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Résumé

Le but de ce travail est d’évaluer les propriétés antiprolifératives de
I’extrait aqueux du bois de cceur de Pterocarpus soyauxii. L’activité
antiproliférative de D’extrait a été évaluée in vitro sur deux lignées
cellulaires cancéreuses, la lignées cellulaires CRL11147 (cellules de
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mélanome) et MCF-7 (cellules tumorales mammaires) en utilisant le test de
MTT. Les extraits aqueux du bois de cceur de Pterocarpus soyauxii a
différentes concentrations ont montré une activité antiproliférative contre les
cellules cancéreuses avec des valeurs d’inhibition supérieures a 50% a des
concentrations superieures a 55 pg/ml. Cependant les extraits dont les
concentrations sont comprises entre 55 pg/ml et 30 pg/ml n’induisent
aucune inhibition de la prolifération sur les deux lignées cellulaires. Notre
¢tude a permis d’identifier le Pterocarpus soyauxii comme plantes
médicinales aux propriétes antiprolifératives.

Mots clés : Antiprolifératives, Pterocarpus soyauxii, Populations
autochtones, Test de MTT
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the antiproliferative properties
of the aqueous extract of Pterocarpus soyauxii heartwood. The
antiproliferative activity of the extract was assessed in vitro on two cancer
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cell lines, CRL11147 (melanoma cells) and MCF-7 (breast tumour cells)
using the MTT assay. Aqueous extracts of Pterocarpus soyauxii heartwood
at different concentrations showed antiproliferative activity against cancer
cells, with inhibition values of over 50% at concentrations above 55 pg/ml.
However, extracts with concentrations between 55 pg/ml and 30 pg/ml did
not induce any inhibition of proliferation in the two cell lines. Our study
identified Pterocarpus soyauxii as a medicinal plant with antiproliferative
properties.

Keywords: Antiproliferative, Pterocarpus soyauxii, Native populations,
MTT test

Introduction

Les teintures contiennent naturellement des composeés (les phéenols,
tannins et les quinones) bioactifs qui peuvent inhiber la croissance des
micro-organismes (Cardon, 2007) susceptibles de se développer sur le
textile et qui peuvent provoquer des allergies et des irritations cutanées. En
effet, les fibres naturelles sont faites de molécules organiques (cellulose) qui
sont un milieu favorable a la croissance bactérienne (Singh, 2005). Il est
important de noter que toutes les teintures naturelles ne sont pas
biodégradables. Elles peuvent contenir des métaux lourds ou tout autre
forme de toxicité, provoquant ainsi des allergies ou des cancers. En
littérature, plusieurs espéces de plantes ont été signalées avoir des propriétés
anticancéreuses présumées (Spjut and Perdue, 1976, Graham, 2000). En
plus, plus de 50% d’agents anticancéreux, utilisés en clinique, sont soit issus
de produits naturels soit des analogues des molécules naturelles obtenus par
hémisynthése (Newman, 2003). Cependant, les données scientifiques
disponibles sur les propriétés anticancéreuses des plantes tinctoriales ou de
leurs substances actives sont encore limitées (Huet, 2013). La biodiversité
de la flore congolaise est une source potentielle des molécules bioactives.
Plus d’une centaine d’espéces tinctoriales issues de la flore congolaise sont
utilisees en médecine traditionnelle au Congo dans les traitements de
diverses affections (Bouquet,1969 ; Adjanohoun,1988). Les enquétes
ethnobotaniques menées par Madiélé (2024) et soutenue par une étude
réalisée par I’Institut National de Recherche et d’Etude en Sciences
Humaines (INRESH) (Anonyme, 2022) auprés des peuples autochtones,
dans le département de la Lékoumou, ont montré une utilisation
prépondérante en médecine traditionnelle des especes supposees
tinctoriales. Cette étude révele que les peuples autochtones utilisaient les
teintures naturelles comme pommades cosmétiques corporelles. Pterocarpus
soyauxii est cité pour sa production d’une teinture naturelle. C’est pour
vérifier son innocuité que cette étude est menée autour de la teinture extraite
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de son bois de cceur, dont son utilisation est prépondérante par les
populations autochtones du département de la Lékoumou au sud du Congo.
Des études antérieures (Burkill, 1995; Cardon, 2003) ont permis de
rapporter des activités biologiques et pharmacologiques liées a cette espéce.
Pterocarpus soyauxii, le padouk d’Afrique, autrefois connu sous le nom de
bois de santal, bois corail, bois rouge ou bois de teinture rouge, est une
espece d’arbres du genre Pterocarpus de la famille des Fabacées. Cette
espece pousse en Afrique tropicale et équatoriale. L espéce est présente au
Nigeria, au Bénin, au Cameroun, en Centrafrique, en Guinée équatoriale, au
Gabon, au Congo-Brazzaville, au Congo-Kinshasa et en Angola (Burkill,
1995). Le padouk est un grand arbre de 30 m de hauteur, au tronc présentant

o ¥ ’ i W

Figur 1: tonc e paduk

Le bois de ceeur est la source de la teinture rouge. En Afrique, cette
teinture est utilisée pour teindre en rouge des tissus, des fibres et des
vétements, tels que les ornements en fibre de raphia (Cardon, 2003). Appelé
Tukula au Congo, les populations autochtones de la région de la Lékoumou
y préparent une teinture de qualité, mélangée a 1’huile de palme et utilisée
comme pommade cosmétique pour les cerémonies rituelles, liées a la
circoncision, a I’initiation, au mariage, a I’accouchement et au veuvage. En
effet, pour ces derniers, cette peinture corporelle est chargée de pouvoirs
magique. La littérature renseigne que le bois de cceur de Pterocarpus
soyauxii contient des biflavonoide rouge : la santaline A, la santaburine A et
la Santaburine B, des isoflavonoides dont la ptérocarpine, la formononétine
et la prunétine, un isoflavanequinone: la claussequinone, et des
isoflavanes : le vestitol et le mucronulatol (cardon, 2003). Le bois est
également riche en tanins, ce qui contribue au mordancage dans le processus
de teinture. Dans le Colour Index, le padouk est cité comme source de rouge
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naturel n°22. Par ailleurs, Les enquétes menées par Madiélé (2024) aupres
des populations autochtones rapportent que, pour I’extraction de teinture, on
coupe en forét de préférence des arbres agés et creux, et on récupére le bois
de cceur. Souvent les arbres sont abattus et laissé€s sur place en forét pendant
2 a 3 ans avant de prendre le bois de coeur en vue de la teinture. Par la suite
le bois de coeur est débité en rondins et en copeaux qui sont séchés et ensuite
pilés dans des mortiers pour les réduire en poudre. On ajoute un peu d’huile
a cette poudre de bois, et on la moule en pain pour le stockage.

Matériel et Méthodes
Matériel végétal

Les tests de 1’activité antiproliférative ont été réalisés avec 1’extrait
aqueux. La poudre de bois moulée en forme de pain qui constitue le produit
tinctorial utilisée a été livré apres échange des présents avec les populations
autochtones du village Missama situé a 30 km de Sibiti (capitale du
département de la Lékoumou).

Le produit tinctorial est broy¢ a 1’aide d’un broyeur électrique pour
obtenir une poudre ; cette derniere est récupérée apres tamisage et conservée
dans des flacons en verre fermés hermétiquement et stockés a I’abris de la
lumiére jusqu’a utilisation.

Matériel biologique

L’activité antiproliférative décrite dans cette étude correspond a
I’inhibition de la croissance cellulaire de cellules cancéreuses. L’activité a
été évaluée sur les lignées cellulaires CRL11147 (cellule de mélanome) et
MCEF-7 (cellules tumorales mammaires).

Préparation de I’extrait

Une quantité de 50 g de poudre fine ont été placés dans 250 ml d’eau
distillée. L’ensemble est porté a ébullition pendant 15 minutes puis refroidi
et filtré & ’aide d’un papier filtre de type whatman. Le filtrat obtenu est
ensuite évaporé dans une étuve a une température de 40°C pour éliminer
I’eau.

On pese 5 g d’extrait sec que ’on solubilise dans du DMSO. On
prépare ensuite une solution mére de 100 pg.mL*. A partir de la solution
mére, on prépare par dilution des solutions filles a différentes
concentrations :

Extraits E, E3 E4 E5 Ee E- Es E9 E10 En E1 E13 E14 E15
Cug/mL |95 |90 |85 (80 |75 |70 |65 |60 |55 50 45 40 35 30
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La teneur en DMSO dans les solutions a tester ne doit pas excéder 1 %.

Protocole d’évaluation de ’activité ntiproliferative des extraits

L’activit¢  ntiproliferative des extraits est déterminée par
I’utilisation du test de MTT. Ce test est nti sur la ntiproli métabolique de
3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) en
formazan (Mosmann, 1983).

Les cristaux de MTT bleu violet formés ont été dissouts dans 100 pl
de DMSO aprés suppression du milieu de culture. L’absorbance de chaque
échantillon a été lue & 550 nm en utilisant un lecteur de microplaques. Les
résultats sont exprimes en pourcentage de cellules viables.

Dépot des cellules

Le test au MTT est réalisé dans des plaques de 96 puits. Le milieu de
culture contenant les cellules est  ntipr en raison de 50 puL dans chacun des
puits. Le nombre de cellules par puits est de 4000. Pour dénombrer les
cellules, on place une lamelle de verre sur la cellule de Malassez, sur
laquelle on  ntipr entrel5 pL de cellules en suspension. Aprés avoir
attendu quelques minutes pour que les cellules se sédimentent, on peut
compter le nombre de cellule dans 10 carrés (quadrillés). Le volume d’un
carré quadrillé étant de 0,01 pL, en comptant 10 carrés, il suffit alors de
multiplier le résultat par 100 pour obtenir le nombre de cellules par mL.

Pour notre cas, 40 cellules sont observables sur 10 carrés, on obtient
un total de 4000 cellules par mL.

Dép6t des extraits
Pour chaque extrait, 50 pL des différentes dilutions sont ntipro
dans la plaque 96 puits. Le volume final dans chacun des puits est donc de
100 pL.
La plaque est ntipr sous incubation pendant 72 h a 37 ° C sous une
ntiprolif contr6lée a 5% de COzet a 95% d’humidité.

Révélation de la croissance
Aprés le temps d’incubation de 72 h, 20 pL de MTT & 5 mg.L™
préparé dans du tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH = 7,4 ; 0,1
M) sont ntipro dans chacun des puits. La plaque est ntipr a incuber
pendant 5 h a 37 ° C sous une ntiprolif contr6lée a 5% de COz et a 95%
d’humidité.
Le milieu de culture est ntipr, et les cristaux de formazan sont
ntipro dans le DMSO (200 pL dans chacun des puits). L’absorbance dans
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chaque puits est mesurée a 550 nm par un lecteur de microplaques
(Molecular Devices, Versa Max, tunable microplate reader)

Détermination du pourcentage d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition est calculé pour 72 h d’incubation des
cellules, en phase exponentielle de croissance selon 1’équation ci-dessous :

%l = 100 DOtest(550 nm, 72h) 100
o= DOtemoin (550 nm, 72h) x

Avec :
%I : Pourcentage d’inhibition d’une concentration donnée en extrait.

Dotest 550 nm, 72h = Absorbance mesurée a 550 nm apres 72 h d’incubation
des cellules en  ntiprol d’une concentration donnée en extrait.

Dotémoin 550 nm, 72 h = Absorbance mesurée a 550 nm aprés 72 h d’incubation
des cellules en absence d’extrait (témoin)

Traitement et analyse des données

L’analyse et I’interprétation statistiques des résultats de 1’étude de
I’activité ntiproliferative des substances a tester ont été réalisees par le test
de student. Les données ont été exprimées en ntipro £ SD.

Résultats et discussion

Les résultats de I’activité  ntiproliferative des extraits du cceur de
bois de Pterocarpus Soyauxii sur les lignées cellulaires cancéreuses sont
représentés dans le tableau 1. Ils révelent une disparité des pourcentages
d’inhibition selon les concentrations des extraits. Les résultats reportés dans
le Tableau I, indiquent des variances significatives et la viabilité cellulaire

est diversement affectée par différentes concentrations utilisées.
Tableau I : Résultat du pourcentage d’inhibition. Les valeurs correspondent a la
Moyenne de deux répétitions (n=2)

% Inhibition

Extraits (solutions) Concentration (ug.mL™) MCF-7 CRL11147

E1 100,00 89,29+ 5,15** 94,31+ 4,36**
55,42+ 3,98*
E2 95,00 87,45+ 4,29** 93,67+ 3,19**
Es 90,00 66,45+ 5,35** 67,50+ 5,12**
Ea 85,00 60,78+ 4,41** 64,38+ 5,47**
Es 80,00 56,63+ 7,16* 60,85+ 4,21**
Es 75,00 52,43+ 9,10* 57,38+ 4,06*
E7 70,00 50,81+ 9,50* 55,21+ 5,82*
Es 65,00 44,02+ 6,29* 48,95+ 2,59*
Eo 60,00 42,42+ 6,68* 43,69+ 9,01*
E1o 55,00 37,88+ 6,07 35,02+ 6,94
En 50,00 33,78+ 7,49 25,30+ 8,73
Ei2 45,00 30,25+ 6,34 24,24+ 6,00
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Eis 40,00 28,85+ 7,28 20,96+ 6,68
E4 35,00 23,40+ 5,16 4,68+ 6,01
Eis 30,00 17,40+ 8,16 0,67+ 3,54

*inhibition moyenne
** grande inhibition

L’¢évaluation de I’activité antiproliférative a porté essentiellement
sur les extraits au solvant aqueux. En effet, le solvant aqueux est le principal
solvant utilisé en médecine traditionnelle congolaise (Bouquet, 1969). Notre
¢tude montre que 1’extrait aqueux du bois de cceur de Pterocarpus soyauxii
présenterait une bonne activité antiproliférative sur les deux lignées
cancéreuses. Les données indiquent une diminution de la viabilité cellulaire
en fonction de la concentration (g /mL).

L’analyse de ces résultats montre que les extraits colorants E1, E2, Es3,
Es et Es ont une activité significative sur les deux lignées cellulaires
cancéreuses. Les extraits Es E7, Es et Eg aussi montré une activité
antiproliférative sur les lignées, mais moyenne. Par contre les extraits Eio,
E11, E12, E13, E14 et E15 n’induisent une aucune inhibition de la prolifération
sur les deux lignées cellulaires. Il faut cependant noter que selon la lignée
cellulaire le pouvoir cytotoxique peut varier. Il sied de constater que les
extraits dont la concentration est supérieure a 55 pg/mL sont actives sur les
souches cellulaires cancéreuses. On peut a priori noter que la concentration
induit sur le potentiel d’inhibition des extraits, car on observe une régression
linéaire des valeurs d’inhibition.

L’espéce Pterocarpus soyauxii est bien connue pour sa composition
tres variable en composés phénoliques (Biflavonoides, isoflavonoides,
isoflavanes) (Cardon, 2003). Nombreuses études ont attribué aux
polyphénols les propriétés anti cancérigénes (Bakana, 1984 ; Leven, 1979 ;
Marshall, 1994). Les études les plus récentes portant essentiellement sur le
role des composés phénoliques en tant qu’agents thérapeutiques dans le
traitement de tumeurs tels que les mélanomes humains nous permettent de
mettre un accent particulier sur les composés phénoliques de Pterocarpus
soyauxii. Aussi, ces composés phénoliques ont prouvé leur activité
antimicrobienne (Okoli, 2002), et leur pouvoir cytotoxique (Nkengfack,
2002). Cette analyse est en accord avec celle effectuée dans notre étude ou
les mémes composes ont éte identifies comme inhibiteur de la prolifération
des cellules cancéreuses.

Conclusion

Plusieurs travaux scientifiques ont ¢été réalis€és sur [’espece
Pterocarpus soyauxii et ont montré toute son importance sur le plan socio-
¢économique a travers les multiusages dont elle fait I’objet. Ces travaux ont
le mérite d’aborder des sujets ayant trait a I’écologie, la biologie de I’espece
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de méme que I’anatomie de son bois. Ces dits travaux ont également le
mérite de proposer des pistes relatives a la valorisation de 1’espéce dans le
domaine des teintures naturelles. La présente étude montre 1’intérét de
I’espéce Pterocarpus soyauxii dans la recherche des substances bioactives a
visée anticancereuse. Elle a permis de montrer que Pterocarpus soyauxii
présente une activité antiproliférative sur les lignées cancéreuses CRL11147
et MCF-7. Les résultats montrent que I’extrait aqueux de Pterocarpus
soyauxii exerce une activité antiproliférative maximale sur les lignées
cancéreuses. Au regard du potentiel activité antiproliférative démontrée, des
études complémentaires in vivo sur modele animal et cliniques appropriées
devront étre menées afin de garantir I’innocuité et I’efficacité des extraits
colorants de I’espéce.
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