoniques.

3. Résultats
3.1 Test antiplasmodial

La courbe montrant I’activité antiplasmodiale de la quinine (Figure 1)
est obtenue par I’équation : y = 3,19 x/Inx - 048x + 79,60 avec r’= 0,9394 (p
= 0,0008) avec une Clso = 0,45 + 0,01 pg/mL. Les résultats montrent que
I’extrait aqueux a une activité modérée sur le P. falciparum avec une Clso de
91,08 = 0,61 ng/mL (Figure 2) dont I’équation de la courbe d’inhibition est
y = 3,77¢* + 57,17Inx — 265,70 avec r? = 0,99 tandis que I’extrait hydro-
éthanolique est trés actif avec une Clso de 1 + 0,05 pg/mL (Figure 3) avec 2
=0,99 et y= 655.70Inx/x? - 7.10*x?° -280.47/x°° + 149,09.

QUININE

5. S 95

ap ! 90

POURCENTAGE D'INHIBITION
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Figure 1 : Activité antiplasmodique de la quinine.
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Figure 2 : Activité antiplasmodique de I’extrait aqueux de Senna occidentalis.
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Figure 3 : Activité antiplasmodique de I’extrait hydro-éthanolique de Senna occidentalis.

3.2 Test antiradicalaire

Au niveau de Dactivité antiradicalaire les résultats sont enregistrés
dans le tableau 1.

Selon les tests du DPPH, Les CI50 des différents extraits du Senna
occidentalis sont trés élevées tandis que celui du quercétol a une valeur basse.
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Les valeurs de polyphénols obtenues ne sont pas élevées, cela montre que

Senna occidentalis est moins riche en polyphénols.

Tableau 1 : Activité antioxydante in vitro des extraits

Plantes et recettes de plante DPPH (Clsp, pg/mL d’extrait) Polyphénols (mgEAG/g d’extrait)
Extraits Extraits aqueux Extraits Extraits aqueux
Hydro-éthanolique Hydro-éthanolique
Senna occidentalis Linn 572,49 + 0,01 1552,01 + 0,01 44,30 +8,11 25,27 £10,00
Quercétol 2,05+ 0,04 - -

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + ESM. EAG : Equivalent d’acide

gallique.

3.3 Test toxicologique

Le pourcentage de mortalité des larves est déterminé aprés une
exposition de 24 heures aux extraits testés, rapportée a la mortalité moyenne a
10 concentrations entre 0,024 a 12,5 mg/mL. Aucune mortalité n'a éte
observée dans la solution de solubilisation des extraits (eau de mer). A partir
de ces courbes sont extraites par régression logarithmique linéaire les valeurs
de CLso des différents extraits testés (Tableau 2).

Tableau 2: Concentration létale 50% des larves d'Artemia salina de méme age.

Plante

CLso en mg/mL

Extrait Hydro-éthanolique (50 : 50)

Extrait aqueux

Senna occidentalis Linn

3,31

3,70

20

Nombre de larves mortes
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y =7.3502In(x) - 0.8021
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Extrait Aqueux y = 8.8038In(x) - 3.5227
R? =0.8531
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Figure 4 : Toxicité larvaire de I’extrait hydro éthanolique (A) et aqueux (B) de Senna
occidentalis.

3.4 Screening phytochimique
La chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé la présence de
Flavonoides, Tanins, Saponosides, Coumarines et des Alcaloides dans les
différents extraits. Les résultats du test colorimétrique sont résumés dans le
tableau 3.
Tableau 3: Tests qualitatifs des composés chimiques

Composés chimiques Al TACTAG FI Ant Leu Qn SP Tp St Cy Mu Cm Cr HL O-H C-H H-C

Senna occidentalis Linn | + + + + 4+ - + 4+ - - - 4+ o+ - - - - -

+ : réaction positive ++ : réaction fortement positive - : réaction négative
TAG : Tanins galliques ; TAC: Tanins catechiques ; Al: Alcalofdes ; Fl: Flavonoides ; St:
Steroides ; Tp : terpenes ; Leu :Leucoanthocyanes ; Ant:
Anthocyanes ; Mu : Mucilages ; O-H: O-Heterosides ; C-H: C-Heterosides ; HL:
Heterosides libres ; Cr: Composes reducteurs ; Cm : Coumarines ; Hc :
Heterosides cardiotoniques ; Qn : Quinones ; Sp : Saponosides ; Cy: derives cyanogeniques.

Discussion

L’extrait aqueux présente un rendement plus élevé que celui de
I’extrait hydro-éthanolique. Ce méme constat a été fait par Weniger et al.,
(2004) ; Tona et al., (1999 ; 2004) et que pour un méme organe de plante, avec
différents solvant d’extraction, les extraits les plus efficaces sur le P.
falciparum in vitro sont ceux obtenus avec un faible rendement (Okpekon,
2006 ; Mbatchi et al., 2006 ; Koudouvo, 2009). La méme constatation a été
faite dans cette étude. L’activité antiplasmodiale observée au niveau du Senna
occidentalis justifie effectivement I'utilisation traditionnelle de cette espece
dans le traitement du paludisme. Les extraits : éthanolique, éther de pétrole de
la feuille de Senna occidentalis ont donné respectivement des Clso de
5,3ug/mL et 1,4pug/mL (Tona et al., 2004) ; pour le méme extrait éthanolique
des feuilles, Zirihi et al., (2005) et Nassirou et al., (2015) ont obtenu
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respectivement des Clso de 36, + 5,6 pg/mL et 10,4 pg/mL puis Ménan et al.,
(2006) ont trouvé que ’extrait aqueux n’est pas actif comparativement a
I’extrait éthanolique et pentanolique. Ces résultats sont semblables a ceux
obtenus par nos travaux. Par contre, I’extrait méthanolique des racines de la
plante n’est pas antiplasmodique car la Clso est supérieure a 100 pg/mL
(Addae-Kyereme et al., 2001). L’utilisation de I’extrait hydro-éthanolique de
la feuille du Senna occidentalis indique une Clso de 45 pg/mL sur une souche
chloroquino-résistante W2 strain du Plasmodium falciparum (Kaou et al.,
2008). De ces résultats, les tiges feuillées produiraient donc plus d’action sur
le Plasmodium falciparum que les feuilles. D’autres espéces de la méme
famille ont prouvé aussi leur activité antiplasmodique telle que Cassia
angustifolia qui a eu une Clsp de 37,5ug/mL (Somayeh et al., 2015). Senna
occidentalis est par ailleurs utilis¢é d’aprés la littérature comme plante
intervenant dans le traitement de plusieurs pathologies telles que : la fievre,
les maux de ventre, les gastralgies, les blennorragies, purgatif, les
hémorroides, les anémies, cette plante posseéde effectivement une activité
antiplasmodiale. Cette plante n’est pas antioxydante car elle présente une Clso
plus élevée que celle du quercétol. Par ailleurs Senna occidentalis est pauvre
en polyphénol. Ces résultats montrent que plus un extrait est riche en
polyphénol, plus ce dernier est antioxydant car les polyphénols ou composés
phénoliques sont des molécules spécifiques du régne végétal. Donc les extraits
du Senna occidentalis agiraient par stress oxydatif. La lecture des courbes
(figure 4) montre que les larves sont sensibles aux extraits selon une relation
de dose-réponse car le nombre de larves mortes est proportionnel a la
concentration et ceci au niveau de chaque extrait (Fagbohoun, 2014). De
méme, les coefficients de corrélations (r?) sont de 0,85 et 0,90 donc supérieurs
ou tres voisins de 0,8 ; on en déduit qu’il y a une bonne corrélation entre les
concentrations testées et les différentes réponses enregistrées. Selon les CLso
de I’extrait hydro-éthanolique et de I’extrait aqueux Senna occidentalis ne
présentent pas de toxicité a la dose appliquée car les CLso obtenues sont
largement supérieures a 0,1 mg/mL (Mousseux, 1995). Cependant, en
considérant la corrélation entre la cytotoxicité sur les larves de crevettes et sur
les cellules 9PS et 9KB (carcinome nasopharyngien humain) d'une part (Pelka
et al., 2000), les cellules A-549 du carcinome pulmonaire et les cellules HT-
29 du colon d'autre part (Carballo et al., 2002), on peut dire sous réserve de
poursuivre les investigations, que les extraits testés ne présentent pas d'activité
cytotoxique et peuvent donc étre utilisées sans aucun risque de toxicité a court
et moyen terme. Donc ce test de toxicité larvaire ("brine shrimp") constitue
alors un screening préliminaire pour déterminer non seulement le degré de
toxicit¢ d'un produit, mais aussi la présence de potentiels composés
anticancéreux (Meyer et al., 1982). En effet, lors d’une ¢évaluation
toxicologique d’extraits de plantes par ce test de toxicité, une valeur de CL5o
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< 1000 g/mL est considérée comme bioactive (Meyer et al., 1982). Il est un
dépistage préliminaire de la toxicité des extraits végétaux (Ghosh et al., 2015;
Kibiti et Afolayan, 2016; Oberlies et al., 1998; Sufian et Haque, 2015; Syahmi
et al.,, 2010), toxines fongiques (Harwing et Scott., 1971), métaux lourds
(Saliba et Krzyz, 1976), toxines cyanobactériennes (Hisem et al., 2011),
pesticides (Michael ef al., 1956), tests de cytotoxicité sur des matériaux
dentaires (Pelka et al., 2000) et nanostructures (Maurer-Jones et al., 2013).
Pour le composé bioactif d'origine naturelle ou synthétique, il s'agit d'un test
rapide et complet (Quazi et al., 2017). Tous ces résultats sont obtenus a cause
de la composition phytochimique du Senna occidentalis car ce caractére non
toxique de ces extraits est observé suite a I'absence dans ces échantillons, des
hétérosides cardiotoniques et des dérivés cyanogéniques qui sont
généralement des composes toxiques (Houngbeme ef al., 2014). Par ailleurs,
la littérature informe que les grands groupes chimiques sont a la base de
I’expression de I’activité antiplasmodiale d’une plante car selon certains
auteurs, chacune des familles de métabolites secondaires peut potentiellement
abriter des molécules a activité antiplasmodiale : les tanins, les flavonoides et
les saponines (Banzouzi et al., 2002; Abdoulaye et al., 2009 ; Ramazani et al.,
2010 ; Ravikumar et al., 2011a ; Garcia-Alvarez et al., 2015), les quinones
(Obodozie et al., 2004 ; Ayo et al., 2010), les triterpenes et stéroides
(Camacho et al., 2000 ; Wright et al., 2002 ; Moon et al., 2007 ; Ravikumar
etal., 2011) ; les alcaloides (Wright et al., 1991 et 2001 ; Ancolio et al., 2002
; Sanon et al., 2003a et 2003b ; Bonjean et al., 1998 ; Oliveira et al., 2009) ;
les phénols (Ravikumar et al., 2011a) ; les glycosides (Ene et al., 2009) ; les
protéines (Ravikumar et al., 2011b) et les résines (Ravikumar et al., 2011c).
Au Niger les travaux de Nassirou et a/ en 2015 ont montré que I’activité
antiplasmodiale (Clso = 10,04 pg/mL) observée au niveau de Senna
occidentalis proviendrait de sa moins riche composition en polyphénols,
quinones, triterpenes et stéroides tandis que les travaux de Tona et al., (2004)
ont obtenu par contre, une trés forte activité antiplasmodiale (Clso = 2,8 £ 0,5
pg/mL) de I’extrait éthanolique des feuilles de Senna occidentalis et que cette
activité serait due a la présence de certaines molécules du groupe des quinones,
des flavonoides, des triterpenes et des stéroides.

Conclusion

L’extrait hydroéthanolique de la tige feuillée de Senna occidentalis
possede effectivement une efficacité sur le Plasmodium falciparum. Cette
plante n’étant pas cytotoxique donc peut valablement étre conseillée dans le
traitement du paludisme. Mais la réalisation d’autres tests pharmacologiques
et toxicologiques seraient nécessaires pour rassurer son innocuité.
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