NAKKAB et al. Revue Agrobiologia (2017) 7(2): 574-588

Revue Agrobiologia

www.agrobiologia.net f
ISSN (Print): 2170-1652 &4
e-ISSN (Online): 2507-7627 A

SCREENING PHYTOCHIMIQUE, ESSAIS IN VITRO DE CYTOTOXICITE, ET
ANTILEISHMANIEN DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE DE FEUILLES ‘EE-F’ DE
CESTRUM PARQUI L’HERIT.

NAKKAB Selmal*, TAIL Ghanial, KARA Fatma .Zohra', MALLEM Hamida®, CHADER Henni®, EDDAIKRA
Naouel” et SAIDI Fairouz*

1. Laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé, Faculté des Sciences Nature et Vie, Université de Blida 1,
Algérie.

2. Laboratoire de recherche en Biotechnologie des Productions Végétales, Département des Biotechnologies, Faculté des

Sciences Nature et Vie, Université de Blida 1, Algérie.

Laboratoire National de Controle des Produits Pharmaceutiques ; Centre collaborateur de I’OMS, Algérie.

4.  Service Eco-Epidémiologie parasitaire, Institut Pasteur d’Algérie.

w

Recu le 09/11/2017, Révisé le 29/12/2017, Accepté le 31/12/2017

Résumé

Description du sujet : La phytothérapie des leishmanioses dans les pays endémiques joue un réle primordiale
de lutte, et inspire les gens de créer une biothérapie, conforme et moins couteuse.

Objectifs : Notre travail vise a mettre en évidence les différents composés actifs de I’'EE.F’, et évaluer in vitro
son effet cytotoxique, et anileishmanien.

Meéthodes : L’identification chimique été réalisée par le screening phytochimique, les tests in vitro sont réalisées
par deux méthodes : le test de I’inclusion par le bleu de TRYPAN a 0.4 %, et la méthode de réduction des sels de
tétrazolium ‘Test de MTT".

Résultats : Le criblage chimique nous a montré une trés forte richesse en saponines et alcaloides, les CC50 de
I’EE-F sur les Thpl étaient plus que 800 ug/ml par les deux méthodes, les IC50 sur L. major et L. infantum été
inférieurs & 100 u/ml par les deux méthodes.

Conclusion. Les résultats preésentés montrent que les feuilles de C.parqui sont riches en composés actives, dont
I’EE-F été leishmanicide sur les deux souches et tres faiblement cytotoxique sur les Thpl.

Mots clés: Cestrum parqui ; EE-F; Screening phytochimique ; Essai de cytotoxicité ; Thpl; Activité
antileishmanienne ; Bleu de TRYPAN ; MTT.

PHYTOCHIMIC SCREENING, CYTOTOXICITY AND ANTILEISHMANIAL IN
VITRO TESTS OF ETHANOLIC EXTRACT OF LEAVES 'EE-F' OF CESTRUM
PARQUI HERIT.

Abstract

Description of the subject: The herbal medicine of leishmaniasis in endemic countries plays a key role in the
fight, and inspires people to create a biotherapy, consistent and less expensive.

Objectives: Our work aims to highlight the different major active compounds of the ethanolic extract of leaf of
C.parqui 'EE.F', and to evaluate in vitro its cytotoxic and anileishmanial effect.

Methods: The chemical identification was carried out by the phytochemical screening.These biological activities
are carried out in vitro by two methods: the TRYPAN blue at 0.4% inclusion test, and the tetrazolium salt
reduction method 'MTT test'.

Results: The chemical screening showed a very high richness in saponins and alkaloids, the CC50 of EE-F on
Thpl were more than 800 ug / ml by both methods, the IC50 on L. major and L. infantum were lower at 100 ug /
ml by both methods..

Conclusion: The results presented show that C.parqui leaves are rich in active compounds, of which EE-F was
leishmanicide on both strains and non-cytotoxic on Thp1l.

Key words: Cestrum parqui; EE-F; Phytochemical screening; Cytotoxicity assay; Human cell line Thpl;
Antileishmanian activity; TRYPAN Blue; MTT.
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INTRODUCTION

Les leishmanioses sont des parasitoses
dues a des protozoaires flagellés appartenant
au genre de Leishmania [1]. Ces protozoaires
apparaissent sous deux stades morphologiques
au cours de leurs cycles de développement: la
forme amastigote immobile et intracellulaire,
et la forme promastigote flagellée libre et
mobile [2, 3]. La leishmaniose est considérée
par I’Organisation Mondiale de la Santé
‘OMS’, comme faisant partie des six maladies
parasitaires majeures présentes dans le monde
[4].

La maladie est trés variée cliniquement ; elle se
manifeste sous forme des infections cutanées
ou muco-cutanées, ou d’une maladie diffuse
incontrblable et fatale, lorsqu’elles évoluent
sous forme viscérale [5,6,7]. La leishmaniose
constitue en Algérie un réel probléme de santé
publique [8]. D’aprés [9,10, 11 et 12]; deux
formes de leishmanioses sévissent en Algérie,
la leishmaniose cutanée (LC), et la
leishmaniose viscérale (LV). L’augmentation
des cas de LC en Algérie des I’année 2001 a
atteint son maximum avec un pic au cours de
I'année 2005 (avec 78 /100 000 habitants),
Durant les six années qui suivent le taux
d’incidence a baissé nettement en 2007 pour
encore augmenté jusgqu’au I’an 2010 avec une
hausse trés importante du taux d’incidence
(58,93 cas pour 100 000 habitants) [13].

Dans la majorité des cas, les différentes formes
de leishmanioses sont traitées a I’aide des
dérives de I’antimoin [14, 15, 10]. Depuis
I’accroissement des cas de coinfection de la
leishmaniose viscérale/sida et I’apparition des
résistances aux antimoniés ; le paromomycine,
la miltofosine, et I’amphotéricine B, surtout
sous sa forme liposomale, ont tendance a leur
disputer cette place [16, 10]; mais les
principaux problémes liés a ces traitements
sont le codt, la langue période, et les effets
secondaires indésirables [17, 18, 19, 10 et 20];
Dans ces conditions, la progression de la
maladie et I’apparition de pharmaco résistance
font augmenter la morbidité et la mortalité ; La
recherche de nouvelles molécules
thérapeutiques  s’avere  par  conséquent
nécessaire [21, 22].

La médicine traditionnelle joue wun r6le
significatif dans le processus de découverte de
nouvelles thérapeutiques, et elle est trés
populaire dans les zones ou les leishmanioses
sont endémiques [23, 24].

575

Revue Agrobiologia (2017) 7(2): 574-588

Les plantes offrent une source de molécules
actives  contre  plusieurs  protozoaires
responsables de différentes maladies [25, 26,
21, 27 et 28]. La recherche de molécules bio
actives ou de métabolites secondaires
commence par le screening d’extraits bruts de
plantes, suivi d’un fractionnement aboutissant
a I’isolation et I’identification des molécules
responsables de I’activité [29, 30, 31].

Le Cestrum vert (Cestrum parqui I’Hérit.,
Solanaceae) est tres répondu en Algérie [32],
cette plante est un arbrisseau de 2 a 3 metres de
longueur avec des feuilles vertes brillantes
regroupées en terminal de 80 & 100 millimetres
de longueur et de 20 a 30 mm de largeur, a
forme pointue a chaque extrémité, avec un
feuillage qui dure toutes I’année [33, 34, 35 et
36]. Le parqui est une plante multidisciplinaire
; utiliste comme herbe ornementale,
médicinale, et nutritionnelle [37, 38 et 32].
Traditionnellement, les différentes parties de
C. parqui , principalement les feuilles, les
fleurs et le bois, sont couramment utilisées soit
fraiches, soit comme infusion, décoction, jus,
ou cataplasme [39, 40, 41 , et 42],
principalement contre les infections fongiques
[43, 44 et 45], contre les infections
bactériennes et virales [39, 40 et 41], comme
antiparasitaires [46] , et contre I’inflammation
[47, 48 et 49]. Sur ce papier nous présenterons
notre étude expérimentale lors de laquelle nous
avons étudié la composition chimique, I'effet
cytotoxiqgue sur les Thpl, et [Ieffet
antipromastigote de I’extrait éthanolique de
feuilles du Cestrum parqui sur deux espéces
les plus endémiques en Algérie ; Leishmania
infantum et Leishmania major [50, 51].

MATERIEL ET METHODES
1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Les feuilles de C.parqui ont été récoltées
dans la region d’Alger a Belouizdad en Awvril
2014. Leur identification a été réalisée au
jardin  d’essais ElI  Hamma-Alger, au
département d'agronomie de I’Université de
Blida 1, et a I’Ecole National Supérieur
d’Agronomique (ENSA) El Harrache -Alger ;
ou est conservé un échantillon. Les feuilles
récoltées ont été bien rincées par I’eau distillée
stérile, et séchées pendant 20 jours a
température ambiante du laboratoire et a I’abri
de la lumiére ; aprés le séchage, les feuilles
sont bien réduites en poudre.
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1.2. Matériel biologique

1.2.1. Lignée monocytaire
humaine ; THP1

Les Thpl sont incubées dans le
RPMI1640 a I’étuve de 37°C avec 5% de CO,
dans des flacons a 25 cm?, additionné de 10 %
de sérum de veeu feetal inactivé (SVF), de 100
Ul/ml de Pénicilline, et de 100 pg/ml de
Streptomycine.  Aprés 48 heures, les
suspensions  cellulaires sont retirées et
centrifugées a 20°C+2 pour 10 min/2000trs, les
culots sont ajustés a 5.10° C/ml. 20 pl de la
solution  enzymatique PMA/RNA later
(Phorbol Mérystate Acétate) est rajoutée pour
chaque 20ml de solution ajustée. Chaque 100
pl de cette suspension sont déposes dans des
puits d’une microplaque a fond plats de 96
puits, et incubées dans les mémes conditions.

1.2.2. Parasites

Les formes promastigotes de
Leishmania majeur (LIPA 100/09), et
Leishmania infantum (LIPA 15/05) sont
fournies par le service d’éco-épidémiologie
parasitaire, Institut Pasteur d’Algérie et
maintenues pour 05 jours a 25°C+ 2 sur le
milieu Novy, MacNeal, and Nicolle (NNN)
additionné de 100 UL/ml de Pénicilline et
100ug/ml de Streptomycine, aprés I’incubation
; 200 ul de chaque culture est repiquée dans 2
ml de RPMI11640 additionné de 10% de SVF,
de 100Ul/ml Pénicilline, et de 100 ug/ml
Streptomycine, et incubées encore une fois
pendant 96 heures a 25°C+2 , un deuxiéme
passage des deux souches dans le RPMI1640
est réalisé dans les mémes conditions ; les
cultures sont retirés de I’étuve, et centrifugées
en raison de 2500t/10min a 22°C+2 ; le culot
de chaque souche est récupéré, additionné de 2
ml de RPMI1640, compté sur cellule de
THOMA, et ajusté a 10° parasite/ml.

2. Méthodes

2.1. Préparation de [I’extrait
éthanolique de feuilles de C.parqui
EE-F

L’extrait est préparé par I’extraction
solide-liquide par (ESL) la méthode de Soxhlet
[52], cette technique permet le traitement de
poudre de feuilles avec I’éthanol absolu
(300ml) en phase liquide ou partiellement
Vaporises ;
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I’extraction est terminée lorsque le solvant
d’extraction devient de plus en plus clair, le
solvant est retiré a la fin de I’extraction est
évaporé a 45 C° par un rotavapeur, le résidu
obtenu nommé EE-F est pesé, et conservé a
4°C %= 2 pour les tests phytochimiques et
biologiques.

2.2. Screening phytochimique de
I’EE-F de C.parqui

2.2.1. Recherche des alcaloides
aglycones

25 ml de I’EE-F sont évapore a
sec, le résidu est repris avec 5 ml de HCL 2N,
le mélange est mis au bain marie a 45°C.
Quelques gouttes de réactif de MAYER sont
rajoutées au filtrat ; la formation d’un précipité
blanc confirme la positivité de la réaction [53,
54,55].

2.2.2. Recherche des
anthocyanes
5 ml de IPEE-F a 10% sont

mélangés avec 15 ml de H,SO, a 10%, et
par la suite par 5 ml de NH4OH dilué au
demi. Si la coloration s’accentue par
acidification puis vire au bleu violacé en
milieu basique ; la  présence des
anthocyanes est confirmée [54,55].

2.2.3. Recherche des composés
réducteurs

1 ml de I’EE-F est dilué par 2
ml d’eau distillée stérile, 20 gouttes de
liqueur de Fehling sont rajouté, le
mélange est chauffé a 50°C. La formation
d’un précipité rouge brique indique Ila
présence des composés réducteurs [55].

2.2.4.
coumarines

Recherche des

Au résidu sec de I’'EE-F, 2 ml
d’eau distillée chaude ont été ajoutés.

Aprés refroidissement, 0,5 ml
d’ammoniaque ont été ajoutés.
L’apparition d’une fluorescence intense

bleu verdatre ou violette sous la lumiéere
UV (A = 254 nm et A = 366 nm) indique la
présence de coumarines [53].
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2.2.5. Recherche des
flavonoides (Réaction a
cyanidine)
2 m de PEE-F a 10% sont

mélangés avec 5 ml de I’éthanol chlorydrique
(éthanol & 95°+ eau distillée + acide
chlorydrique concentré (V/IVIV 5ml)),
quelques copeaux de Magnéesium et 1 ml de
I’alcool isoamylique sont rajoutés aprés au
mélange. Le virage de couleur au rose orangé,
ou rose violacé, ou rouge indique la présence

des flavones, ou flavonones, ou flavonol
respectivement [53,54, 55].
2.2.6. Recherche d’huiles

volatiles et acides gras

10 ml de I’EE-F sont évaporées a
sec, le résidu est dissout dans 3 ml de
I’éthanol, la solution alcoolique est concentrée
a sec ; la présence d’un résidu arome confirme
la positivité de la réaction. Le résidu restant est
repris dans 3 ml de I’éther diéthylique et 10 ml
de KOH 2N, la phase étherique est évaporée a
sec, la présence d’un résidu gras indique la
présence des acides gras [55].

2.2.7. Recherche des composés
cyanogénétiques

Un gramme de PEE-F est
mélangé avec 5 ml de toluene dilué (V/V), un
papier picrosodé est imbibé de réactif de
Guignard (2 g d’acide picrique et 20 g de
carbonate de sodium dans 200ml d’eau
distillée) ; une réaction positive se traduit par
le virage de couleur au rouge aprés 24 heures
[53,55].

2.2.8. Recherche de mucilage

1 ml de PEE-F & 10 % sont
mélangé avec 5 ml de I’éthanol absolu, le
mélange est bien agité pour 10 a 15 mn ; la
formation d’un précipité floconneux indique la
présence de mucilage [53,55].

2.2.9. Recherche
polyphénols

des

Une goutte de chlorure ferrique a
2% est rajoutée a 2 ml de I’EE-F ; une
coloration bleu noiratre ou verte plus au moins
foncé confirme la présence des polyphénols
[53, 54].
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2.2.10. Recherche des quinones

2 ml de PEE-F a 10% sont
évaporés a sec, le résidu obtenu est trituré dans
5 ml de HCL au 1/5, le mélange est laissé dans
le bain marie a 50° pendant 30mn ; les
contenus des tubes sont refroidis et mélangés
avec 20 ml de chloroforme et 0.5 ml de
I’ammoniaque dilué 2 fois. Une coloration
rouge positive le résultat [53,56].

2.2.11. Recherche des
saponines
Quelque goutte d’acétate de

plombe est rajoutée aux 2 ml de I’EE-F. Un
précipité blanc au fond du tube indique la
présence des saponines [56,57].

2.2.12. Recherche des stérols et
les terpénes

5 ml de I’EE-F est mélangé avec 1
ml d’anhydride acétique et 0.5 ml d’acide
sulfurique concentré, les tubes sont laissés
pendant 30 mn a 21°C. L’apparition a
I’interphase d’un anneau pourpre ou violet
virant au bleu puis au vert, a indiqué une
réaction positive : Couleur vert bleu : présence
des hétérosides stéroidiques, couleur violet :
présence des hétérosides triterpéniques [53, 54,
58].

2.2.13. Recherche des tanins

30 ml de P’EE-F a 5% sont
mélangés avec 15 ml de réactif de Stiasny (10
ml de formol 30% et 5 ml de HCL), le tube est
chauffé au bain marie a 80°C/15 a 30mn ; la
formation d’un précipité rouge indique la
présence des tanins cathéchiques. La
préparation est ensuite filtrée et saturée par
I’acétate de sodium pulvérisé et 1 ml de Feclz a
1% ; la couleur bleu noiratre indique la
présence des tanins galliques [53,58, 59].

2.3. Test de cytotoxicité in vitro de
’EE-F de C.parqui sur les
monocytes humains THP1

Aprés les 48 heures d’incubation des
microplaques contenant les monocytes Thpl,
les suspensions de chaque puits sont jetées,

et lavées par 100 pl de RPMIL1640.
100ul de chaque concentration (12.5, 25, 50, et
100 pg/ml a 0,5% de diméthylsulfoxide) de
I’EE-F sont ensuite déposés sur les puits
contenant les Thplen raison de quatre
répétions  pour  chaque  concentration.
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Des études préliminaires de I’effet de DMSO a
0,5% sur la prolifération normale des Thpl
sont réalisées dans les mémes conditions (test
de contr6le). Les microplaques sont incubées
encore une fois a 37°C avec 5% de CO,
pendant 48h. Apres I’incubation les puits sont
lavés par 100 pl de solution tamponnée (PBS).
Pour le test de I’inclusion par le bleu de
TRYPAN a 0.4%: 50 pl du colorant est rajoute
au puits pour 05 min. Les puits aprés sont lavés
deux fois par 100 ul de PBS, les microplagues
sont observées sous microscope inverse
(20%0,4); dont les cellules vivantes et mortes
sont comptées par le logiciel ImageJ 1.38e. Le
pourcentage de cytotoxicité est calculé selon la
formule suivante [60] :

[(Nbr de CV¢— Nbr CVe/ Nbr CV¢] x 100
Nbr : Nombre, CV : Cellules vivantes, CV : Cellules
avec extrait, CV ¢ : cellules contrdles

Pour la méthode de réduction des sels de
Tétrazolium (MTT) 10mg/ml de MTT
sont rajoutés a chaque puits; les
microplaques sont bien agitées et incubées
par la suite pendant 4 heures a 37°C et 5%

de CO.,. La réaction enzymatique est
arrétée  par  addition de 100
d’isopropanol (04N HCI) a 20% de

sulfate dodécyl de sodium. Une lecture
par un lecteur des microplaques a 550 nm
des densités optiques de tous les puits est
réalisée aprés 30 mn d’incubation. Les
pourcentages  d’inhibition sont  calculés
selon la formule suivante [61]:

[(DO+-DOEg)/DO+] x 100
DOT : densité optique du controle, DOE : densité optique
des cellules+ extrait.

2.4. Activité antileishmanienne in
vitro de I’EE-F sur L. major et L.
infantum

Dans des microplaques a 96 puits a
fond plats ; 10 pupl de chaque
concentrations de I’EE-F (12.5, 25, 50, et
100 pg/m & 0,5% de DMSO) sont mis en
contact avec  90ul de  suspension
parasitaire de chague  souche de
leishmanie (10° parasites/ml) en raison de
guatre répétitions pour chaque
concentration, les microplagues sont bien
agitées, et incubées a 25°C+2 pour 72 h.
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Les deux souches parasitaires seules dans
le RPMI1640 a 0.5% de DMSO (test de
contréle) et ceux avec les différentes
concentrations de  témoin positif :
I’antimoine trivalent SBIIl (100, 50, 25, et
125 pg/ml) (test de référence) sont
incubés dans les mémes conditions. Apres
72 heures ; les microplaques sont retirées
de I’étuve.

Pour le test de I’inclusion au bleu de TRYPAN
a 0,4% : 10 pl de chaque puits est mélangé
avec 10 pl de formol & 10% et 10 pl de bleu de
TYPAN ; les cellules sont comptées sur cellule
de THOMA (x40), et le pourcentage de
viabilité des parasites est calculé par apport au
témoin négatif selon la formule suivante [62,
63] :

% De viabilité = (MCPg/ MCP+) x100.
MCP¢ : Moyenne de charge parasitaire+ extrait, T :
Témoin négatif.

Pour la méthode de réduction de sels de
Tétrazolium (MTT) : Juste aprés la fin
d’incubation ; 10mg/ml de MTT sont rajoutés
a chaque puits, les microplaques sont incubées
a 37C° et de 5% de CO, pour 04 heures, 100 ul
de I’isopropanol (0,4N HCI) sont rajouté par la
suite a chaque puits et laissés agir pendant min
a 37C°t a 5% de CO,, la densité optique de
chaque puits est mesurée a 550 nm. Les
pourcentages d’inhibition sont calculées a
partir de cette formule selon [64, 65] :

[(DO+-DOE)/DO+] %100
DO~ : Densité optique du contrle, DOg : Densité
optique des cellules+ extrait.

3. Etude statistiques

Le test d’ANOVA a été réalisé par le
logiciel MINITABL7, pour déterminer les
différences  significatives  (P<0.05), |la
comparaison multiple a été appliquée entre les
moyennes par recours au test de Fisher, avec
un intervalle de confiance de 95%.

RESULTATS

1. Rendement de [I’extraction et le
screening phytochimique de IP’EE-F de
C.parqui

L’extraction éthanolique (ESL) de
feuilles de C.parqui a donné un rendement
important de 16.29 %; dont la différence est
tres significative (p<0,05) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Rendement de I’extraction solide- Les différents tests phytochimiques effectués
liquide de I’extrait éthanolique de feuilles de dans le cadre de cette étude nous ont permis de
C.parqui ‘EE-F’. démontré qu’il n’y avait pas d’anthocyanes,

des composés réducteurs, des coumarines, des
huiles volatils, acides gras, des hétérosides

ESL* P=0.009 M (%) IC 95% cyanogéniques, des quinones, et des stérols,
EE-F 16,29 £3,41  (12,08; 20,49) dans les feuilles de C.parqui, par contre des
ESL : Extraction solide-liquide,* : Trois répétitions, M : traces Ont été observees en ce qui concere les
Moyenne, IC : Intervalle de confiance. flavonoides. Les tests concernant les

alcaloides, les saponines, le mucilage, les
polyphénols, les terpénes, et les tanins ont été
fortement positifs (Tableau 2).

Tableau 2 : Screening phytochimique de I’EE-F de C.parqui.

Composés phytochimiques recherchés dans EE-F*

ALC ANT CR COU FLA HVIAG HC MUC PPH QUIN SAP STR TRP TaCG
+++ - - - + - - + ++ - +++ - + ++
ALC : Alcaloides, ANT : Anthocyanes, CR : Composés réducteurs, COU : Coumarines, FLA : Flavones, HV/AG : Huiles volatiles et acides
gras, HC : Hétéroside cyanogénique , MUC : Mucilage, PPH : Polyphénoles , QUIN : Quinnones, SAP : Saponines, STR : Stérols, TRP :
Terpénes, TA CG : Tanins cathéchiques et galiques. * : Trois répétitions pour chaque test.

2. Activité antileishmanienne in vitro de aucune différence significative de I’effet de
I’EE-F de feuilles de C.parqui sur L. major DMSO sur la croissance parasitaire entre les
et L. infantum lots du contréle des cellules seules, et les lots
additionné du DMSO par la méthode de

2.1. Test de controle : effet de DMSO coloration par le bleu de TRYPAN (p= 0,562

pour L.major , et p= 0.958 pour L. infantum
(Tableau 04 et 05), par contre par la méthode
colorimétrique du MTT ; la 0.5 % du DMSO a
pu inhiber presque 0.9% de la croissance
parasitaire des deux souches ; malgré que ce
pourcentage d’inhibition est trés faible (<1%)
mais la différence est significative par rapport
aux lots du contrbles (parasites seules) avec
p=0.000 pour L. major, et p=0.009 pour L.
infantum (Tableau 4 et 5).

On s’est repérer par le lot des cellules avec le
DMSO 0.5% comme témoin négatif ; puisque
le DMSO a 0.5% est présent avec ou sans
I’EE-F dans tous les puits testés dans ce travail
: dont le faible effet du DMSO a 0.5% et
I’apoptose cellulaire spontanée des cellules
(nombre des cellules mortes dans le lot des
cellules seules sans DMSO) étaient négligé
afin de montré I’effet réel de I’extrait dans les
deux activités biologiques et de se rapprocher
de plus en plus des concentrations efficaces de
I’EE-F.

a 0.5% sur la croissance cellulaire
des THP1, L. major, et L. infantum

Le tableau 3 représente I’effet de DMSO
a 0.5 % sur la prolifération de la lignée
cellulaire  humaine Thpl avec les deux
méthodes; I’ajout de 0.5% de DMSO au milieu
de croissance (RPMI1640) avec les cellules n’a
induit  aucune  différence  significative
(p=0.958, et test de Fisher) de la croissance
cellulaire en comparant avec le lot des Thpl
seules par la méthode de coloration par le bleu
de TRYPAN, par contre on a remarqué une
petite inhibition inférieur & 1% de la croissance
cellulaire des Thpl par rapport au lot du
contréle par la méthode de MTT (p=0.000, et
test de Fisher).

Les mémes résultats sont montrés concernant

I’effet de DMSO a 0.5% sur la croissance de
L. major et L. infantum :

Tableau 3 : Effet de DMSO a 0.5% sur la croissance des Thpl

Bleu de Trypan* p=0,065 MTT* p=0.000
Lots % Cytotoxicité** IC 95% % Cytotoxicité**  1C 95%
Thpl 00* (-0,328012; 0,328012) 00° (-0,092773; 0,092773)
Thpl+DMSO 0.5%  0,42° + 0,37 (0,099; 0,756) 0,66+ 0,10 (0,5722; 0,7578)

*: Quatre répétitions pour chaque essai, ** : Comparaison des moyennes par le test de regroupement de Fisher, IC : Intervalle de confiance.
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Tableau 4 : Effet de DMSO a 0.5% sur la croissance des L.major

Bleu de Trypan* p=0.562 MTT* p=0.000
Lots % Vitalité** IC 95% % Inhibition** IC 95%
L.major a . b (-0,164201;
100,0°+ 0,0 (97,7;102,3) 00 0,164201)
L.major+ pmso05% 99,27% + 2,00 (97,00; 101,54) 0,89°+0,18 (0,7283; 1,0567)

Tableau 5 ; Effet de DMSO a 0.5% sur la croissance des L. infantum

Bleu de Trypan* p=0.958 MTT* p=0.009
Lots % Vitalité** IC 95% % Inhibition** IC 95%
L.infantum 100,0°+ 0,0 (97,3;102,7) 00° (-0,391570; 0,391570)
L.infantum+ owsoos 99,92 + 2,39 (97,22; 102,63) 0,87% + 0,45 (0,478; 1,262)

“: Quatre répétitions pour chaque essai, . : Comparaison des moyennes par le test de regroupement de Fisher, IC : Intervalle de confiance.

2.2. Effet cytotoxique in vitro de
I’EE-F sur la lignée cellulaire
monocytaire THP1

D’aprés les deux graphes ci-dessous
(Fig. 1 : A et B) on remarque qu’il y a une
relation dose-réponse entre les
concentrations de I’EE-F (ug/ml) et le
pourcentage de cytotoxicité sur les Thpl
par les deux méthodes avec une différence
significative de la réponse a chaque
augmentation de la concentration de
I’extrait (p=0,000, test de Fisher),

Al
Effet cytotoxique (%) de I'EE-F [ug/ml) sur les Thpl
(Bleu de trypan) P=0,000
12 A
9,25%

™
=
o

A
4 % o
= |
5 ] = | Tate
= et
0,42% p— A
= &
ol Lo — .
T. EE-F125  EEF25 EE-F50 EE-F100

CONTROLE

le test de cytotoxicité sur les Thpl que

nous avons effectué a permis de
démontrer que [I’effet cytotoxique de
I’extrait ~ éthanolique était  moins

important par la méthode du MTT que la
méthode de coloration ; concluant que la
CC50 (Concentration de cytotoxicité a
50% des Thpl) de I’EE-F et un peu plus
élevée que celle du Bleu de TRYPAN.
Les CC50 de I’EE-F obtenues par les deux
méthodes (Tableau 06) assure et valide la
reproductibilitt du test de cytotoxicité
sachant que les tests ont été faites en
quatre répétitions.

B.
Effet cytotoxique [3) de I'EE-F [ug/ml} sur les Thpl
(MTT) P=0.000
A
10 - 27
2 1 B
2 6,38%
7 ¢
6 as0%
D
5 1
3,24% "
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3 £ &
2 E - = A
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T.CONTROLE EE-F1Z5 EE-F25 EE-F50 EE-FI100

Figure 01 : Effet cytotoxique de I’EE-F de C. parqui sur les Thplee-r : Extrait éthanolique de feuilles de C.parqui,
T.CONTROLE : Thp1+DMSO 0.5%, A, B, C, D, E : Comparaison des moyennes par le test de Fisher.

Tableau 6 : Concentrations de cytotoxicité de
I’EE-F sur les Thpl

CC50 (ug/ml) de I’EE-F sur les Thpl

Bleu de TRYPAN MTT p=0.039
p=0.096
885.69 929.47
CC50 : Concentration qui inhibe 50% de la croissance cellulaire

des Thpl.
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2.3. Activité antileishmanienne de
I’EE-F de feuilles de C.parqui sur L.
major et L. infantum

Les deux méthodes réalisées dans ce
travail ont une expression des résultats
inversée ; la coloration des parasites par le test
de I’inclusion par le bleu de TRYPAN donne
un pourcentage de vitalité des parasites
(cellules vivantes incolores  comptées),
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par contre celle du MTT nous donne le
pourcentage d’inhibition de la croissance
parasitaire (taux de Formazun formé par les
cellules vivantes) ; ceci explique la croissance
et la décroissance des courbes affichées ci-
dessus : les représentations graphiques A et C
(Fig. 02) nous montre une diminution de
pourcentage de vitalités des deux souches
parasitaires a chaque augmentation des
concentration de I’EE-F, et de SBIII par la
méthode de bleu de TRYPAN ; dont les effets
de deux produits répondent d’une facon trés
significative (p=0,000) avec une relation dose-
réponse dépendante entre les différentes
concentration testées (Test de Fisher).

Concernant la méthode colorimétrique du
MTT (Fig. 2 : B et D) : Encore une fois ;

A, Effet de "EE-F et le 5Bl {ug/ml} sur le % de vitalité de Lmajo

10009 (BleudeTrypan)

P=i
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les résultats sont presque les mémes que ceux
de bleu de TRYPAN ; le SFIII se s’est montré
fortement actif vis-a-vis des  formes
promastigotes de Leishmania de deux souches
avec un pourcentage d’inhibition de la
croissance parasitaire de 90.69% et de 96.68%
pour L. major et L. infantum respectivement ,
néanmoins I’extrait éthanolique de feuilles a
montré une bonne activité antileishmanienne
avec des concentration & 50 % d’inhibition
presque identiques a celles de la premiere
méthode (42.20 ug/ml pour L.major et 36.26
ug/ml pour L.infantum) (Tableau 7). La
compatibilité des résultats des deux méthodes
confirme la reproductivitt des effets
antileishmaniennes de I’EE-F sur les deux
souches.

B. Effet de EE-F et le SBII [ug/ml} sur le % d'inhibition de L.

Lipa 100408  [MTT) P=0.
120 - 100 -
—+—EEF| gg ——+—— EE-Fjug/mi} o
100 1 -—w-- 5B B0 4 - - - - SEN{ug/mi} =B
20 0 1
] o
60 - [=j
. 0 4
-I‘D 1 -'}E‘ [ m i
0 'anl:[ ] 20 -
T _I | 1‘|} 4
] r . . . o .
T.CONTROLE 12,5 x 50 100 T.CONTROLE 12,5 % 50 i
C. Effet de EEF et le SBIIl {ug/mi) sur le % de viwlitédeLinfar D'HTE"”E' EE-F et le 5BIII {ug/mi} sur le 5 de vitalité d'inhil
15/05 [BleudeTrypan) P=0.000 Linfantumlipa 15/05 [MTT} P=C
120 -
e EER 100 4 oL EEF fug/mi)
&
100 1 s a0 . ——+—— 5Bl jug/ml}
80 - -
m -
m -
A0 4
-Iﬂ} -
0 -
20
0 : , 0 . : : ,
T.CONTROLE 12,5 2 50 i T.CONTROLE 12,5 = 50 1

Figure 2 : Effet antileishmanien de I’EE-F et le SBIII par la méthode de Bleu de Trypan et MTT.
Fig. A, et B : L. major. Fig. C, et D : L. infantum.EE-F : Extrait éthanolique de feuilles de C.parqui, SBIII : Antimoine trivalent,
T.CONTROLE : Parasites+ DMSO a 0.5%. A,B,C,D,E : Comparaison des moyennes par le test de Fisher.

Le SBIII a 100ug/ml a donné un pourcentage
de vitalité sur L.major inférieur a 8%, par
contre la méme concentration de SBIIl a
complétement inhibée la croissance de L.
infantum (% de vitalit¢ égal a 0,00%) ;
montrant donc que la concentration inhibitrice
a 50% des parasites (CI50) de SBIII sur L.
infantum (4,29 pg/ml) est moins que celle de
L. major (9,64 pg/ml) (Tableau 7). Concernant
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le test d’activité antileishmanique de L’EE-F et
malgré une allure de courbe de croissance
différente  de celle du témoin de
référence(SBIII) ; mais I’extrait avait une
bonne action inhibitrice sur les L. infantum que
les L. major avec des CI50 a 32,29 ug/ml et a
52.66 pg/ml respectivement (Fig. 2, Tableau
7).
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Tableau 7: CI150 (ug/ml) de I’EE-F et le SBIII sur
les L. major et L. infantum par les deux méthodes

g EE-  oomn 52.66

— o F

= © MTT 42.20

< § Bleu de 9.64

i SBIIlL  TRYPAN '
MTT 8.80

< Bleu de

= EE- TRYPAN 32.29

£19 F

23 MTT 36.26

8~ Bleu de 429

= SBIII TRYPAN '

- MTT 5.83

La comparaison des moyennes

E100-15/05 -
E12,5-100/09 -
E12,5-15/05 -
E75-15/05 -
E50-100/09 -
E50-15/05 -

individuellement par le test de Fisher (Fig. 3)
peut nous montrer bien si I’effet de n’importe
gu’elle concentration de I’EE-F sur la

Revue Agrobiologia (2017) 7(2): 574-588

entre les souches de L.infautum par chaque
test, dont les intervalles qui ne contient pas la
valeur 0 ont une différence significative de
I’effet antileishmanien.

Si on remarque bien les deux schémas de la
figure 03 (A et B) ; on constate premiérement
que les valeurs des pourcentages d’inhibition
sont beaucoup plus proches de la moyenne
dans la méthode de MTT, résultant des
intervalles de confiances plus courts que ceux
de la méthode de bleu de TRYPAN; dans la
méthode de MTT ; I’effet de I’EE-F sur les
deux souches été complétement différent entre
toutes les concentration testées (aucun
intervalle contient la valeur 0), par contre
I’action de I’EE-F sur la croissance des deux
souches testées par la méthode de bleu de
TRYPAN a reconnu certains similarité de
I’effet (valeurs touchant le 0), principalement a
la concentration de 12.5ug/ml gu’avait presque

croissance de L.major avait un effet similaire
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Figure 3 : Comparaison de I’effet antileishmanien in vitro de I’EE-F entre les deux souches testées par

les deux méthodes par le test de comparaison individuelle des moyennes — Test de Fisher.
A : Bleu de Trypan, B : MTT, E : Extrait éthanolique de feuilles, 100/09 : L.major, 15/05 : L.infantum

DISCUSSION

Le traitement topique des blessures
provoquées par la leishmaniose indique que la
maladie n’est pas reconnue comme infection
systémique par le parasite, mais comme une
épidémie des plaies et les surinfections qui
surviennent ; par conséquent, le C.parqui
comme il est couramment utilisé pour
désinfecter et guérir les blessures aussi il est
appliqué par les populations pour traiter la
leishmaniose [66, 67, 68, 69].
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Les résultats obtenus dans ce travail
confirment I’utilité traditionnelle de feuilles de
cette plante contre [I’infection par les
Leishmanies, le choix de la méthode de
I’extraction et la nature du solvant utilisé est
basé sur I’originalité ; par contre d’autre types
extractions dont le solvant est différent ont été
déja réalisées. L’éthanol absolu; qui est le
solvant choisi pour I’ESL dans ce travail est de
polarité tres élevée ; connue pour extraire la
totalité des composés polaires du Totum de la
plante  (composés les plus  actifs) ;

20
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nombreux chercheurs ont pris les initiatives de
mettre en évidence quelgues composées de
feuilles de C.parqui par le criblage
phytochimique [40, 67, 68, 69] : la positivité et
la négativité des tests réalisé par Ratsch [40] et
I’équipe de Khaled et al. [69] étaient proches a
nos reésultats. La richesse de feuilles de
C.parqui en composés phytochimiques
principalement les alcaloides, les saponines, et
les tanins, et les polyphénols confirme les
informations traditionnelles recueillies lors de
I’enquéte telles que leurs utilisations comme
antimicrobiens. L’utilisation traditionnelle des
plantes du genre Cestrum pour lutter contre les
protozoaires flagellés a déja été reporté [70,
71, 72, 73], malgré la richesse des espéces de
Cestrum en molécules connues comme
antiparasitaire mais peu de travaux sur
I'activité antiprotozoaire ont été réalisées [74,
46], Il est démontré que ce genre est riche
principalement en saponines, alcaloides, et les
terpénes ; qui pourraient étre responsables de
I’activité antiparasitaire [75, 76, 77, 78, 79].

La richesse de I’EE-F en composés actifs nous
a inspiré de chercher si la synergie entre ces
molécule a un effet antiparasitaire ou non ; un
extrait total renferme de trés nombreuses
molécules, et lorsqu’ils sont testées séparément
peuvent n’avoir que tres peu d’activité ; basant
sur ¢a qu’on a commencé de tester I’extrait
éthanolique de feuilles. Dans le cas de
molécules possédant des effets synergiques
(activités contre le parasite sur une méme voie
métabolique) ou des effets de potentialisation
(activités contre le parasite sur des voies
différentes et  complémentaires),  nous
observons une activité anti-parasitaire plus
importante lorsque ces molécules sont testées
ensemble. La purification de tels composés ne
conduit donc pas a une concentration linéaire
de I’activite.

La purification de composés implique parfois
des manipulations dénaturant les principes
actifs. Par exemple : des substances actives
volatiles peuvent s’évaporer a I’air ambiant ou
a I’évaporateur rotatif ; dans le cas
d’extractions a chaud, la température peut
altérer les composés ; I’utilisation d’acides ou
de bases (dans les extractions d’alcaloides)
peut hydrolyser certaines structures ; des
impuretés ou solvants réactifs peuvent
modifier les molécules isolées. Tous ces
parametres expérimentaux agissent donc sur
I’évolution de I’activité biologique au cours
des purifications [80].
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Trés peu de recherche de toxicité in vitro sur
les lignées cellulaire humaines de I’'EE-F de C.
parqui ont été publiée ; on retrouve qu’une
seule étude de cytotoxicité de I’extrait
éthanolique sur les cellules de Caco-2 réalisée
en 2010 par I’équipe de Gloria et al. [67]
méme pour les peu d’études de cytotoxicité des
différents extraits de quelques espéces de genre
Cestrum ; I’ensembles de leurs CC50 de leur
extraits étaient toujours élevées (généralement
supérieurs a 200 ug/ml) [74, 69, 81].

On comparant les pourcentages de cytotoxicité
de DMSO a 0.5 % de deux méthodes qui sont
vraiment proches ; on peut conclu que la
différence est due aux lots du contrdle puisque
le résultat est toujours calculé par rapport a ce
lot, sachant que la croissance des Thpl dans les
mémes conditions des deux méthodes n’assure
pas avoir exactement la méme charge cellulaire
a la fin de I’expérience ; et n’ignorant pas
I’apoptose cellulaire spontané qui peut
provoquer cette petite différence. Les CC50
obtenues de I’EE-F (> 800 ug/ml) indique que
I’extrait n’est pas cytotoxique in vitro sur ces
cellules monocytaires humaines ; sachant que
ces cellules sont la premiére cible des
Leishmanies au debut de [I’infection chez
I’homme ; les doses finales testées de I’EE-F
sont choisies en basent sur de ne pas choisir
des doses létales nocives ; ces résultats ne sont
pas complétement valides; des tests de
cytotoxicité plus poussées et avec des
fractionnements de [I’extrait sont fortement
recommandés pour mieux se rapprocher a
I’effet réel des différents composés de cet
extrait.

Les produits antileishmaniens ont une action
inhibitrice sur la synthése de I’ADN, sur
I’oxydation glycolytique et sur celle des acides
gras, de plus ils ne sont actifs in vivo qu'aprés
conversion en antimoine trivalent (comme le
SBII), 1l vient d’étre démontré que
I’antimoine trivalent est un inhibiteur de la
trypanothione réductase du parasite, enzyme
présente seulement chez le parasite [4]. Dans
ce travail ; on n’a pas pu démontrer I’action
antiparasitaire de I’EE-F sur le plan
physiologique et génétique ; ce genre d’étude
faisant partie des travaux d’exploitation dans le
future ; mais on peut dire que [I’action
antiparasitaire de I’extrait résulte de I’effet de
synergie des différentes molécules criblées de
cet extrait.



NAKKAB et al.

D’apres Sereno et Lemesre [64, 65] ; un extrait
brut a une activité laishmanicide si la CI50 est
inférieur a 400 ug/ml ; les résultats obtenus
dans ce papier montre que I’EE-F est fortement
actif sur les deux souches testées avec des
CI50 inférieur & 100 ug/ml.

L’évaluation de [I’activité antileishmanienne
d’une plante est complexe et requiert de
nombreux outils d’analyse. Dans le cas de cette
étude, I’efficacité de C.parqui a été démontrée
par I’activité in vitro de I’'un de ses extraits
contre L.major et L.infantum ; 1l est certain que
de nombreuses plantes ne répondent pas de
maniére positive a ce type de test mais
possedent tout de méme une activité contre la
leishmaniose (plantes soignant la
symptomatologie de la maladie ou
potentialisant d’autres drogues...). La notion
d’efficacité d’une plante est également
dépendante du type de médecine dans laquelle
elle est employée, elle varie donc selon les
cultures. En conséquent, nous ne pouvons
absolument pas affirmer que les plantes
inactives in vitro sur L. major et L. infantum,
sont  dénuées  d’efficacité  contre la
leishmaniose. Néanmoins la reproductibilité, la
simplicité et I’objectivité des tests in vitro
permettent une sélection rationnelle des plantes
potentiellement antileishmaniennes.

CONCLUSION

L’EE-F de feuilles de C.parqui par sa
richesse en molécules actives sur I’inhibition
de la prolifération cellulaire des formes
promastigotes de L. major et L. infantum a
donné dans ce travail un effet antileishmanien
important ; les résultats de ce travail font un
point de départ pour mieux comprendre les
mécanismes d’inhibition et méme pour tester
d’autres extrait bruts ou fractionnés de cette
plante, et de tester aussi d’autres souches de
Leishmania afin d’optimiser les résultats. Dans
cette  optique, le fractionnement et
I’hémisynthése a partir de cet extrait peut
permettre de baisser la toxicité du traitement et
d’augmenter la biodisponibilité.
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