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RESUME

En Afrique subsaharienne, les écorcesEdantia polycarpaDC) Engl. et Dielssont utilisés dans le
traitement de nombreuses affections cutanées estiligs. Afin de justifier cette utilisation traditnelle, la
présente étude a été entreprise pour étudier lee nded préparation, d’évaluer I'activité antifongiqee
cytotoxiquein vitro des écorces dénantia polycarpasur Candida albicanset des cellules HFF (Human
Foreskin Fibroblast). Des extraits totaux aqueukAJ éthanolique 70% (EE70%) et résiduels aquelRAE
des écorces dEnantia polycarpa ont été préparés et tesi@svitro. L'extrait éthanolique a montré le plus
grand rendement (56,4%) et s’est avéré plus effisac la croissance d&andida albicansvec une valeur de
concentration minimale fongicide (CMF) de 1,56 mgétlune concentration inhibitrice 50% {glde 0,58
mg/ml, justifiant certainement l'usage de la plamtemédecine traditionnelle. Le test de cytotogicéalisén
vitro sur des cellules HFF a mis en évidence des effstsoxiques de la plante sur les cellules humaindss
concentrations de 125 a 1000 pg/ml, suggérant kirmiise de précaution quant a I'emploi de caftestance
végétale dans le traitement traditionnel.
© 2015 International Formulae Group. All rights erged.
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Ethnobotanical study,in vitro evaluation of antifungal and cytotoxic activity of
Enantia polycarpa(DC) Engl. and Diels (Annonaceae) extracts

ABSTRACT

In sub-Saharan Africa, the barkBhantia polycarpgDC) Engl. and Diels are used in the treatment of
numerous skin and digestive disorders. To juskify traditional use, the present study was undentad study
the mode of preparation, to evaluate thevitro antifungal and cytotoxic activity of the barks Bhantia
polycarpaon Candida albicansand HFF (Human Foreskin Fibroblast) cells. Aqueathanolic 70% and
residual extracts oEnantia polycarpastem barks were prepared and testeditro. The ethanolic extract
showed the highest efficiency (56,4 pc.) and pravede effective on the growth @fandida albicanswith a
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value of minimal fungicidal concentration (MFC) D66 mg/ml and an inhibitory concentration 50 p€s¢)
of 0.58 mg/ml, justifying the use of the plant raditional medicine. The test of cytotoxicity rigad in vitro
on HFF cells highlighted cytotoxic effects of thiaqt on human cells in concentrations from 125 6601
pg/ml, so suggesting some precautions as for ta@ithis plant substance in the traditional treatm
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INTRODUCTION

Avec environ 17 millions de victimes
chaque année, les maladies infectieuses
demeurent la principale cause de mortalité
dans le monde. L’Afrique, qui représente les
deux tiers de la charge de cette mortalité, est
le continent qui paie le plus fort tribut
(Gangoué-Piéboji et al., 2005 ; OMS, 2006).
Ces maladies infectieuses constituent donc
une préoccupation importante de santé
publique a cause de leur fréquence et de leur
gravité. Parmi les maladies infectieuses les
plus courantes, on note celles d'origine
fongique dues a des germes du genre
Candida qui est responsable des candidoses
dont 54,3% sont dues a I'espébicans Ce
dernier est une cause importante de mortalité
chez les patients immunodéprimés tels que les
patients atteints du Sida et ceux sous thérapies
immunosuppressives (Lagane, 2007). Au
niveau thérapeutique, il existe plusieurs
antifongiques. Cependant, certaines de ces
molécules antifongiques présentes sur le
marché et utilisées en thérapeutique ont perdu
de leur efficacité a cause des phénomenes de
résistance. Ces difficultés prennent aussi en
compte le colt élevé des médicaments
modernes, hors de portée donc pour des
populations africaines a revenus modestes
(Ahon, 2014). De ce fait, ces populations ont
de plus en plus recours aux plantes
médicinales pour se soigner. Selon le rapport
annuel de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), environ 80% de cette population
utilisent les plantes pour se soigner (OMS,
2003 ; Elujoba et al., 2005). Mais l'usage
abusif de ces plantes les exposent a divers
accidents parce quen plus des principes
actifs, les  médicaments traditionnels
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contiennent d’'autres molécules dont certaines
ont des effets toxiques.

Enantia polycarpa(DC) Engl. et Diels
est une espece Guinéo-congolaise distribuée
depuis la Sierra Leone jusqu'au Nigeria et
I'Ouest du Cameroun. Elle est
particulierement abondante en Cote d’lvoire et
en Sierra Leone. C’est un arbuste de sous-bois
des foréts denses sempervirentes. L'écorce de
tige est utilisée dans le traitement traditionnel
de la fievre typhoide, du paludisme, de la
trypanosomiase, de la diarrhée et de diverses
affections oculaires en Cobéte d'lvoire
(Atindehou et al., 2004 ; Bolou et al., 2011 ;
Ambé et al., 2015). Au Nigéria, I'écorce de
tige de la plante est également utilisée pour
traiter le paludisme, les ulcéres, la lépre et les
plaies (Anosa et al.,, 2014). Les études
pharmacologiques réalisées sur les extraits des
écorces dénantia polycarpaont montré une
variabilité d’activité antimicrobienne sur
Bacillus subtilis Staphyloccuccus aureies
Klebsiella pneumonieéjali, 2000).

Bien que des études antimicrobiennes
aient été menées sur cette plante, il est a noter
gue celles relatives aux activités antifongiques
sont rares en particulier s@andida albicans
un champignon trés pathogéne (responsables
des candidoses cutanées et digestives) redouté
chez les sujets immunodéprimés. Pour
corriger cette insuffisance, la présente étude se
propose alors d'étudier les modes de
préparation des écorces dé&nantia
polycarpa d'évaluer son activité antifongique
in vitro surCandida albicanset d'étudier la
toxicité des extraits de cette plarmevitro en
culture cellulaire sur des cellules HFF
(Human Foreskin Fibroblast) afin de valider
en partie son usage en médecine
traditionnelle.
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MATERIEL ET METHODES
Matériel
Matériel végétal

Le matériel végétal était une poudre
végétale obtenue a partir des écorces de
Enantia polycarpa.
Matériel biologique

Le matériel biologique était constitué

d'une souche de Candida albicans (un
champignon opportuniste responsable en
grande partie des candidoses) et des cellules
HFF (Human Foreskin Fibroblast). La souche
de Candida albicansious a été fournie par le
service de mycologie de I'UFR des Sciences
Médicales de I'Université Félix
HOUPHOUET-BOIGNY  (Abidjan, Cbote
d’lvoire). Elle a été isolée chez un patient en
provenance du service des maladies
infectieuses. Quant aux cellules HFF, nous
avons utilisé des cellules confluentes et des
cellules en division. Elles ont été fournies par
le Laboratoire Adaptation et Pathogénie des
Microorganismes (LAPM) de Grenoble en
France. Ces cellules ont la particularité de
formé un tapis cellulaire aprés plusieurs jours
de culture (4 jours soit 96 heures), on dit alors
gu'elles sont confluentes, elles arrétent de se
diviser par inhibition de contact. Lorsque ces
cellules sont en culture depuis seulement 24
heures, elles sont dans un état de mitose
(cellules en division). Ces cellules sont
utiisées dans plusieurs laboratoires de
recherches pour I'évaluation de la cytotoxicité
des substances d’intérét thérapeutique.

Méthodes
Enquéte ethnobotanique

Une enquéte ethnobotanique a été
conduite dans les marchés de Yopougon,
Abobo, Adjamé et Port-bouét, quatre
communes d'Abidjan sur le mode de
préparation des écorcesEpantia polycarpa
Collecte de la plante

Les écorces d&nantia polycarpaont
été récoltées en janvier 2014 au Sud de la
Cote d'lvoire, dans la sous-préfecture de
Yakassé-Méh  (région de  I'Agnéby).

L'identification de cette plante a été
faite a l'aide des flores de Aké-Assi (2001 ;
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2002) et Arbonnier (2000) et la vérification au
Centre National de Floristique (CNF). Aprés

la récolte, les écorces ont été débarrassées des
impuretés, séchés a I'ombre et a l'air libre
pendant deux a trois semaines puis pulvérisés
a l'aide d'un broyeur électrique de marque
IKA. La poudre fine obtenue a été conservée
dans un bocal en verre pour éviter les
moisissures.

Préparation des extraits

Les extraits ont été préparés suivant la
méthode mise au point par Zirihi et al. (2003).
Préparation des extraits totaux: La poudre
obtenue a été extraite selon la méthode de Zirihi
et al. (2003) comme suit, cent grammes (100 g)
de poudres ont été extraits dans un litre d’eau
distillée, par broyage dans un Mixeur Blinder de
type Moulinex pendant 10 a 15 minutes.
L’homogénat obtenu a été filtré successivement
sur du coton hydrophile puis sur du papier
Wattman 3 mm. Apreés filtration, le volume du
filtrat obtenu a été séché par évaporation dans
une étuve de type Venticell a 60 °C. La poudre
ainsi obtenue constitue I'extrait total aqueux
(COdlflé ETA&DOl)-

Préparation des extraits par partition
Ethanol / Eau : cing grammes (5 g) de I'extrait
total aqueux (codifié ETAo) ont été
dissouts dans 100 ml d'une solution
hydroalcoolique (70% Ethanol + 30% Eau
distillée) pendant 10 a 15 minutes dans un
Mixeur Blinder de type Moulinex. A l'aide
d'une ampoule a décanter la phase
hydroalcoolique et le dépbdt ont été séparés
(zZirihi et al.,, 2003 ; Coulibaly, 2012). La
phase hydroalcoolique a été séchée a I'étuve
de type Venticell a 60 °C. La poudre obtenue
a été l'extrait éthanolique 70% (codifié
EE70%p01). Le dépbt aqueux résiduel a été
récupéré puis séché a I'étuve de type Venticell
a 60 °C. La poudre obtenue a été I'extrait
résiduel aqueux (codifié ERAq1).

Ces extraits ainsi obtenus ont été pesés
dans l'optique d'évaluer leur rendement. lls
ont été ensuite conservés dans des bocaux en
verre stériles a -4 °C en vue de leur utilisation
future. Au total, trois extraits végétaux ont été
réalisés.
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Calcul du rendement

Le rendement est la quantité d'extrait
obtenue a partir de la poudre végétale. Il est
exprimé en pourcentage et calculé selon la
formule suivante: R=m/M x 100
R: rendement d'extraction; m: masse de
I'extrait ; M : masse de la poudre fine.
Préparation du milieu de culture

Quarante-deux (42) grammes de gélose
en poudre du milieu Sabouraud
Chloramphénicol Agar (HIMEDIA / RéfM
1067-500G Lot 0000215703) ont été
solubilisés jusqu’'a homogénéisation compléete
dans mille (1000) ml d’eau distillée, sur un
agitateur magnétigue IKA-MAG RCT. La
solution obtenue constitue le milieu de
culture. Le milieu ainsi préparé est coulé dans
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contenant au préalable 10 ml de gélose
Sabouraud et homogénéisée. Cette opération a
été répétée successivement pour les autres
tubes jusqu’au tube 10 {J, comportant la
plus faible concentration (0,097 mg/ml) ; pour
ce dernier la moitié du volume du mélange est
rejetée. Les tubes ainsi préparés ont été
stérilisés a 121 °C a l'autoclave pendant 15
mn et inclinés avec petit culot a la température

du laboratoire  pour  permettre le
refroidissement et la solidification de la
gélose.

Réalisation des tests antifongiques
L'inoculum a été préparé a partir des
cultures jeunes d€andida albicangagés de
48 heures). La suspension mére (dité’) 10
concentrée a focellules /ml a été d'abord

des séries de 10 tubes numérotés de 1 a 10 apréparée, par homogénéisation d’'une colonie

raison de 20 ml dans le tubg &t de 10 ml
dans les autres tubes (allant dualTyg). Pour
ces séries, on note deux tubes témoins
contenant chacun 10 ml du milieu de culture.
L’'un des tubes sert de témoin de contrdle de la
croissance des germes et l'autre de témoin de
contr6le de la stérilité du milieu de culture
(Ahon, 2014 ; Coulibaly, 2012 ; Thes, 2001).
Incorporation des extraits végétaux a la
gélose

L’incorporation des extraits végétaux a
la gélose a été réalisée selon la méthode de la
double dilution en tubes penchés (Guédé-
Guina et al., 1997 ; Zirihi et al., 2003 ; Ackah
et al., 2008 Chaque série comportait 10 tubes
tests contenant I'extrait végétal incorporé au
milieu de culture et 2 tubes témoins dont un
sans extrait végétal pour le controle de
croissance des germes, l'autre sans extrait
végeétal ni germe pour le contréle de la stérilité
du milieu de culture. Les tubes tests
contenaient des gammes de concentrations
décroissantes des extraits qui variaient de 50
mg/ml & 0,097 mg/ml avec une liaison
géomeétrique de raison un demi. Pour réaliser
la double dilution, 1g d’extrait végétal a été
homogénéisé dans 20 ml de gélose Sabouraud
préalablement préparé dans le tub€pbrtant
la plus forte concentration : 50 mg/ml). Puis la
moitié du volume de ce mélange homogene a
été transférée dans le tube suivant),(T
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de Candida albicansdans 10 ml d’eau
distillée stérile. A partir de la suspensiorf,10
une seconde suspension L& été préparée
par dilution au 1/18™ de la premiére. Cette
derniére a été concentrée & t6llules/ml.

Aprés la solidification de la gélose et la
préparation de ihoculum tous les tubes (&
Ty et le témoin de contréle de la croissance)
sauf le témoin de contréle de la stérilité ont
été ensemenceés en stries transversales avec 10
ul d’'une suspension contenant environ 1000
cellules. Pour chaque série, les tests sont
répétés 3 fois, pour plus de fiabilité, puis les
tubes ainsi préparés ont été incubés a 30 °C
pendant 72 heures. Au terme du temps
d’incubation, les colonies ont été dénombrées
par comptage direct. La croissance des germes
dans les différents tubes expérimentaux de
chaque série a été exprimée en pourcentage de
survivance, calculé par rapport a 100% de
survivance dans le tube témoin de contrdle de
croissance selon la formule (Guédé-Guina et
al., 1997; Zirihi et al., 2003 ; Ackah, 2004 ):
S=n/Nx 100
n nombre de colonies dans le tube
expérimental ; N = nombre de colonies dans le
tube témoin ;
S = survivance des germes (en %).

Le traitement des données
expérimentales a permis de déterminer les
parametres antifongiques (CMI, CMF, 5§}
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Pour vérifier la fongicidie des extraits,
tous les tubes a partir de la CMI ont été
repiqués dans de nouveaux tubes a essai
contenant du milieu Sabouraud
Chloramphénicol Agar et porté a incubation
dans les mémes conditions que précédemment
pendant 72 heures. A la fin du temps
d’'incubation, chaque extrait a été évalué
comme étant fongicide si aucune colonie ne
germe, dans le cas contraire I'extrait végétal
est déclaré fongistatique (Coulibaly, 2012 ;
Ahon, 2014).

Critere de comparaison des activités des
extraits

La comparaison des activités des
extraits a été faite sur la base des valeurs des
CMF etlou Cip. Ainsi un extrait a été
considéré plus actif que les autres si et
seulement si la valeur de sa CMF et/ou,Cl
était plus faible que celles des autres (Ahon,
2014).

Réalisation des tests cytotoxiques

Le test de cytotoxicité consistait a
mesurer la viabilité des cellules en culture
lorsqu’elles sont mises en présence de nos
extraits de plante. La cytotoxicité a été
déterminée en utilisant le test colorimétrique
MTT (Mossman, 1983)

La mesure de la cytotoxicité a été
effectuée sur des cellules HFF (Human
Foreskin Fibroblasts) en culture avec I'extrait
éthanoliqgue de Enantia polycarpa Ces
cellules ont été ensemencées dans des
microplagques de 96 puits et maintenues en
culture a 37 °C, sous 5% de ¢£@endant 24
heures (cellules en division) et/ou 96 heures
(cellules confluentes) a raison de 3000 a 5000
cellules par puits dans 100 pl de milieu D10
(Dulbecco Minimum Essential Medium,
Gibco, additionné de sérum de veau feetal
10% ; glutamine 1%; pénicilline 50 U.thket
streptomycine 50ug/ul). Ces cellules ont
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plante. La viabilité a été déterminée par ajout
dans chaque puits de 500 pug/ml du bromure
de 3-(4, 5-diméthylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl
tetrazolium (MTT) et incubé pendant 3 heures
a 37 °C. L'anneau de tétrazolium qu'il
contenait a été réduit en formazan par la
succinate déshydrogénase mitochondriale des
cellules vivantes métaboliquement actives. La
réduction a libéré des cristaux de formazan
qui ont précipité et donné une couleur violette.
La quantité du précipité formé est
proportionnelle au nombre de cellules
vivantes. Les cristaux de formazan ont été
solubilisés dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO) 10 mM puis l'absorbance ou la
densité optique (DO) a été mesuré. La mesure
de la densité optique (DO) de chaque puits a
544 nm au spectrophotomeétre Safir (Tecan) a
permis de déterminer la quantité relative de
cellules vivantes et actives métaboliquement.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage
de viabilité par rapport au témoin de contrdle
sans extrait de plante selon la formule :
Pourcentage de viabilité = (Als ,m extrait /
Abss44 nmtémoin) x 100

Analyse statistique

L'analyse statistique relative a la
distribution des modes de préparation a été
menée avec le logiciel SPSS 12.0. Toutes les
expériences ont été réalisées en triple. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SD.

RESULTATS
Enquéte ethnobotanique

Les herboristes utilisent différents
modes de préparation denantia polycarpa
pour le traitement traditionnel. L'eau est le
solvant le plus utilisé pour la préparation des
recettes et la décoction constitue le mode de
préparation le plus fréquent dans les 4
communes (Figure 1).

ensuite été exposées pendant 24 heures a 100

pl de chaque concentration (125 pg/ml — 1000
pag/ml) d’extrait éthanolique 70% dgnantia
polycarpa solubilisé dans du tampon PBS.
Cela a été fait en triplicate ainsi que le témoin
de contrble de la viabilité sans extrait de
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Rendement des extraits

Les extractions des écorces Heantia
polycarpa ont fourni des extraits ayant des
colorations variables allant de I'orange claire
a l'orange relativement foncé avec une masse
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moyenne de 5 g (extrait total aqueux), 2,82 g
(fraction éthanolique) et 1,77 g (fraction
résiduelle). Les valeurs représentant la

obtenues avec la fraction éthanolique. Cela
signifie que I'extrait éthanolique codifié
EE70% possede une meilleure activité

moyenne des rendements en pourcentage de la antifongique suCandida albicansll est suivi

plante étudiée varient de 5 a 56,4% (Figure 2).
Ces résultats montrent que le plus grand
rendement est observé avec la fraction
éthanolique 70% (56,4%) et le plus faible
rendement avec I'extrait aqueux (5%).

Activité  antifongique des extraits de
Enantia polycarpa(DC) Engl. et Diels

Aprés 72 heures d'incubation, des
inhibitions nettes et effectives ont été
obtenues a différentes concentrations selon les
extraits. Nous avons observé comparativement
au témoin une diminution progressive du
nombre de colonies dans les différentes séries
au fur et a mesure que la concentration de
chaque extrait augmentait dans les tubes
expérimentaux. A partir des données du
dénombrement des colonies, dans les tubes
expérimentaux, les courbes de sensibilité de
Candida albicans en fonction de la
concentration des extraits deEnantia
polycarpa ont été tracées (Figure 3). Dans
'ensemble, toutes les courbes obtenues
présentent une allure décroissante, avec des
pentes plus ou moins forte selon I'extrait. Ce
qui traduit une nette activité antifongique de
chaque extrait deEnantia polycarpa La
courbe de l'activité antifongique de la fraction
éthanolique 70% surCandida albicans
posseéde une pente relativement forte. Elle est
suivie de celle de I'extrait total aqueux. Par
contre, la courbe de l'activité de la fraction
résiduelle sur la souche @andida albicans
une pente relativement faible. A I'exception
de la courbe de la fraction résiduelle, les 2

de l'extrait total aqueux noté ETA avecsgl
(0,65 mg/ml) et CMF (1,56 mg/ml). La
fraction résiduelle aqueuse est moins active
que les autres extraits sur la souche de
Candida albicans.

Cytotoxicité de Enantia polycarpa

La cytotoxicité deEnantia polycarpaa
été réalisée en culturin vitro dans des
microplagques de 96 puits, sur des cellules
HFF (cellules confluentes et cellules en
division) avec la fraction éthanolique 70%.
Nous avons observé dans chaque puits,
comparativement au témoin de contrdle sans
extrait de plantein vitro, une diminution
progressive de la coloration violette au fur et a
mesure que la concentration en extrait
augmentait de 125 a 1000 pg/ml. A partir des
mesures de la DO, le pourcentage de viabilité
des cellules HFF en présence de lI'extrait
éthanolique 70% d&nantia polycarpaa été
déterminé et représenté (Figure 4). Les
diagrammes obtenues présentent une allure
progressivement décroissante, selon que la
cellule est confluente ou en division. Ce qui
traduit une forte diminution de la quantité
relative des cellules HFF vivantes. En effet, la
fraction éthanolique entraine une mortalité
cellulaire  supérieure a 30% pour des
concentrations de 125 a 100g/mL.

Lorsqu'on compare l'activité de
fraction éthanolique 70% deEnantia
polycarpasur les cellules confluentes a celle
des cellules en division, on constate que pour
des concentrations variant de 125 a 1000

la

autres courbes, touchent I'axe des abscisses au pg/ml en extrait de plante, le pourcentage de

méme niveau.

Les parametres antifongiques des
différents extraits CMF (Concentration
Minimale Fongicide) et Gh (Concentration
pour 50% d’inhibition) sont résumés dans le
Tableau 1. Les plus faibles valeurs de;Cl
(0,58 mg/ml) et CMF (1,56 mg/ml) ont été
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viabilité des cellules HFF en division (varie de
67 a 55%) est plus élevé que celui des
cellules HFF confluentes (varie de 52 a 36%).
Cela signifie que la fraction éthanolique 70%
tue beaucoup plus les cellules HFF
confluentes.
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Tableau 1:Valeurs des paramétres antifongiques des extraEndntia polycarpa

Extraits de Enantia Paramétres antifongiques (mg/ml)
polycarpa CMI CMF Clsg Fongicidie
ETA 1,56 1,56 0,65

ERA 6,25 6,25 1,46 Fongicide
EE70% 1,56 1,56 0,58

ETA : Extrait Total Aqueux ; ERA : Extrait Résidukjueux ; EE70% : Extrait Ethanolique 70%.

Biplot (axes F1etF2: 99,89 %)
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Figure 1: Distribution des modes de préparatiorEaeantia polycarpaen fonction des communes
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DISCUSSION

La présente étude a montré que I'écorce
de Enantia polycarpa est principalement
utilisée en décoction dans le traitement
traditionnel de la diarrhée. Nos résultats sont
corroborés par ceux de plusieurs auteurs qui
ont montré en Cote d’lvoire (Bolou et al.,
2011 ; Atindehou et al., 2004), au Nigéria et
ailleurs en Afrique (Anosa et al., 2014ue

30

I'écorce de tige de la plante est également
utiisée en décoction dans le traitement
traditionnel de diverses affections. La
fréquente utilisation du décocté s’explique par
le fait que la décoction permet de recueillir le
plus de principes actifs et atténue ou annule
I'effet toxique de certaines recettes (Salhi et
al., 2010). Le choix de I'écorce de tige est lié
au fait que cette partie de la plante est
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traditionnellement utilisée pour traiter des
affections microbiennes courantes
particulierement la fievre typhoide, le
paludisme, les ulceres, la lepre, les plaies et la
diarrhée (Bolou et al., 2011 ; Atindehou et al.,
2004 ; Anosa et al., 2014 ; Ambé et al., 2015).

Les rendements des extractions par
macération aqueuse et par partition
éthanol/eau ont donné respectivement 5 et
56,4%. En comparant les rendements obtenus
au cours de cette étude avec ceux rapportés
dans la littérature, nous avons constaté que
nos résultats sont différents de ceux rapportés
par Konan (2015). En effet, cet auteur a
montré que le meilleur rendement est obtenu
avec l'extraction par macération aqueuse de
I'écorce deTerminalia glaucescensvec 15%
environ. Les différences de rendement de
I'écorce pourraient s’expliquer par le lieu de
récolte de I'espéce, la période de récolte et la
durée de séchage.

Les tests antifongiques effectués sur
Candida albicans ont montré que Ila
croissance (nombre de colonies) dans les
tubes expérimentaux diminuait au fur et a
mesure que la concentration de chacun des
extraits totaux aqueux, éthanolique 70% et
résiduel aqueux augmentait dans les tubes,
jusqu'a s’annuler respectivement a 1,56
mg/ml pour les deux premiers extraits et 6,25
mg/ml pour le dernier extrait. La souche de
Candida albicans est donc sensible aux
extraits deEnantia polycarpaselon la relation
dose-réponse. Au regard de [lallure des
courbes de sensibilités, la pente la plus forte
est celle de la courbe d'activité de I'extrait
éthanolique 70%. Elle est suivie de celle de
'extrait total aqueux, car elles sont
respectivement plus proches de l'axe des
ordonnées donc beaucoup plus active sur la
souche fongique testée.

L'analyse des résultats avec
parametres antifongiques (CMF etsgldes
extraits deEnantia polycarpa révéle que la
valeur de la CMEra est 1,56 mg/ml, celle
de la CMRg7oy est 1,56 mg/ml et celle de la
CMFggrp est de 6,25 mg/ml. Ces valeurs des
CMF montrent queCandida albicans est
sensible & tous les extraits testés. D’une

les

31

Biol. Chem. Sci. 10£13:34, 2016

maniére générale, les extraits dgantia
polycarpa présentent une activité trés
intéressante car ils inhibent fortement la
croissance d€andida albicans

Par ailleurs, le rapport d'efficacité
établi sur la base des valeurs de CMF, montre
gue les extraits aqueux et éthanolique 70%
sont 4 fois plus actifs que I'extrait résiduel.
Cependant, la comparaison des activités de
'extrait total aqueux et de [Iextrait
éthanolique sur la base dessgCimontre que
I'extrait éthanolique 70% est plus actif que
I'extrait aqueux. Cela pourrait s’expliquer par
le fait que les principes actifs contenus dans
I'extrait éthanolique 70% ont un plus grand
potentiel antifongique. En effet, le solvant de
I'extrait hydroalcolique étant constitué de
I'eau et de I'éthanol permet d’extraire que les
composés lipidiques de faibles et moyennes
tailles, polaire, renfermant un ou plusieurs
atomes d'oxygene. Par contre, l'eau seule
n'extrait que de faibles quantités de composés
lipidiques, sucres de grandes et moyennes
tailles plus ou moins complexes. Cette
différence de solvants des extraits expliquerait
la différence de I'activité antifongique de nos
extraits (Ahon, 2014).

Le pouvoir antifongique des extraits
d’Enantia polycarpan’a jamais été évalué.
Cependant, une analyse comparée de nos
résultats avec ceux des travaux antérieurs
réalisés sur la méme souche fongique par
Coulibaly et al. (2010) a montré que les
extraits de Enantia polycarpa ont une
meilleure activité anticandidosique que les
extraits de Entandrophragma angolense
(CMF= 12,5 mg/ml), Nesogordonia
papaverifera (CMF= 25 mg/ml), Milicia
excelsa(CMF= 25 mg/ml), Ceiba pentadra
(CMF= 50 mg/ml), Entandrophragma
cylindricum (CMF= 50 mg/ml), Guarea.
cedrata (CMF= 100 mg/ml),Kaya ivoirensis
(CMF= 100 mg/ml). De plus, la comparaison
de nos résultats avec ceux de Zirihi et al.
(2003) révele que les extraits aqueux et
éthanolique dé&nantia polycarpasont 32 fois
plus actifs que l'extrait hydroalcoolique de
Microglossa pyrifolia (CMF= 50 mg/ml).
Mais moins actif que les extraits de
Terminalia superbaCMF= 0,39 mg/ml) et
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de Terminalia catappa(CMF= 0,78 mg/ml)

obtenu respectivement par Ahon (2014) et
Ackha et al. (2008). Durant toute cette
expérimentation, les valeurs des CMF sont

Biol. Chem. Sci. 10£13:34, 2016

antifongique contre Candida albicans
Suggérant ainsi une certaine sécurité d’emploi
de cette substance végétale dans le traitement
traditionnel.

restées constantes apres 72 a 120 heures soit

3 a 5 jours d'incubation, ce qui signifierait que
les extraits dé&Enantia polycarpaexercent des
activités fongicides sutandida albicans

Les tests cytotoxiques effectués sur les
cellules HFF ont montré une diminution
progressive de la coloration violette dans
chaque puits. Le colorant ne pénétrant que
dans les cellules vivantes, la coloration est
d’autant plus faible que I'extrait de plante est
cytotoxique par inhibition des cellules HFF
(Irie-N'guessan et al.,, 2011) La forte
diminution de la quantité relative des cellules
HFF vivantes pourrait s’expliquer par le fait
que les cellules HFF seraient tuées par
I'extrait éthanolique deEnantia polycarpa
En effet, les extraits de plantes entrainant une
mortalité cellulaire supérieure ou égale a 50%
a 1000 pg/ml sont considérés comme
cytotoxiques (Zirihi, 2006). Cet extrait
pourrait donc contenir un composé chimique
qui inactiverait la succinate déshydrogénase,
une enzyme importante pour la respiration
mitochondriale, dont le blocage conduirait a
la mort cellulaire. L’extrait éthanolique 70%
tue beaucoup plus les cellules HFF
confluentes que les cellules HFF en division.
Cela s’expliquerait par le fait que les cellules
HFF confluentes sont des cellules statiques,
qui ne se divisent plus par inhibition de
contact alors que les cellules en division ont
une activité métabolique plus intense qu'une
cellule statique.

Ces résultats ont démontré que I'extrait
éthanolique 70% dé&nantia polycarpaune
Annonaceae de la pharmacopée ivoirienne
semblerait cytotoxique contre la lignée
cellulaire testée au cours des présents travaux.
Ces résultats de la cytotoxicité corroborent
ceux d'autres auteurs sur la méme famille de
plantes. Ainsi, il a été montré que les extraits
des écorces deM. tiebaghiensis une
Annonaceae endémique de Nouvelle-
Calédonie, sont fortement cytotoxiques contre
les cellules embryonnaires de poumon humain
ou MRC5 (Coulerie, 2012)Ces extraits ont
également montré une forte activité
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Conclusion

Cette étude a permis de mettre en
évidence le potentiel antifongique et le
caractére cytotoxique d&nantia polycarpa
Elle a également révélé qmantia polycarpa
est principalement utilisé en décoction. Nous
retiendrons que, tous les résidus Eeantia
polycarpapossedent une activité antifongique
plus ou moins accentuée sur la croissance
vitro de Candida albicansa 72 heures
d’'incubation. L’extrait éthanolique 70% a
donné la meilleure activité anticandidosique et
semble cytotoxique contre les cellules HFF.
Nous retiendrons aussi que la méthode
d’extraction qui combine 'usage d’un solvant
70% éthanol et 30% eau est la bonne
combinaison qui concentre mieux les
composés actifs.

Par ailleurs, une étude plus poussée par
tri phytochimique suivie de chromatographie,
nous permettra d’isoler les molécules actives
de Enantia polycarpaafin de justifier ses
multiples  activités biologiques et ses
indications  thérapeutiques en médicine
traditionnelle.
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