
UNIVERSITE DE YAOUNDE I 

     ************ 

FACULTE DES SCIENCES   

    ************   

 

 

 

 

 

 

ANIMALE 

 

                                              

  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES 

DEPARTMENT OF ANIMAL BIOLOGY AND PHYSIOLOGY 

LABORATOIRE DE PHYSIOLOGIE ANIMALE 

LABORATORY OF ANIMAL PHYSIOLOGY 

 

 

 

 

 

 

 
 

THESE  

Présentée et soutenue en vue de l’obtention du diplôme de Doctorat/Ph.D. en 

 Biologie des Organismes Animaux 

Option : Physiologie Animale 

Par 

NANBO GUEYO Telesphore 
Master-ès Sciences en Biologie des Organismes Animaux 

Option : Physiologie Animale 

Matricule : 08Q0677 
 

 

 

 

        
 

 

 

                     

 

     UNIVERSITY OF YAOUNDE I 

************ 

FACULTY OF SCIENCE 

************ 

 

 

 

CENTRE DE RECHERCHE ET 

DE FORMATION DOCTORALE 

EN SCIENCES DE LA VIE, 

SANTE ET ENVIRONNEMENT 

****************** 

UNITE DE RECHERCHE EN 

SCIENCE DE LA VIE 

**************** 

CENTRE FOR RESEARCH AND 

TRAINING SCHOOL FOR LIFE 

SCIENCE-HEALTH AND 

ENVIRONMENT 

**************** 

DOCTORATE TRAINING UNIT OF 

LIFE SCIENCE 

**************** 

Effets anticancéreux de l’extrait aqueux des 

écorces de Anthonotha macrophylla P. Beauv 

(Caesalpiniaceae) : études in vitro et in vivo 
 

Défendue publiquement le 15 Septembre 2023, devant un jury composé ainsi qu’il suit :  

  
 

Année 2023 

Président :    M. DIMO Théophile, Professeur,                       Université de Yaoundé I ; 

 

Rapporteur : M. NJAMEN Dieudonné, Professeur,               Université de Yaoundé I ; 

 

Membres :    M.  DONGMO Alain Bertrand, Professeur,     Université de Douala ;  

 

                      M. DZEUFIET DJOMENI Paul, Professeur,   Université de Yaoundé I ;  

 

                      M. ZINGUE Stéphane, Maître de Conférences, Université de Yaoundé I.    

 

  
 

hp
Tampon 





UNIVERSITE DE YAOUNDE I 
     ************ 

FACULTE DES SCIENCES   
    ************   

 
 
 
 
 
 

 
 
                                              

  
 
 
 
 
 
 

 
 

 

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES 
DEPARTMENT OF ANIMAL BIOLOGY AND PHYSIOLOGY 

LABORATOIRE DE PHYSIOLOGIE ANIMALE 
LABORATORY OF ANIMAL PHYSIOLOGY 

 
 

 
 
 
 
 

 

THESE  
Présentée et soutenue en vue de l’obtention du diplôme de Doctorat/Ph.D. en 

 Biologie des Organismes Animaux 
Option : Physiologie Animale 

Par 

NANBO GUEYO Telesphore 
Master-ès Sciences en Biologie des Organismes Animaux 

Option : Physiologie Animale 
Matricule : 08Q0677 

 

 
 
 

        
 

 

 

                     
 

     UNIVERSITY OF YAOUNDE I 
************ 

FACULTY OF SCIENCE 
************ 

 
 
 

CENTRE DE RECHERCHE ET 
DE FORMATION DOCTORALE 

EN SCIENCES DE LA VIE, 
SANTE ET ENVIRONNEMENT 

****************** 
UNITE DE RECHERCHE EN 

SCIENCE DE LA VIE 
**************** 

CENTRE FOR RESEARCH AND 
TRAINING SCHOOL FOR LIFE 

SCIENCE-HEALTH AND 
ENVIRONMENT 

**************** 
DOCTORATE TRAINING UNIT OF 

LIFE SCIENCE 
**************** 

Effets anticancéreux de l’extrait aqueux des 
écorces de Anthonotha macrophylla P. Beauv 
(Caesalpiniaceae) : études in vitro et in vivo 

 

Défendue publiquement le 15 Septembre 2023, devant un jury composé ainsi qu’il suit :  
  

 

Année 2023 

Président :    M. DIMO Théophile, Professeur,                       Université de Yaoundé I ; 
 
Rapporteur : M. NJAMEN Dieudonné, Professeur,               Université de Yaoundé I ; 
 
Membres :    M.  DONGMO Alain Bertrand, Professeur,     Université de Douala ;  
 
                      M. DZEUFIET DJOMENI Paul, Professeur,   Université de Yaoundé I ;  
 
                      M. ZINGUE Stéphane, Maître de Conférences, Université de Yaoundé I.    
 
  

 



i 
 

 
 

ANNÉE ACADEMIQUE 2022/2023 

(Par Département et par Grade) 

DATE D’ACTUALISATION 31 MAI 2023 

ADMINISTRATION 

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maître de Conférences 

VICE-DOYEN / DPSAA: ATCHADE Alex de Théodore, Professeur 

VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur 

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO ANGUE Monique, Maître de Conférences 
Chef Division Administrative et Financière : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal, Maître de Conférences 
Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la Scolarité DAARS : AJEAGAH Gideon 
AGHAINDUM, Professeur 

1- DÉPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (43) 
 
N° NOMS ET PRÉNOMS GRADE OBSERVATIONS 

1.  BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste 

2.  FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste 

3.  KANSCI Germain Professeur En poste 

4.  MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste 

5.  MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département 

6.  NGUEFACK Julienne Professeur En poste 

7.  NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste 

8.  OBEN Julius ENYONG Professeur En poste 

 

9.  ACHU Merci BIH Maître de Conférences En poste 

10.  ATOGHO Barbara MMA Maître de Conférences En poste 

11.  
AZANTSA KINGUE GABIN 
BORIS 

Maître de Conférences En poste 

12.  
BELINGA née NDOYE FOE F. 
M. C. 

Maître de Conférences Chef DAF / FS 

13.  
DJUIDJE NGOUNOUE 
Marceline 

Maître de Conférences En poste 

14.  
DJUIKWO NKONGA Ruth 
Viviane 

Maître de Conférences 
En poste 

15.  EFFA ONOMO Pierre Maître de Conférences VD/FS/Univ Ebwa 

16.  EWANE Cécile Annie Maître de Conférences En poste 

17.  KOTUE TAPTUE Charles Maître de Conférences En poste 

18.  LUNGA Paul KEILAH Maître de Conférences En poste 

19.  MBONG ANGIE M. Mary Anne Maître de Conférences En poste 

20.  MOFOR née TEUGWA Clotilde Maître de Conférences Doyen FS / UDs 

21.  NANA Louise épouse WAKAM Maître de Conférences En poste 

22.  NGONDI Judith Laure Maître de Conférences En poste 

UNIVERSITÉ DE YAOUNDÉ I 

Faculté des Sciences 

Division de la Programmation et du 

Suivi des Activités Académiques 

 THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I 

Faculty of Science 

Division of Programming and Follow-up 
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23.  
TCHANA KOUATCHOUA 
Angèle 

Maître de Conférences En poste 

 
24.  AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En  poste 

25.  
BEBEE Fadimatou 

Chargée de 
Cours 

En poste 

26.  
BEBOY EDJENGUELE Sara 
Nathalie 

Chargé de Cours 
En poste 

27.  DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste 

28.  DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste 

29.  FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste 

30.  FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En poste 

31.  KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste 

32.  
MANANGA Marlyse Joséphine 

Chargée de 
Cours 

En poste 

33.  OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste 

34.  Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste 

35.  PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste 

36.  WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste 

 

37.  
BAKWO BASSOGOG Christian 
Bernard 

Assistant En Poste 

38.  ELLA Fils Armand Assistant En Poste 

39.  EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste 

40.  

MADIESSE KEMGNE Eugenie 
Aimée 

Assistant En Poste 

41.  MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste 

42.  
MBOUCHE FANMOE Marceline 
Joëlle 

Assistant En poste 

43.  WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste 
 
 

2- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (52) 
 

1.  AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS 

2.  BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département 

3.  DIMO Théophile Professeur En Poste 

4.  DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste 

5.  DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste 

6.  
ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur 

CD et Vice 
Doyen/FMSB/UYI 

7.  FOMENA Abraham Professeur En Poste 

8.  KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste 

9.  NJAMEN Dieudonné Professeur En poste 

10.  NJIOKOU Flobert Professeur En Poste 

11.  NOLA Moïse Professeur En poste 

12.  TAN Paul VERNYUY Professeur En poste 

13.  TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur 
Inspecteur de service / 

Coord.Progr./MINSANTE 
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14.  ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste 

 
15.  ALENE Désirée Chantal Maître de Conférences Vice Doyen/ Uté Ebwa 

16.  BILANDA Danielle Claude Maître de Conférences En poste 

17.  DJIOGUE Séfirin Maître de Conférences En poste 

18.  
GOUNOUE KAMKUMO Raceline 
épse FOTSING 

Maître de Conférences En poste 

19.  
JATSA BOUKENG Hermine épse 
MEGAPTCHE 

Maître de Conférences En Poste 

20.  LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maître de Conférences En poste 

21.  MAHOB Raymond Joseph Maître de Conférences En poste 

22.  MBENOUN MASSE Paul Serge Maître de Conférences En poste 

23.  MEGNEKOU Rosette Maître de Conférences En poste 

24.  MOUNGANG Luciane Marlyse Maître de Conférences En poste 

25.  NOAH EWOTI Olive Vivien Maître de Conférences En poste 

26.  MONY Ruth épse NTONE Maître de Conférences En Poste 

27.  NGUEGUIM TSOFACK Florence Maître de Conférences En poste 

28.  NGUEMBOCK Maître de Conférences En poste 

29.  TAMSA ARFAO Antoine Maître de Conférences En poste 

30.  TOMBI Jeannette Maître de Conférences En poste 
 

31.  ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste 
32.  BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours En poste 
33.  ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste 
34.  FEUGANG YOUMSSI François Chargé de Cours En poste 
35.  FOKAM Alvine Christelle Epse 

KENGNE 
Chargé de Cours En poste 

36.  GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste 
37.  KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste 
38.  KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste 
39.  LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste 
40.  MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En poste 

41.  
METCHI DONFACK MIREILLE 
FLAURE EPSE GHOUMO 
 

Chargé de Cours En poste 

42.  MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste 

43.  NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste 

44.  NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours Chef  Div. Uté Bamenda 

45.  NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste 

46.  TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste 
47.  YEDE Chargé de Cours En poste 
48.  YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste 

 
49. AMBADA NDZENGUE GEORGIA 

ELNA 
Assistante 

En poste 

50. KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste 
51. NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste 
52. ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste 
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3- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VÉGÉTALES (BPV) (34) 
 

1. 
AMBANG Zachée Professeur 

Chef  de 
Département 

2. DJOCGOUE Pierre François Professeur En poste 

3. MBOLO Marie Professeur En poste 

4. MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste 

5. YOUMBI Emmanuel Professeur En poste 

6. ZAPFACK Louis Professeur En poste 
 

7. ANGONI Hyacinthe Maître de Conférences En poste 

8. BIYE Elvire Hortense Maître de Conférences En poste 

9. MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Maître de Conférences En poste 

10. MALA Armand William Maître de Conférences En poste 

11. MBARGA BINDZI Marie Alain Maître de Conférences DAAC  /UDla 

12. NDONGO BEKOLO Maître de Conférences En poste 

13. NGALLE Hermine BILLE Maître de Conférences En poste 

14. NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maître de Conférences En poste 

15. NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maître de Conférences CT / MINRESI 
16. TONFACK Libert Brice Maître de Conférences En poste 
17. TSOATA Esaïe Maître de Conférences En poste 
18. ONANA JEAN MICHEL Maître de Conférences En poste 

 
19.  DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste 

20.  GONMADGE CHRISTELLE Chargée de Cours En poste 
21.  MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste 
22.  NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste 

23.  NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste 
24.  

NSOM ZAMBO EPSE PIAL ANNIE 
CLAUDE 

Chargé de Cours 
En 
détachement/UNESCO 
MALI 

25.  GODSWILL NTSOMBOH 
NTSEFONG 

Chargé de Cours 
En poste 

26.  KABELONG BANAHO Louis-Paul-
Roger 

Chargé de Cours 
En poste 

27.  KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste 
28.  LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste 
29.  LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste 
30.  TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste 
31.  TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste 

 
32.  MANGA NDJAGA JUDE Assistant En poste 
33.  DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste 
34. METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste 

 
 

4- DÉPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (28) 
 

1. GHOGOMU Paul MINGO Professeur 
Ministre Chargé de 
Mission PR 

2. NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste 
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3. NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI 

4. NENWA Justin Professeur En poste 

5. NGAMENI Emmanuel Professeur 
Doyen FS 
Univ.Ngaoundere 

6. NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB 

7. NJOYA Dayirou Professeur En poste 
 

8. ACAYANKA Elie Maître de Conférences En poste 

9. EMADAK Alphonse Maître de Conférences En poste 

10. KAMGANG YOUBI Georges Maître de Conférences En poste 

11. KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maître de Conférences En poste 
12. KENNE DEDZO GUSTAVE Maître de Conférences En poste 
13. MBEY Jean Aime Maître de Conférences En poste 
14. NDI NSAMI Julius Maître de Conférences Chef de Département 

15.
NEBAH Née NDOSIRI Bridget 
NDOYE 

Maître de Conférences Sénatrice/SENAT 

16. NJIOMOU C. épse DJANGANG Maître de Conférences En poste 
17. NYAMEN Linda Dyorisse Maître de Conférences En poste 
18. PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU Maître de Conférences En poste 
19. TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maître de Conférences En poste 

20. BELIBI BELIBI Placide Désiré Maître de Conférences 
Chef Service/ ENS 
Bertoua 

21. CHEUMANI YONA Arnaud M. Maître de Conférences En poste 

22. KOUOTOU DAOUDA Maître de Conférences En poste 
 

23.  MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste 
24.  NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste 
25.  NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste 
26.  PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste 
27.  SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste 

 
28.  BOYOM TATCHEMO Franck W. Assistant En Poste 

 
 

5- DÉPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (37) 
1. Alex de Théodore ATCHADE Professeur  Vice-Doyen / DPSAA 

2. DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI 

3. 
NGOUELA Silvère Augustin Professeur 

Chef de Département 
UDS 

4. 
PEGNYEMB Dieudonné 
Emmanuel 

Professeur 
Directeur/ MINESUP/ 
Chef de Département 

5. WANDJI Jean Professeur En poste 

6. MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste 
 

7. AMBASSA Pantaléon Maître de Conférences En poste 
8. EYONG Kenneth OBEN Maître de Conférences En poste 
9. FOTSO WABO Ghislain Maître de Conférences En poste 
10. KAMTO Eutrophe Le Doux Maître de Conférences En poste 
11. KENMOGNE Marguerite Maître de Conférences En poste 

12. KEUMEDJIO Félix Maître de Conférences En poste 

13. KOUAM Jacques Maître de Conférences En poste 
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14. MKOUNGA Pierre Maître de Conférences En poste 

15. MVOT AKAK CARINE Maître de Conférences En poste 

16. NGO MBING Joséphine Maître de Conférences 
Chef de Cellule 
MINRESI 

17.
NGONO BIKOBO Dominique 
Serge 

Maître de Conférences C.E.A/ MINESUP 

18.
NOTE LOUGBOT Olivier 
Placide 

Maître de Conférences DAAC/Uté Bertoua 

19.
NOUNGOUE TCHAMO 
Diderot 

Maître de Conférences En poste 

20. TABOPDA KUATE Turibio Maître de Conférences En poste 

21.
TAGATSING FOTSING 
Maurice 

Maître de Conférences En poste 

22. TCHOUANKEU Jean-Claude Maître de Conférences Doyen /FS/ UYI 
23. YANKEP Emmanuel Maître de Conférences En poste 
24. ZONDEGOUMBA Ernestine Maître de Conférences En poste 

 
 

36. MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste 
37. NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste 

 

6- DÉPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22) 
 

1. ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef de Division  MINESUP 

2. 
FOUDA NDJODO Marcel 
Laurent 

Professeur 
Inspecteur Général/ 
MINESUP 

 
3. NDOUNDAM Réné Maître de Conférences En poste 

4. TSOPZE Norbert Maître de Conférences En poste 
 

5. ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours Chef de Cellule MINFOPRA 

6. AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département 

7. DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste 

8. DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste 

9. EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste 

10. HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste 

11. JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste 

25. MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste 
26. NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste 
27. NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste 
28. NONO NONO Éric Carly Chargé de Cours En poste 
29. OUAHOUO WACHE Blandine 

M. 
Chargée de Cours En poste 

30. OUETE NANTCHOUANG 
Judith Laure 

Chargée de Cours En poste 

31. SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste 
32. TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste 
33. TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste 
34. TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste 
35. TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste 
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12. KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste 

13. MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste 

14. MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste 
15. MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste 
16. NZEKON NZEKO'O ARMEL 

JACQUES 
Chargé de Cours En poste 

17. OLLE OLLE Daniel  Claude 
Georges Delort 

Chargé de Cours 
Sous-Directeur ENSET 
Ebolowa 

18. TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste 
 

19. BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste 
20. EKODECK Stéphane Gaël 

Raymond 
Assistant 

En poste 

21. MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste 
22. NKONDOCK. MI. 

BAHANACK.N. 
Assistant En poste 

 

 
7- DÉPARTEMENT DE MATHÉMATIQUES (MA) (33) 

 
1. AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département 

 
2. KIANPI Maurice Maître de Conférences En poste 

3. MBANG Joseph Maître de Conférences En poste 

4. MBEHOU Mohamed Maître de Conférences En poste 

5. 
MBELE BIDIMA Martin 
Ledoux 

Maître de Conférences En poste 

6. 
NOUNDJEU Pierre Maître de Conférences 

Chef Service des 
Programmes & 
Diplômes/FS/UYI 

7. TAKAM SOH Patrice Maître de Conférences En poste 

8. 
TCHAPNDA NJABO Sophonie 
B. 

Maître de Conférences Directeur/AIMS Rwanda 

9. TCHOUNDJA Edgar Landry Maître de Conférences En poste 
 

10.
AGHOUKENG JIOFACK Jean 
Gérard 

Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT 

11. BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En poste 
12. CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste 
13. DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste 
14. DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste 

15. KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste 

16. LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours En poste 

17. MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste 

18. MBATAKOU Salomon Joseph Chargé de Cours En poste 

19.
MENGUE MENGUE David Joël Chargé de Cours 

Chef Dpt /ENS Université 
d’Ebolowa 

20. MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste 

21. NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste 
22. NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste 
23. OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste 
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24. POLA  DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage 
25. TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste 
26. TETSADJIO TCHILEPECK M. 

Eric. 
Chargé de Cours En poste 

 
27. BITYE MVONDO Esther 

Claudine 
Assistante 

En poste 

28. FOKAM Jean Marcel Assistant En poste 
29. GUIDZAVAI  KOUCHERE  

Albert 
Assistant 

En poste 

30. MANN MANYOMBE Martin 
Luther 

Assistant 
En poste 

31. MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste 
32. NYOUMBI DLEUNA Christelle Assistant En poste 
33. TENKEU JEUFACK Yannick 

Léa 
Assistant 

En poste 

 
 

8- DÉPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24) 
 

1. ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département 

2. 
NYEGUE Maximilienne 
Ascension 

Professeur VICE-DOYEN / DSSE 

 
3. ASSAM ASSAM Jean Paul Maître de Conférences En poste 

4. BOUGNOM Blaise Pascal Maître de Conférences En poste 

5. BOYOMO ONANA Maître de Conférences En poste 

6. 
KOUITCHEU MABEKU Epse 
KOUAM Laure Brigitte  

Maître de Conférences En poste 

7. RIWOM Sara Honorine Maître de Conférences En poste 

8. NJIKI BIKOÏ Jacky Maître de Conférences En poste 

9. SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maître de Conférences En poste 

 
10. ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste 

11. LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste 

12. MEYIN A EBONG Solange Chargé de Cours En poste 

13.
MONI NDEDI Esther Del 
Florence 

Chargé de Cours 
En poste 

14. NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste 

15.
TAMATCHO KWEYANG 
Blandine Pulchérie 

Chargé de Cours 
En poste 

16. TCHIKOUA Roger  Chargé de Cours Chef de Service de la Scolarité 

17. TOBOLBAÏ Richard Chargé de Cours En poste 
 

18. NKOUE TONG Abraham Assistant En poste 
19. SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistant En poste 
20. EZO’O MENGO Fabrice Télésfor Assistant En poste 
21. EHETH Jean Samuel Assistant En poste 
22. MAYI Marie Paule Audrey Assistant En poste 
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            Le cancer du sein est la néoplasie maligne la plus fréquente et la première cause de 

mortalité par cancer chez les femmes dans le monde. Les traitements mis sur pied par la 

médecine moderne  ont été associés à de nombreux inconvénients, d’où la nécessité de trouver 

des alternatives auxdits traitements. Le présent travail a été entrepris avec pour objectif 

d’évaluer in vitro et in vivo les effets anticancéreux de l’extrait aqueux des écorces de 

Anthonotha macrophylla. Les effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de A. macrophylla ont 

été évalués sur un modèle de cancer du sein induit par le 7,12 dimethylbenz[a]anthracene 

(DMBA) chez la rate. L’évaluation de l’activité antioxydante été faite par dosage des 

paramètres du statut du stress oxydant tels que le malondialdéhyde et le glutathion réduit et les 

activités antiradicalaires (DPPH et ABTS) et chélatrices de l’extrait ont également été évaluées. 

Une étude phytochimique quantitative et la GC-MS ont été réalisées. Les mécanismes d’action 

de l’extrait de A. macrophylla ont été déterminés à partir des tests in vitro à savoir : la 

cytotoxicité en utilisant le réactif alamar blue (résazurine) sur 5 lignées de cellules cancéreuses 

(MCF-7, MDA-MB-231, 4T1, SF-295 et SK-MEL-28) et 2 lignées non cancéreuses (MCR-5 

et HUVEC), la croissance et la prolifération cellulaire, l’inhibition de la formation de clones, 

l’apoptose, l’impact sur le cycle cellulaire et l’effet de l’extrait sur l’adhésion et la migration 

cellulaire ont été également évalués. Les effets antiœstrogéniques de l’extrait de A. macrophylla  

ont été évalués grâce aux tests de prolifération des cellules MCF-7 et  utérotrophique de 3 jours 

respectivement. La toxicité aiguë de l’extrait a également été évaluée. Les résultats obtenus à 

l’issue de l’évaluation des effets chimiopréventifs ont montré que l’extrait de A. macrophylla 

aux doses de 75 et de 150 mg/kg a réduit significativement l’incidence des tumeurs (p < 0,01 

et  p < 0,05), la charge tumorale et le volume des tumeurs (p < 0,001 et p < 0,01) respectivement. 

Aucun signe d’hyperplasie n’a été observé sur les glandes mammaires des animaux traités avec 

l’extrait à la dose de 75 mg/kg en comparaison au groupe DMBA. L’extrait de A. macrophylla 

a induit in vitro un effet cytotoxique non sélectif sur toutes les lignées de cellules cancéreuses 

avec un effet plus important sur les cellules 4T1 et une inhibition de la croissance de tous les 

types cellulaires. Après 24 et 48 h, l’extrait a induit une diminution significative (p < 0,05) de 

la prolifération cellulaire à 100 µg/mL. L’extrait a également induit une diminution significative 

(p < 0,01 et p < 0,001) du nombre de clones de cellules MDA-MB-231 aux concentrations de 

50 µg/mL et de 100 µg/mL respectivement;  l’apoptose des cellules MDA-MB 231 à 100 µg/mL 

après 24 h ; a inhibé la progression du cycle cellulaire en phase G2/M aux concentrations de 50  

et de 100 µg/mL après 24 h et 48 h ; a diminué l'encrage des cellules au collagène et à la 

fibronectine et a significativement inhibé (p < 0,05 et p < 0,01) la migration cellulaire aux 
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concentrations de 50 et de 100 µg/mL respectivement. Les résultats de l’évaluation de l’activité 

antiœstrogénique in vitro ont montré que la prolifération des cellules MCF-7 stimulée par 

l’œstradiol a été inhibée (p < 0,001) par l’extrait à toutes les concentrations testées. Les effets 

chimiopréventifs de A. macrophylla seraient dûs à son activité antiœstrogénique et à sa capacité 

à augmenter le taux de GHS aux doses de 37,5 mg/kg (p < 0,05)  et de 75 mg/kg (p < 0,05), et 

à diminuer le taux de MDA aux doses de 37,5 mg/kg (p < 0,01) et de 150 mg/kg (p < 0,01) dans 

la glande mammaire. Cet extrait posséderait également une activité antiradicalaire (EC50 = 

198,7µg/mL DPPH et EC50 = 198,4µg/mL ABTS) et une activité chélatrice de métaux. Ces 

effets bénéfiques de l’extrait de A. macrophylla  seraient dûs aux composés polyphénoliques 

(10,24 ± 0,55 mg eq de quercétine/g d’extrait sec) notamment les flavonoïdes (9,76 ± 0,99 mg 

eq de quercétine) et aux acides hexadécénoïque méthyl ester et 9-octadécénoïque (Z) méthyl 

ester présents dans l’extrait. L’étude de la toxicité de l’extrait aqueux de A. macrophylla a 

montré que sa DL50 a été estimée supérieure à 2000 mg/kg. Les résultats obtenus justifieraient 

l’utilisation de Anthonotha macrophylla par les tradithérapeutes du département du Mungo dans 

la prise en charge du cancer du sein chez les femmes. 
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          Breast cancer is the most common malignant neoplasia and the leading cause of cancer 

death in women worldwide. The treatments developed by modern medicine have been 

associated with many inconveniences, hence the need to find alternatives to these treatments. 

This work was undertaken with the aim to evaluate in vitro and in vivo anticancer effects of the 

aqueous extract of barks of Anthonotha macrophylla. The chemopreventive effects of the 

aqueous extract of A. macrophylla were evaluated on the breast cancer model induced by 7,12 

dimethylbenz [a] anthracene (DMBA) in rats. The antioxidant activity was done by assaying 

oxidative stress parameters such as malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) 

and the anti-free radical (DPPH and ABTS) and chelating activities of the extract were also 

evaluated. A quantitative phytochemical study and GC-MS were performed. The A. 

macrophylla extract mechanisms of action were determined by in vitro tests such as: 

cytotoxicity using the alamar blue (resazurin) assay on five tumors (MCF-7, MDA-MB-231, 

4T1, SF-295 and SK-MEL-28) and two non-tumor cell lines (MCR-5 and HUVEC), cell growth 

and proliferation, inhibition of clone formation, apoptosis, impact on the cell cycle and the 

effect of the extract on adhesion and the cell migration respectively. The antiestrogenic effects 

of the aqueous extract of A. macrophylla were evaluated using the MCF-7 cell proliferation 

assay and following a 3-days uterotrophic test. The acute toxicity of the extract was also 

evaluated. The results obtained from the evaluation of the chemopreventive effects showed that 

after 28 weeks of treatment, the extract (75 and 150 mg/kg) significantly reduced tumor 

incidence (p < 0.01 and p < 0.05), tumor burden and tumor volume (p < 0.001 and p < 0.01) 

respectively. No signs of hyperplasia were observed in the mammary glands of animals treated 

with the extract of A. macrophylla at dose of 75 mg/kg compared to the DMBA group. The 

extract of A. macrophylla induced in vitro a non-selective cytotoxic effect on all cancer cell 

lines with a significant effect on rodent mammary cancer cells (4T1) and inhibition of the 

growth of all cell types. After 24 h and 48 h, the extract induced a significant decrease (p < 

0.05) in cell proliferation at 100 µg/mL. The extract also induced a significant decrease (p < 

0.01 and p < 0.001) in the number of MDA-MB-231 cell clones at the concentrations of 50 

µg/mL and 100 µg/mL respectively; apoptosis of MDA-MB 231 cells at 100 µg/mL after 24 h; 

inhibited cell cycle progression in S and G2/M phases at concentrations of 50 and 100 µg/mL 

after 24 h and 48 h; decreased the anchorage of cells to collagen and fibronectin and 

significantly inhibited (p < 0.05 and p < 0.01) cell migration at concentrations of 50 and 100 

µg/mL respectively. The results of the evaluation of antiestrogenic activity in vitro showed that 
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the proliferation of MCF-7 cells stimulated by estradiol was inhibited (p < 0.001) by the 

aqueous extract of A. macrophylla at all concentrations tested. The chemopreventive effects of 

A. macrophylla would be due to its antiestrogenic activity and its ability to increase the levels 

of GHS at the doses of 37.5 mg/kg (p < 0.05) and of 75 mg/kg (p <0.05), and to decrease MDA 

levels at the doses of 37.5 mg/ kg (p < 0.01) and of 150 mg/kg (p < 0.01)] in the mammary 

gland. In addition, this extract may be endowed with anti-free radical activities (EC50 = 198.7 

μg/mL DPPH and EC50 = 198.4 μg/mL ABTS) and a metal chelating activity. These beneficial 

effects of A. macrophylla would be due to polyphenolic compounds (10.24 ± 0.55 mg eq of 

quercetin/g of dry extract) especially flavonoids (9.76 ± 0.99 mg eq of quercetin) and 

hexadecenoic methyl ester and 9-octadecenoic (Z) methyl ester acids present in this extract. In 

addition, the toxicity study showed that the aqueous extract of A. macrophylla is weakly toxic. 

Its LD50 has been estimated to be greater than 2000 mg/kg BW. The results obtained would 

justify the use of A. macrophylla by traditional healers of the Mungo department in the 

management of breast cancer in women. 

Keywords: Anthonotha macrophylla, Anticancer, Antiestrogenic, Antioxidant, Cytotoxicity. 
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          Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde, responsable de près de 10 

millions de décès en 2020 (Globocan, 2021). En Afrique, 1.109.209 personnes ont été 

atteintes de cancer en 2020 avec 711429 cas de décès enregistrés (Globocan, 2021). Au 

Cameroun, plus de 20745 nouveaux cas de cancer ont été enregistrés en 2020 avec une 

mortalité annuelle supérieure à 13199 décès (Globocan, 2021). On dénombre une multitude 

de cancers dans le monde et le cancer du sein est la néoplasie maligne la plus fréquente et la 

première cause de mortalité par cancer chez les femmes dans le monde (Siegel et al., 2018). 

Pratiquement un tiers (32%) des cancers diagnostiqués chez les femmes sont des cancers du 

sein (American Cancer Society, 2012). Au Cameroun, le cancer du sein est le premier cancer 

parmi les cancers diagnostiqués chez les femmes. Il représente 34,1% des cancers féminins 

(Globocan, 2020). Le cancer est de nos jours un véritable problème de santé publique dans le 

monde. De nombreux facteurs de risque contribuent au développement du cancer, notamment 

l’âge, l’obésité, les œstrogènes exogènes et endogènes (âge précoce de la ménarche, âge 

avancé de la ménopause, âge tardif de la première grossesse à terme) ; exposition précoce aux 

polluants de l’environnement (hydrocarbures aromatiques polycycliques) et antécédents 

familiaux de cancer (Campeau et al., 2008 ; Sagiv et al., 2009).  

          De nos jours, nombreuses interventions médicales sont utilisées pour traiter le cancer du 

sein. Il s’agit de la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, l’hormonothérapie, thérapie 

ciblée et immunothérapie (Mongis, 2017). Ces traitements ont été associés à de nombreux 

effets secondaires. En effet, le paclitaxel (agent antimicrotubule) induit une myélosuppression 

qui affecte le système immunitaire ; la doxorubicine (antibiotique cytotoxique) conduit à une 

cardiotoxicité irréversible grave; tandis que le tamoxifène (Modulateur Sélectif des 

Récepteurs aux Œstrogènes) augmente le risque de cancer de l'endomètre (Wu, 2012 ; 

Lazzeroni et DeCensi, 2013). Un autre problème qui n’est pas des moindres, est le coût élevé 

des traitements du cancer du sein (Suyatmi et al., 2012). Comme alternatives à ces limites 

mentionnées, un grand nombre de personnes font recours à la médecine à base des plantes 

médicinales (Baliga et Dsouza, 2011). Ces plantes, relativement disponibles et peu toxiques, 

donnent de l'espoir car elles sont composées d'une grande variété de substances 

anticancéreuses telles que les polyphénols et les phytostérols (Wang et al., 2016). Il est urgent 

de découvrir et de développer de nouveaux médicaments chimiopréventifs contre le cancer du 

sein offrant une sécurité et une efficacité pour améliorer la gestion du cancer du sein et 

réduire le coût élevé du traitement et la douleur des patients (Steward et Brown, 2013).  

           La chimioprévention consiste à utiliser les substances d’origine naturelle et/ou 

synthétique pour prévenir la survenue du cancer (Shu et al., 2010). De nombreuses études 
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épidémiologiques et précliniques ont montré que la consommation de certaines substances 

naturelles à l’instar de l’ail, le corossol et le thé vert, ainsi que les phytœstrogènes peuvent 

considérablement diminuer le risque de développer un cancer (Cragg et Newman, 2001 ; Li et 

al., 2014; Njamen et al., 2014). Les travaux réalisés dans notre unité de recherche ont 

rapporté les effets anticancéreux de plusieurs plantes de la pharmacopée Camerounaise. C’est 

le cas de Crateva adansonii DC, Acacia seyal (Zingue et al., 2016 ; Zingue et al., 2018) et 

Ficus umbellata Vahl (Silihe et al., 2017). Dans le but de contribuer à la vulgarisation des 

plantes médicinales Camerounaises efficaces contre le cancer, une investigation des effets de 

Anthonotha macrophylla (Caesalpiniaceae) sur un modèle animal de cancer du sein a été 

entreprise. A. macrophylla est une plante médicinale utilisée traditionnellement contre le 

cancer du sein dans la localité de Yato (Département du Mungo, Région du Littoral, 

Cameroun). La GC-MS de l’extrait méthanolique de A. macrophylla  a révélé la présence de 

phytostérols, en particulier le campestérol, connu pour leurs effets anticancéreux (Awad et al., 

2000 ; Li et al., 2001). Aucune étude n’a encore été menée sur l’activité anticancéreuse de A. 

macrophylla.  

Question de recherche 

          La plante Anthonotha macrophylla grâce aux phytoconstituants qu’elle contient 

préviendrait-elle la survenue du cancer du sein qui justifierait son utilisation traditionnelle? 

Hypothèse de recherche 

          Au vu de son utilisation traditionnelle et de ses phytoconstituants, Anthonotha 

macrophylla possède des métabolites secondaires qui auraient des propriétés préventives 

contre la survenue du cancer du sein.  

Objectifs  

Objectif principal 

          L’objectif principal de cette étude était d’évaluer in vitro et in vivo les effets 

anticancéreux de l’extrait aqueux des écorces de Anthonotha macrophylla (Caesalpiniaceae). 

Objectifs spécifiques        

1- évaluer les effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  sur le 

cancer du sein induit par le DMBA chez la rate de souche Wistar ; 
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2- déterminer les modes et mécanismes d’action de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla ;  

3- évaluer la toxicité aiguë de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla. 
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I.1 Cancer  

I.1.1 Définition et historique du cancer 

          Bien que le cancer ne soit devenu un enjeu majeur en santé publique qu’au cours de la 

deuxième moitié du XXème siècle, il ne s’agit pas d’une maladie récente. Au cours de 

l’autopsie de certaines momies égyptiennes, des tumeurs osseuses avaient été détectées et 

certains symptômes évoquant des néoplasies avaient été décrits dans les manuels de médecine 

chinoise et arabe. Du temps d’Hippocrate (environ 4 siècles avant JC) de nombreux types de 

tumeurs avaient été répertoriés et décrits. C’est ainsi qu’Hippocrate a introduit le terme 

carcinome qui est issu du mot grec Karkinos signifiant «crabe ». Il considérait en effet que la 

progression et la longue persistance de la maladie dans le corps humain rappelait la démarche 

du crabe (Long, 1928). Environ six siècles plus tard, Galien distinguait 3 types de tumeurs, les 

tumeurs « naturelles » qui englobaient toutes les augmentations de tailles physiologiques 

comme la croissance des seins accompagnant la maturation normale de la femme, les tumeurs 

« surnaturelles » qui se rapportaient aux processus de régénération après une lésion comme la 

prolifération osseuse à la suite d’une fracture et enfin les tumeurs « contre nature » qui 

correspondaient à ce que nous considérons aujourd’hui comme des processus néoplasiques 

ainsi qu’à de nombreuses lésions inflammatoires (Sighoko, 2011). De nos jours, le cancer est 

défini comme étant une pathologie caractérisée par une prolifération anarchique de cellules se 

faisant au détriment de l’organe dans lequel elles se développent. On considère que les 

cellules cancéreuses sont issues d’une cellule initiale transformée capable de se multiplier 

rapidement pour former un clone. L’origine cellulaire exacte du cancer reste une question 

controversée. Le développement récent de la recherche sur les cellules souches a mis en 

évidence les nombreuses similitudes entre ces dernières et les cellules cancéreuses. On pense  

aujourd’hui qu’il existe des cellules-souches cancéreuses à l’origine des proliférations 

néoplasiques (Sighoko, 2011). 

I.1.2  Cancer dans le monde 

          Au cours des 30 dernières années le fardeau mondial du cancer a plus que doublé. Les 

estimations faites pour l’année 2008 portent à plus de 12 millions le nombre de nouveaux cas 

de cancer diagnostiqués, à environ 7 millions le nombre de décès dû aux cancers et à environ 

25 millions le nombre de personnes vivant avec un cancer (Ferlay et al., 2010). Pour l’année 

2012, 8,2 millions de décès sont imputables au cancer, soit 13% des décès enregistrés dans le 

monde (Cancer Report Worldwide, 2014). Selon « American Association for Cancer 

Research, 2016 », 8,9 millions de décès ont été enregistrés en 2015. En 2018, l’incidence du 
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cancer était estimée à 18,1 millions de personnes dans le monde et près de 10 millions de 

personnes sont décédées de la maladie (WHO, 2020) et en 2020, le nombre de personnes 

diagnostiquées du cancer était de 19,3 millions de nouveaux cas (Globocan, 2021). D'ici 

2040, ces chiffres vont presque doubler dans le monde si rien n’est fait (WHO, 2020). Le 

cancer est à l'origine d'environ 30% de tous les décès prématurés dus aux maladies non 

transmissibles chez les adultes âgés de 30 à 69 ans. La Figure 1 présente l’incidence et la 

mortalité du cancer dans le monde. Le cancer le plus fréquemment diagnostiqué est le cancer 

du sein (11,7% de tous les cas), suivi par le cancer du poumon (11,6%) et le cancer colorectal 

(10%). Le cancer du poumon est la principale cause de décès par cancer (18% de tous les 

décès), suivi des cancers du foie (8,3%) et de l'estomac (7,7%) (Globocan, 2021). Le type de 

cancer le plus courant varie selon les pays, avec certains cancers, comme le cancer du col 

utérin et Sarcome de Kaposi, beaucoup plus fréquent dans les pays à l'extrémité inférieure de 

l'indice de développement humain (IDH) que dans les pays à IDH élevé. Le problème majeur 

pour la plupart des pays (indépendamment de leur niveau de développement) sera de réunir 

suffisamment de ressources pour assurer la prise en charge préventive, diagnostique et 

thérapeutique mais aussi d’assumer le coût des soins palliatifs pour tous les malades atteints 

de cancer (WHO, 2020). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Incidence et mortalité du cancer dans le monde (Globocan, 2021). 

          Au Cameroun, plus de 15000 nouveaux cas de cancer ont été enregistrés en 2018 avec 

une mortalité annuelle supérieure à 10000 décès (Globocan, 2018). Dans la seule ville de 
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Yaoundé, le Comité National de Lutte contre le cancer et l’association solidarité chimio 

estiment à 107 nouveaux cas pour 100000 habitants, soit 45 hommes et 62 femmes. Plus de 

80% de cas sont diagnostiqués à un stade avancé de la maladie, et la plupart décèdent dans les 

12 mois qui suivent le diagnostic. Le nombre de personnes en réalité atteint du cancer est bien 

plus élevé que les chiffres présents, et augmente d’ailleurs chaque jour à grand pas au 

Cameroun au regard de l’ignorance de certains citoyens tant au sujet de la maladie que de ses 

facteurs de risques (MINSANTE, 2011). 

I.2 Cancer du sein 

          Le cancer du sein peut être défini comme une pathologie caractérisée par une 

multiplication anarchique, excessive et incontrôlée des cellules de la glande mammaire 

pouvant donner naissance à une tumeur maligne (Institut National du Cancer, 2013). Il s’agit 

d’un cancer qui se développe dans le sein, généralement dans les canaux galactophores et 

dans les lobules mammaires. 

I.2.1 Anatomie du sein 

          La Figure 2 Présente la description anatomique du sein et l’organisation d’un lobe et 

d’un acinus. Le sein est un organe pair et globuleux situé dans la partie antéropostérieure du 

thorax. Il se développe à la puberté et occupe une place particulière dans le profil féminin, car 

il lui confère sa féminité. Il joue de ce fait un rôle important dans la sexualité et la maternité 

de la femme (Marieb et Hoehn, 2010). Dans chaque sein, la glande mammaire est une masse 

de densité variable, discoïde aplatie d’avant en arrière, de contour irrégulier. La fonction 

primaire de la glande mammaire est exocrine, il s’agit de la sécrétion lactée (Watson et 

Kreuzaler, 2011). Le tissu mammaire est constitué d’un embranchement de canaux inclus dans 

le tissu adipeux mammaire et débouchant à l’extérieur de l’organisme au niveau du mamelon 

par des canaux excréteurs. Reposant sur le muscle pectoral, cette glande est constituée de 10 à 

20 unités lobulaires séparées par le pannicule adipeux. Chaque lobe se compose de lobules et 

donne sur l’extérieur par un canal, le canal galactophore. Un lobule est un ensemble d’acini 

regroupés autour d’un canal alvéolaire (canalicule intra-lobulaire). Plusieurs canaux 

alvéolaires se joignent et forment un canal lobulaire (canal extra lobulaire), et plusieurs 

canaux lobulaires se réunissent pour former un canal galactophore. Chaque unité sécrétrice est 

composée de couches de cellules épithéliales polarisées, dites luminales, entourées d’une 

couche discontinue de cellules myoépithéliales, dites basales, reposant sur une lame basale. 

On y trouve également une gaine de fibroblastes, inclue dans le tissu conjonctif sous-jacent 

vascularisé (Fata et al., 2000). Le développement de la glande mammaire se passe en quatre 
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phases distinctes : l’embryogénèse, la puberté, la grossesse et la ménopause (Watson et 

Kreuzaler, 2011). Ce processus est hautement coordonné et est dirigé par des facteurs de 

croissance présents au niveau local et des hormones systémiques (œstrogène et progestérone) 

dont la production est variable au cours de la vie (Lamarca et Rosen, 2008). 

Figure 2: Description anatomique du sein et présentation schématique de l’organisation d’un 

lobe et des acini (http://www.cellbiol.net/ste/alpHERCEPTIN1images.php) consulté le 30 

août 2015. 

          Au stade fœtal, le parenchyme (cellules épithéliales et myoépithéliales) et le 

mésenchyme (fibroblastes et adipocytes) se mettent en place. Le développement de la glande 

mammaire démarre avec la migration de cellules épithéliales dérivant de l’ectoderme ; ce qui 

conduit à la formation d’aires d’épaississements épithéliaux de forme arrondies, appelées 

http://www.cellbiol.net/ste/alpHERCEPTIN1images.php
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placodes, lesquelles envahissent le derme (mésenchyme). Deux tissus mésenchymateux sont 

impliqués durant l’embryogénèse amenant à la formation de ces structures. Le mésenchyme 

fibroblastique mammaire stimule les cellules épithéliales mammaires embryonnaires pour 

former des structures canalaires atypiques branchées avec hyperplasie du canal, alors que le 

mésenchyme adipeux induit leur élongation. En coupe histologique, les canaux, de nombre 

limité, sont allongés avec parfois quelques branchements à terminaisons arrondies (Naccarato 

et al., 2000 ; Kass et al., 2007). Ce système rudimentaire n’évolue plus jusqu’au stade 

prépubère. 

           Les développements ultérieurs de la glande mammaire sont directement corrélés à la 

production d’hormones sexuelles féminines. Hors période de grossesse, depuis la puberté 

jusqu’à la ménopause, ces hormones évoluent selon un cycle de 28 jours chez les êtres 

humains. Pendant la grossesse, leurs taux augmentent considérablement jusqu’à 

l’accouchement. Les interactions épithélio-mésenchymateuses, impliquant des facteurs 

locaux, vont également être impliquées. 

          L’évolution de l’architecture de la glande mammaire est représentée sur la Figure 3. A 

l’adolescence, les hormones sexuelles (œstrogène et progestérone) dont les concentrations ne 

cessent d’augmenter, favorisent le développement du tissu adipeux et de la glande mammaire. 

Les bourgeons terminaux se développent dans le tissu adipeux, formant des canaux et des 

ramifications secondaires (Figure 3). A l’état adulte, à chaque cycle reproductif, cette glande 

subit un remaniement régulé. La gestation et la lactation représentent le niveau de 

développement maximal de la glande mammaire (allongement des canaux et développement 

des lobules avec mise en place des acini) (Naccarato et al., 2000). La structure en « arbre » de 

la glande mammaire augmente sa surface cellulaire pour l’adaptation structurelle et 

fonctionnelle sur demande physiologique pour assurer la lactation. A la ménopause, la glande 

mammaire subit une involution correspondant à une régression des lobules et au maintien des 

conduits (Watson et Kreuzaler, 2011). 
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Figure 3 : Evolution de l’architecture de la glande mammaire (Russo et Russo, 1998). 

I.2.2 Processus de la cancérogenèse mammaire 

          La cancérogenèse est l’ensemble de phénomènes transformant une cellule normale en 

cellule cancéreuse  (Gabriel et Danielle, 2005). A l’origine d’un cancer se trouve une cellule 

seule, possédant un ADN endommagé qui initie des processus chromosomiques aberrants. La 

grande majorité des cellules de l’organisme ont des processus de contrôle et d’élimination de 

ces aberrations. Cependant si l’une des cellules défectueuses survit, il en résultera une 

prolifération cellulaire anormalement importante. La plupart des cancers sont issus de clones 

provenant d’une seule cellule transformée, nommée cellule initiatrice du cancer. Le processus 

de cancérogenèse est long et comporte quatre phases : l’initiation, la promotion, la 

progression et l’invasion. 

I.2.2.1 Initiation  

          C’est le premier stade observé lors du développement d’un cancer. Il correspond à une 

altération rapide et irréversible de l’ADN après une exposition à un agent carcinogène 

(produits chimiques, virus, radiations). L'initiation consiste en une dérégulation au niveau de 

certains gènes aboutissant à une transformation cellulaire. Cette étape cible plusieurs types de 

gènes qui peuvent être entre autre les oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs, les gènes 

de réparation de l’ADN et les gènes de l’apoptose (Crevoisier, 2010). Les proto-oncogènes 

codent pour des protéines de régulation des signaux de transduction, des acteurs de 

croissance, des protéines kinases et stimulent la croissance cellulaire. Les proto-oncogènes 
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mutés (ras, fos) deviennent parfois des oncogènes actifs, la mutation touche un seul allèle et 

peut entraîner un gain de fonction ; il y a alors stimulation de la prolifération et/ou 

dérégulation de la différenciation cellulaire. Certains oncogènes déclenchent une 

surproduction de facteurs de croissance comme le TGF-α qui peut provoquer la prolifération 

des cellules qui les ont produits. D’autres oncogènes perturbent la cascade des signaux 

cytoplasmiques. Par exemple, ras muté code pour des protéines continuellement actives ; les 

oncogènes de la famille myc, eux, perturbent l’activité des facteurs de transcription. Quant 

aux gènes suppresseurs de tumeurs, ils font l’objet d’événements génétiques qui doivent 

affecter les deux allèles du gène et qui entraînent une perte de fonction. Ils codent pour des 

protéines qui régulent négativement la prolifération cellulaire. Par exemple p53 dont le rôle 

est d’arrêter le cycle cellulaire afin d’effectuer les réparations de l’ADN, est une protéine dont 

les mutations sont fréquentes dans les cancers et favorisent la croissance cellulaire tumorale. 

Autre exemple, certaines cellules cancéreuses deviennent insensibles au facteur TGF-β qui 

bloque habituellement la croissance de divers types de cellules normales; ceci par inactivation 

d’un des gènes suppresseurs de tumeurs qui code pour un des récepteurs de ce facteur 

(Weinberg, 1996). 

I.2.2.2 Promotion  

          C’est la phase de “ transformation cellulaire ”. La promotion est la prolifération clonale 

des cellules initiées et consiste en une série d’étapes permettant à une cellule initiée 

d’atteindre le stade de cancer histologiquement décelable. Elle se caractérise par une grande 

instabilité génomique et une augmentation de la perte d’homéostasie. Pendant cette période, 

on observe une exposition prolongée, répétée ou continue de la cellule initiée à certaines 

substances (œstrogène, cytokines et facteurs de croissance (Crevoisier, 2010). Les 

mécanismes de la promotion tumorale sont de nature épigénétique et participent à la 

régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire (Decloitre et Puiseux-Dao, 

1993). La surexpression des oncogènes et/ou la répression des gènes suppresseurs de tumeurs 

(inhibition de apoptose) provoquent une stimulation de la croissance des cellules initiées. La 

perturbation, à chaque étape des systèmes de signalisation cellulaire, (facteurs de croissance, 

hormones, récepteurs, protéines cytoplasmiques) joue un rôle prépondérant dans la phase de 

promotion, de même que l’inhibition de la communication intercellulaire (Yamasaki et al., 

1995). 
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I.2.2.3 Progression  

          La progression est la période au cours de laquelle, les phénomènes amorcés vont 

évoluer vers un état d’irréversibilité ; il y a émergence et croissance d’une tumeur maligne. 

Elle se caractérise par une perte d’identité de la cellule atteinte par le cancer ainsi que par une 

multiplication anormale et localisée de la cellule cancéreuse. Dans cette phase, la cellule 

cancéreuse forme des nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenèse), pour irriguer et alimenter 

la tumeur (Crevoisier, 2010). Pendant cette phase de développement du cancer, la 

multiplication des cellules atteintes par les tumeurs devient incontrôlable. En outre, à cause du 

nombre très important de mitoses, les cellules finissent par acquérir certaines propriétés 

d'autonomie de croissance, une adaptabilité métabolique et une pharmaco-résistance 

(Hanahan et Weinberg, 2011). Durant la progression, les cellules cancéreuses deviennent 

incapables d'effectuer leurs fonctions normales et perdent leur adhésion tissulaire. C’est 

généralement à cette phase que le cancer devient cliniquement détectable (Hanahan et 

Weinberg, 2011). 

          La formation de métastases est un processus en plusieurs étapes par lequel les cellules 

cancéreuses doivent envahir la matrice extracellulaire, pénétrer dans la circulation sanguine 

(intravasation), survivre au transport dans le système circulatoire, et finalement ressortir de la 

circulation sanguine (extravasation) afin de coloniser les organes distants (Nguyen et al., 

2009) (Figure 4). Les nouvelles tumeurs auxquelles on a donné le nom de métastases peuvent 

ainsi se développer de façon autonome et indépendante de celle de la tumeur initiale 

(Hanahan et Weinberg, 2011). 



 
14 

Figure 4: Cascade d’évolution métastatique du cancer du carcinome canalaire in situ (DCIS) 

devenant un carcinome canalaire infiltrant (IDC) (Scully et al., 2012). 

I.2.3 Epidémiologie du cancer du sein  

          Dans le monde entier, le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez les femmes, 

représentant 25,5% des cas de cancer avec 1,7 million des nouveaux cas et 15% des décès par 

cancer (Torre et al., 2015). C’est le premier cancer le plus fréquemment diagnostiqué dans le 

monde (Globocan, 2021). 

          Au Cameroun, le cancer du sein est le premier cancer parmi les cancers diagnostiqués 

chez les femmes. Il représente 34,1% des cancers féminins (Globocan, 2020). Concernant 

l’aspect hormonal, environ 2/3 des cancers du sein nouvellement diagnostiques sont 

œstrogéno-dépendants et les tumeurs mammaires présentant des récepteurs d’œstrogènes 

(ER+) représentent 50 à 80% de toutes les tumeurs mammaires (Clarke et al., 2003). Il semble 

important de signaler qu’au Cameroun particulièrement, le cancer du sein touche 

principalement la population jeune, généralement les travailleurs, constituant une perte 

énorme pour l’économie et le développement du pays (MINSANTE, 2011). 

I.2.4 Classifications histologiques et  moléculaires du cancer de sein  

          Le cancer du sein est une pathologie hétérogène tant au niveau moléculaire, 

histologique, qu’au niveau génétique. Les classifications initiales étaient basées sur la clinique 
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(taille tumorale et atteinte ganglionnaire). Une évaluation histologique et moléculaire détaillée 

vient compléter de façon importante les critères de choix thérapeutiques. 

I.2.4.1 Classification histologique 

          Le type histologique se réfère à la croissance de la tumeur. Les cancers du sein les plus 

fréquents sont des adénocarcinomes (95 %), parmi lesquels on distingue les carcinomes in situ 

(non invasifs) et les carcinomes invasifs (infiltrants). Les carcinomes in situ se répartissent 

entre carcinome canalaire et lobulaire. Le carcinome canalaire in situ est plus commun et plus 

fréquent que le carcinome lobulaire. C'est une forme de cancer très précoce. Il se développe à 

l'intérieur des canaux galactophores. En fonction de l’apparence et de l’architecture des 

cellules tumorales, il se classe en deux sous-types principaux, comédocarcinome (la nécrose), 

et non comédocarcinome. Le carcinome lobulaire in situ (néoplasie lobulaire), est, quant à lui, 

plus rare, et correspond au développement des cellules anormales dans les lobules. Il possède 

une faible variation histologique et il est considéré comme un facteur de risque de 

développement du cancer du sein. Le carcinome invasif se propage des lobules ou de l’unité 

terminale ducto-lobulaire (UTDL), indépendamment de leur type histologique (Malhotra et 

al., 2010). 

I.2.4.2 Classification moléculaire 

          Elle est basée sur l’expression des récepteurs ER, RP et Her2 (« human epidermal 

growth factor receptor 2 »)  (Malhotra et al., 2010). Ainsi on distingue : 

- Le type luminal qui se caractérise par l’expression des récepteurs de deux hormones 

stéroïdiennes RP+/RE+ (RP : le récepteur de la progestérone ; RE : le récepteur des 

œstrogènes) ainsi que de leurs gènes associés (Hammond et al., 2010). Il est associé à un 

pronostic favorable et à une réponse aux traitements anti-hormonaux et constitue 60% des 

carcinomes mammaires (invasifs). 

- Le sous-type basal qui représente 15 à 20% des cancers du sein. L’une de ses 

caractéristiques est l’absence de l’expression des récepteurs RE, RP et Her2, ce qui lui 

confère la nomenclature de tumeur triple-négatif (TN). Il ne répond pas à la thérapie 

endocrinienne (Eroles et al., 2012). 

- Le sous  type Her2 constituant 10 à 15 % des cancers du sein. Il se caractérise par une sur-

expression élevée et une amplification de Her2, une réponse au trastuzumab (Herceptin®) (un 

anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur Her2/Neu) et une absence d’expression de 

PR/ER (Schnitt, 2010). 
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I.2.5 Symptômes  

          Dans la plupart des cas, le cancer du sein se manifeste cliniquement par un nodule plus 

ou moins profond, dur, habituellement non douloureux. Plusieurs caractéristiques sont 

susceptibles d’indiquer la présence du cancer du sein chez un sujet. Ces caractéristiques 

peuvent êtres entre autres ; une fossette ou une ride creusant la surface du sein ; un aspect de 

"peau d'orange" ; une déformation du mamelon le rétractant vers l’intérieur ; un aspect 

eczémateux du mamelon, qui devient rouge, croûteux ou érodé ; un écoulement sanglant ou 

noirâtre du mamelon (Fumoleau et Bastien, 2008).  

I.2.6 Techniques de diagnostic du cancer du sein 

          Les principales techniques du diagnostic du cancer du sein sont une mammographie de 

dépistage, une palpation d’une masse dans le sein, une modification de la peau du sein 

constatée par la patiente ou son médecin ou un écoulement de liquide au niveau de l’un ou des 

deux mamelons (Moore et al., 2008). Le diagnostic de cancer du sein est basé sur les trois 

examens suivants : examen clinique, examen radiologique et examen anatomopathologique. 

I.2.6.1 Examen clinique 

          Il consiste en un examen des seins et des ganglions lymphatiques voisins, par 

observation et palpation et à un prélèvement sanguin pour doser les marqueurs sériques du 

cancer du sein que sont les antigènes tumoraux CA 15-3 et CA 125. 

I.2.6.2 Examen radiologique 

          L’examen radiologique comprend la réalisation d’une mammographie (radiographie) et 

d’une échographie des seins et des ganglions voisins. Un examen par IRM des seins peut être 

requis chez les patientes qui présentent un tissu mammaire dense, chez les femmes porteuses 

d’une mutation du gène BRCA et chez les femmes portant des implants mammaires en 

silicone. L’examen par IRM peut également être envisagé lorsque des cellules tumorales ont 

été trouvées dans un ganglion lymphatique suspect des aisselles, mais sans qu'aucune tumeur 

ne soit détectée dans le sein par mammographie, ou lorsqu’on suspecte la présence de 

plusieurs tumeurs. Des examens complémentaires, tels qu’une radiographie du thorax, une 

échographie abdominale et une scintigraphie osseuse, peuvent être réalisés pour exclure la 

formation des métastases (Guegang et al., 2012). 
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I.2.6.3 Examen anatomopathologique 

          C’est un examen en Laboratoire d'un échantillon de la tumeur (prélevé lors d'une 

biopsie). Cet examen de laboratoire confirmera le diagnostic de cancer du sein et fournira 

davantage d’informations sur les caractéristiques du cancer. La biopsie est effectuée 

manuellement par le médecin au moyen d’une aiguille, souvent à l’aide d’une échographie 

pour guider l’aiguille dans la tumeur. Lorsque l’aiguille est introduite dans la tumeur, un 

échantillon est prélevé. Selon le type d’aiguille utilisée, cette procédure est appelée aspiration 

à l’aiguille fine ou biopsie au trocart. Un second examen anatomopathologique sera effectué 

plus tard sur la tumeur et les ganglions lymphatiques retirés chirurgicalement (Guegang et al., 

2012). 

I.2.7 Facteurs de risque 

          Les facteurs de risque du cancer du sein sont avant tout l’âge, l’existence d’une 

anomalie génétique prédisposant au cancer, les facteurs environnementaux et les facteurs de 

risque hormonaux. 

I.2.7.1 Age 

          L’âge est le facteur de risque le plus important vis-à-vis du cancer du sein. Le cancer du 

sein est une maladie de l’âge mur, qui se manifeste fréquemment vers 45 - 50 ans et même 55 

ans. En effet la femme âgée de 20 ans a une probabilité de 0,006% de développer un cancer 

du sein dans les 10 prochaines années ; alors qu’une femme de 60 ans a un risque de 3,45% 

(American Cancer Society, 2011). Cependant, il est à noter que le cancer du sein est 

également diagnostiqué chez les jeunes femmes. 

I.2.7.2 Susceptibilités génétiques 

          Entre 5 et 10 % des cancers du sein sont associés à une prédisposition génétique 

(Bennett, 1999) dont 2 à 5% des cas attribuées essentiellement au syndrome héréditaire du 

cancer du sein et de l’ovaire (Oesterreich et Fuqua, 1999). C’est une maladie génétique due à 

la mutation du gène BRCA1 localisé sur le chromosome 17 de l’ADN ou du gène BRCA2 

localisé sur le chromosome 13. Ces gènes sont impliqués dans la réparation de l’ADN, la 

stabilité du génome et dans le contrôle de la mort cellulaire programmée (apoptose) (Turnbull 

et Rahman, 2008; Tung et al., 2016). La mutation de BRCA1 entraine une augmentation très 

significative du risque d’avoir un cancer du sein, avec un risque de récidive. Elle augmente 

aussi le risque de développer un cancer de l’ovaire, ainsi que le risque de développer le cancer 

de la prostate chez l’homme. La mutation de BRCA2 quant à elle entraine une augmentation 
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du risque de cancer du sein et de l’ovaire chez la femme; ce risque étant plus bas que celui 

conféré par la mutation du gène BRCA1. Bien que n’étant responsable que d’un faible 

pourcentage de cancers du sein, les sujets ayant cette mutation ont un risque élevé de l’ordre 

de 50 à 60% mais pouvant pour certains groupes ethniques et certaines générations être 

supérieur à 80% de développer le cancer du sein (Turnbull et Rahman, 2008; Tung et al., 

2016). Les cancers dus à ces mutations affectent essentiellement les femmes jeunes. 

I.2.7.3 Hormones et antécédents menstruels  

          Indépendamment de la ménopause, il est établi que les femmes qui ont leurs premières 

règles à des âges jeunes (≤12 ans) ont un risque plus élevé de développer un cancer du sein 

que celles qui ont eu les leurs à des âges plus tardifs et dont le risque est en général abaissé de 

10 à 24% (Bernstein, 2002; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 

2012). En effet, celle-ci (≤12 ans) seraient exposées plus longuement aux hormones et à des 

cycles ovulatoires réguliers ce qui augmenterait leur risque de faire un cancer du sein (Gaudet 

et al., 2018). Un jeune âge à la première grossesse menée à terme prédit un risque réduit de 

développer un cancer du sein au cours de la vie (Nichols et al., 2018). Ceci serait le résultat de 

la maturation finale des cellules mammaires sous la stimulation des concentrations 

hormonales pendant la grossesse (Key et al., 2001; Colditz et al., 2006). Les cellules ayant 

subi cette maturation sont ainsi moins exposées aux risques d’erreurs de réplication de l’ADN 

lors des divisions cellulaires. Néanmoins, pour des raisons inconnues, l’effet protecteur 

suivant la première grossesse menée à terme ne serait pas immédiat et prendrait une quinzaine 

ou vingtaine d’années environ avant d’être effectif (Bruzzi et al., 1988). Certains types de 

traitement hormonaux substitutifs (THS) utilisés pour atténuer les symptômes de la 

ménopause, tels que les bouffées de chaleur et les risques d’ostéoporose, accroîtraient le 

risque de cancer du sein (Agence de la santé publique du canada, 2009). En outre, les 

œstrogènes favorisent la prolifération des cellules tumorales soit par liaison aux récepteurs 

d’œstrogènes (RE), soit par ses métabolites génotoxiques (semi-quinones et les quinones) qui 

sont capables de causer des mutations de l’ADN; soit encore par régulation des oncogènes 

cycline D1 et c-myc (Mawson et al., 2005; Yager et Davidson, 2006). 

I.2.7.4 Sexe  

          La femme est la plus exposée au cancer du sein avec un pourcentage de 99% contre 1% 

chez l’homme. En effet, la plupart (2/3) des cancers du sein diagnostiqués étant 

œstrogénodépendant et la densité du tissu mammaire étant importante chez la femme, cette 

dernière se trouve donc plus exposée au cancer du sein (American Cancer Society, 2016) 
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I.2.7.5 Facteurs environnementaux 

          La consommation d’alcool, une alimentation trop riche en sucres et en graisses, ou 

encore le manque d’exercice physique augmenteraient les risques de cancer du sein (Iyengar 

et al., 2018 ; McTiernan et al., 2019). D’autres facteurs environnementaux sont reconnus 

comme étant impliqués dans l’apparition du cancer du sein, notamment l’exposition à de 

fortes irradiations ionisantes et aux polluants environnementaux tels que les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques à l’instar du 7,12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) (Baillet et 

al., 2015). 

          Les femmes ayant un cancer du sein, et consommant au moins une boisson alcoolique 

par jour, ont une survie globale diminuée de 15 à 40%, comparativement à celles qui ne 

boivent pas d’alcool (Agence de la santé publique du canada, 2009). L’alcool provoque une 

augmentation du niveau des hormones dans le sérum et une production accrue de facteurs de 

croissance IGF (insulin-like growth factor). Les IGF agissent comme des mitogènes, ils 

inhibent l’apoptose et interagissent avec les œstrogènes. Une production accrue d’IGF 

augmente le risque de cancer du sein, surtout avant la ménopause (Agence de la santé 

publique du canada, 2009). 

I.2.7.6 Antécédents personnels 

          La présence de cellules tumorales circulantes chez les patientes non malades, ou le 

développement préalable d’une tumeur bénigne du sein augmente le risque de développer 

ultérieurement un cancer du sein (Meng et al., 2004). 

          Le cancer du sein est une maladie hormono-dépendante puisque les hormones 

dépendantes conditionnent le développement de la glande mammaire notamment les 

œstrogènes. 

I.2.8 Œstrogènes et cancer du sein 

I.2.8.1 Œstrogènes: définition et sources endogènes des œstrogènes 

         La figure 5 illustre les différentes structures chimiques des œstrogènes. Les œstrogènes, 

hormones stéroïdiennes à 18 atomes de carbone, sont principalement synthétisées dans les 

ovaires et dans une moindre mesure dans les tissus périphériques où l’activité aromatase 

aboutit à la conversion des androgènes en œstrogènes (Matsumine et al., 1991 ; Miller, 1991). 

On distingue quatre principaux types (Figure 5): la 17β-œstradiol (E2) qui est la forme la plus 

active, l’œstrone (E1), l’œstriol (E3) et l’œstérol (E4) (Parl, 2000 ; Handgraaf, 2013). 
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Figure 5: Structures chimiques des œstrogènes (Parl, 2000 ; Handgraaf, 2013).         

I.2.8.2 Synthèse, transport et métabolisme des œstrogènes 

          Les œstrogènes naturels sont des stéroïdes dérivés du cholestérol. Après internalisation 

par les cellules endocrines de l’ovaire, grâce aux récepteurs de LDL (« Low Density 

Lipoproteins »), le cholestérol est transféré du cytosol vers la membrane interne des 

mitochondries où il va être transformé en prégnénolone sous l’action des enzymes telles que: 

20-hydroxylase, 22-hydroxylase et 20,22- desmolase. Ce transfert est facilité par la protéine 

de transport intracellulaire des stérols appelée START protein. Le prégnénolone est ensuite 

transformé en androgènes et en progestérone par deux voies alternatives connues sous les 

termes de voies ∆4 et ∆5 respectivement (Idelman, 1990). L’aromatisation est la dernière 

étape de la formation des œstrogènes catalysée par la P450 aromatase mono-oxygénase 

(Gruber et al., 2002). 

          Dans le sérum, les œstrogènes synthétisés (98% œstradiol) sont liés avec une haute 

affinité à la « Sex hormone Binding Globulin ». Deux à trois pourcents d’œstradiol restent 

libre et constituent la fraction active (Gruber et al., 2002). Ils sont également liés à l’albumine 

mais avec une faible affinité. Moins de 10% d’œstradiol sérique sont associés aux HDL et 

également aux LDL par un mécanisme encore inconnu (Shwaery et al., 1997).  

I.2.8.3 Récepteurs des œstrogènes 

           Les œstrogènes, une fois synthétisés, sont libérés dans la circulation sanguine pour  

atteindre leurs tissus cibles exprimant les récepteurs des œstrogènes. Ces récepteurs 

d’œstrogènes (REs) appartiennent principalement à la super famille des récepteurs nucléaires 

et sont regroupés en deux principaux types : le type α (REα) et le type β (REβ) (Figure 6) 

(Toutain, 2009). Après la fixation des œstrogènes, ils ont pour fonction d’activer la 

transcription des gènes. Un troisième type de récepteur a également été identifié. Il s’agit d’un 

récepteur membranaire, appelé GPR30 (Filardo et al., 2002). Ce dernier appartiendrait à la 

famille des récepteurs couplés aux protéines G et agirait au niveau de la membrane plasmique 
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(Funakoshi et al., 2006). Le récepteur GPR30 a été identifié pour la première fois dans les 

cellules cancéreuses du sein (Brailoiu et al., 2007). 

 

Figure 6 : Structures, régions fonctionnelles et pourcentages d’homologies de séquences des 

REα et REβ (Metivier et al., 2001). 

I.2.8.4 Répartition tissulaire des récepteurs aux œstrogènes 

         La figure 7 représente de façon simplifiée la répartition des récepteurs  REα et REβ dans 

le corps. Les REs (α et β) sont exprimés différemment selon les tissus, aussi bien chez la 

souris que chez l’Homme (Enmark et al., 1997). La connaissance du niveau d’expression du 

RE, de sa distribution tissulaire ainsi que de la forme prépondérante dans un tissu permet de 

mieux comprendre les effets des REs dans les tissus cibles (Mueller et Korach, 2001). 

L’expression du gène codant le REα est forte dans l’épididyme, les testicules, l’hypophyse, 

l’ovaire, l’utérus et le rein et plus faible dans la prostate, le foie, le thymus et le cœur. En 

revanche, celle du gène codant le REβ est forte dans la prostate et l’ovaire et plus modérée 

dans l’utérus et le poumon (Jordan, 2007). Les deux REα et REβ ont été détectés au niveau du 

tissu mammaire (Thibault et Levasseur, 2001). Cette distribution tissulaire hétérogène a été 

reliée à une sélectivité d’action de l’E2. 
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Figure 7: Représentation simplifiée de la répartition des récepteurs  ERα et ERβ dans le corps 

(d’après Pearce et Jordan, 2004). 

I.2.8.5 Mécanismes d’action des œstrogènes 

          L’activité œstrogénique passe par la transactivation des récepteurs aux œstrogènes 

(REs) et se fait suivant deux mécanismes d’action : mécanisme génomique et mécanisme non-

génomique (Figure 8).  

I.2.8.5.1 Mécanisme d’action génomique 

          La figure 8 résume les différentes voies de signalisation des œstrogènes. Ils permettent 

de réguler la transcription des gènes cibles par le biais de la fixation du récepteur 

intracellulaire à son élément de réponse aux œstrogènes (ERE) situé au sein du promoteur du 
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gène cible ou par des interactions protéines-protéines. Il existe 3 voies de signalisation 

génomique: classique, ERE-indépendante et ligand-indépendante. 

 Figure 8: Différentes voies de signalisation des œstrogènes (Cui  et al., 2013). La voie 1 est 

la voie de signalisation génomique classique ligand- et ERE-dépendants. Les voies 2 et 3 font 

intervenir un mécanisme ERE-indépendant.   

 Voie classique 

          En absence de ligand, le récepteur des œstrogènes (RE) est séquestré au niveau 

cytoplasmique au sein d’un complexe inhibiteur organisé autour d’un hétéro-complexe avec 

les Hsp 70 et 90 (« heat shock protein »). La fixation d’un ligand agoniste va provoquer la 

dissociation de l’hétéro-complexe, diverses modifications post-traductionnelles, et induire un 

changement conformationnel du RE. Tout ceci va activer la dimérisation du récepteur 

(homodimérisation α/α ou β/β, ou hétérodimérisation α/β). Ce dimère va interagir 

spécifiquement avec des séquences d’ADN appelées ERE présentes dans la région promotrice 

du gène (Hall et al., 2001). Les fonctions transactivatrices AF-1 et AF-2 vont recruter des 

coactivateurs transcriptionels comme le SRC-1 (« Steroid Receptor Coactivator 1 »), et les 

histones acétylases CBP/p300. L’activité acétyltransférase de ces protéines permet le 

remodelage de la chromatine et l’initiation de la transcription par l’ARN polymérase II 

(Nelson et Bulun, 2001 ; Metivier et al., 2001). Les corégulateurs transcriptionnels sont 

définis comme des protéines qui peuvent interagir avec les récepteurs nucléaires liés à l’ADN 
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en augmentant leur fonction de transactivation (cas des coactivateurs) ou en la diminuant (cas 

des corépresseurs). 

 Voie ERE-indépendante 

          Le récepteur des œstrogènes est capable d’induire la transcription de gènes dépourvus 

de séquence ERE, par liaison de l’ADN, via des interactions protéiques AP-1/SP1ou c-jun /c-

fos (Safe et Kim, 2008). La voie impliquant la protéine Sp1 (« Specificity protein 1 ») est le 

mécanisme le plus fréquemment retrouvé (Ascenzi et al., 2006).  

 Voie ligand-indépendante 

          Les récepteurs d’œstrogènes, sans liaison à un ligand, peuvent être activés par 

phosphorylations via les protéines kinases A ou C, par des signaux extracellulaires comme 

des facteurs de croissance, par des neurotransmetteurs ou des cytokines (Le Goff et al., 1994). 

L’EGF mime ainsi les effets de l’œstradiol dans l’utérus de souris de même, l’insuline, l’IGF-

1, la dopamine ou encore le TGF-α (« Transforming Growth Factor α ») sont capables 

d’activer les RE en absence d’œstradiol, en induisant leur phosphorylation par le biais des 

MAPKs (« Mitogen Activated Protein Kinase ») (Heldring et al., 2003). 

I.2.8.5.2 Mécanisme d’action non génomique 

          Une action non génomique se définit comme toute action qui ne va pas initier ou 

directement influencer, l’expression d’un gène. Elle induit des effets rapides comme 

l’activation d’une voie de signalisation en cascade, incompatible avec l’activation des gènes. 

Les effets non génomiques des œstrogènes ont été décrits dans plusieurs tissus de mammifères 

et types cellulaires tels que l’os, les neurones, le tissu mammaire, l’ovaire et les cellules 

cardiovasculaires (Belcher et Zsarnovsszky, 2001). Dans ces tissus et cellules, il a été 

démontré que les œstrogènes activent les voies intracellulaires distinctes telles que la PKA et 

la MAPK (Honda et al., 2000). D’autres effets rapides induits par l’œstradiol sont : la 

stimulation de la eNOS (Chen et al., 1999) et l’augmentation du flux intracellulaire de 

calcium (Kelly et Levin, 2001). 

I.2.8.6 Rôle des œstrogènes dans le développement du cancer du sein 

          Les mécanismes par lesquels les œstrogènes pourraient être à l’origine du 

développement du cancer du sein ont été décrits (Coumoul et Barouki, 2002 ; Santen, 2003 ; 

Miller, 2004) (Figure 9). Il a été démontré que l’œstradiol peut promouvoir la prolifération 

des cellules cancéreuses. En effet, l’œstradiol peut se lier aux récepteurs d’œstrogènes et 

stimuler ainsi la transcription des gènes impliqués dans la division cellulaire. Lors de ces 
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divisions, les cellules sont plus sensibles aux erreurs de réplications et à l’effet d’agents 

cancérogènes extérieurs. Les œstrogènes constituent donc des promoteurs de cancérogénèse. 

Certaines études décrivent une action initiatrice de la cancérogenèse qui passe cette fois par la 

conversion de l’œstradiol en métabolites génotoxiques. Différentes voies métaboliques 

peuvent conduire à la synthèse des composés génotoxiques. La principale conduit à la 

synthèse des dérivés  hydroxylés de l’œstradiol, les cathécols (2- hydroxy-estradiol et 4- 

hydroxy-estradiol principalement) qui peuvent aboutir à des semi-quinones et enfin à des 

quinones. Ces dernières, fortement réactives, sont capables d’une part de former des adduits 

d’ADN (liaison par covalence à la guanine ou à l’adénine), et d’autre part, de provoquer 

l’oxydation des lipides cellulaires, via la formation des dérivés réactifs de l’oxygène comme 

l’ion superoxyde O2
- (Santen, 2003). Le métabolisme oxydatif des œstrogènes dépend de 

l’expression et de l’activité de nombreuses enzymes dont des CYP (Coumoul et Barouki, 

2002). Les CYP qui métabolisent les œstrogènes sont non seulement exprimés dans la glande 

mammaire, mais aussi dans l’utérus, le cerveau et autres tissus cibles des œstrogènes y 

compris les tissus adipeux. Ces deux mécanismes peuvent agir de concert pour stimuler la 

prolifération cellulaire, favoriser l’accumulation de mutations et augmenter ainsi la 

tumorigenèse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Rôle des œstrogènes dans la cancérogenèse mammaire (Santen, 2003). 
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          Les complexes cyclines-CDK, qui contrôlent la progression du cycle cellulaire sont 

aussi des cibles de régulation de l’E2. En particulier, en présence d’anti-œstrogènes, une 

diminution de l’ARNm de la protéine cycline D1 est observée, protéine activant CDK4 et 

CDK6, ce qui entraîne une diminution de la phosphorylation de pRB (protéine du 

rétinoblastome) et donc une inhibition de la progression du cycle cellulaire (Doisneau-Sixou 

et al., 2003 ; Butt et al., 2005). Le rôle majeur de l’E2 sur la progression du cycle cellulaire 

est donc son effet sur la cycline D1 et sur c-myc (Mawson et al., 2005), qui entraîne 

l’activation du complexe cycline E/CDK2 (Figure 10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Implication de l’œstradiol dans la progression du cycle cellulaire dans les cellules 

du sein (Mawson et al., 2005). 

I.2.9 Implication du stress dans le développement du cancer du sein 

          La figure 11 montre le déséquilibre de l’homéostasie rédox des cellules cancéreuses. Le 

stress oxydant résulte de la rupture de l’homéostasie rédox. À l’état physiologique, la balance 

antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre. Toutefois un apport exogène des 

EAO (espèces actives de l’oxygène) ou radicaux libres (RL) ou dérivés réactifs de l’oxygène, 
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une surproduction endogène des EAO ou une défaillance des systèmes antioxydants, 

conduisent au déséquilibre de la balance rédox en faveur des pro-oxydants. Les cellules sont 

toutes capables de faire face à ce déséquilibre de manière ponctuelle en activant une réponse 

génique antioxydante. En ce qui concerne les cellules cancéreuses, le déséquilibre durable de 

la balance rédox est lié à la production permanente des EAO. Les mécanismes de 

compensation mis en place par la cellule tumorale ne parviennent pas à rétablir un taux 

normal des EAO mais évitent un déséquilibre létal pour la cellule. Une telle modification du 

potentiel rédox favorise la prolifération et la survie cellulaire (Goudable et Favier, 1997 ; 

Mikkelsen et Wardman, 2003; Migdal, 2011). Les EAO endossent le rôle d’initiateur tumoral 

(mutations du génome) et de promoteur tumoral (mutations additionnelles, mécanismes 

épigénétiques). De nombreuses preuves s’accordent sur l’implication d’une augmentation 

chronique des EAO dans la transformation cellulaire vers un phénotype tumoral et leur 

participation à la progression cancéreuse par amplification de l’instabilité génomique 

(Wallace, 2005). 

Figure 11: Déséquilibre de l’homéostasie rédox des cellules cancéreuses (Migdal, 2011). 

I.2.10 Modèles de cancérogenèse mammaire 

I.2.10.1 Modèle de xénogreffe 

          Les tumeurs de xénogreffe sont produites en injectant des lignées cellulaires humaines 

(0,5 à 5 × 106 cellules) dans la peau (sous-cutanée) ou dans le tissu adipeux mammaire d'une 
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souris immunodéprimée. Isaacson et Cattanach, 1962 ont été les premiers à signaler que 

certaines lignées cellulaires de cancer du sein humain forment des tumeurs chez des souris 

immunodéficientes. Cependant, les procédures étaient compliquées et peu utilisées jusqu'à 

l'introduction de la souris nude mutante. Récemment, les souris nudes (Foxn1) et les souris à 

immunodéficience combinée sévère (SCID) sont les modèles de recherche les plus 

couramment utilisés dans les expériences de xénogreffe. Ces types de modèles animaux ont 

des mutations monogéniques naturelles qui affectent leur système immunitaire. Les nudes ont 

une mutation récessive autosomique du chromosome 11 qui provoque un échec de la 

croissance des cheveux et d'autres défauts, y compris la dysgénèse épithéliale thymique, ce 

qui les rend déficients en lymphocytes T (Kindred, 1971). La souris SCID a une mutation 

spontanée inactivant l'ADN protéine kinase entraînant le manque de cellules T fonctionnelles 

et de cellules B (Bosma et Carroll, 1991 ; Nakajima et Bosma, 2002). Les modèles de 

xénogreffes sont utilisés pour étudier les différentes étapes de la formation et de la 

progression tumorale (signature génétique, interaction avec le microenvironnement tumoral et 

métastases) (Vargo-Gogola et Rosen, 2007). Les échantillons de maladies préinvasives 

(carcinome canalaire in situ) ont montré un meilleur succès dans les modèles de xénogreffes 

(Gandhi et al., 2000 ;  Chan et al., 2002). 

I.2.10.2 Modèle de cancer du sein induit par les radiations 

          Le tissu mammaire est l'un des tissus les plus sensibles aux faisceaux de rayonnements 

ionisants. Le surdosage de rayonnement et les heures supplémentaires induisent le 

développement de tumeurs (Ito et al., 1991). Les femmes de moins de 20 ans exposées aux 

rayonnements ionisants sont plus à risque de développer le cancer du sein radio-associé que 

celles exposées à un âge avancé. Les femmes de plus de 50 ans lors de l'exposition n'ont pas 

de risque accru mesurable de cancer du sein. Des dommages à l'ADN surviennent après ce 

rayonnement, et l’ADN endommagé à son tour peut développer des cellules tumorales 

(Ronckers et al., 2004). Dunlap et al. (2010) ont découvert qu'une dose de rayonnement > 1,0 

Gy au sein controlatéral (CB) présentait un risque élevé et à long terme de développer un 

deuxième cancer CB primaire. Cette technique implique généralement l'utilisation de souris 

Balb/c pour l'induction de tumeurs. Une étude a montré que la radiothérapie à 35 Gy/min 

pouvait augmenter la probabilité de développement d'une tumeur après 12-14 mois (Imaoka et 

al., 2009). L'induction de tumeurs dans cette technique dépend du poids et de l'âge de l'animal 

à l'étude. Une étude a inclus la comparaison du type d'animal et du type de rayonnement 

(photon, plutonium, neutron et ions lourds) en termes de développement tumoral, concluant 
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que l'œstrogène avec des faisceaux ionisants produit un effet synergique (Zhang et al., 2005). 

Calaf et Hei (Calaf et Hei, 2000) ont montré qu'une dose de 30 cGy de particules α a le 

potentiel de développer des tumeurs qui pourraient se développer chez la souris sans glande 

thymique. Wazer et al (Wazer et al., 1994) ont étudié la croissance cellulaire, la 

transformation, le caractère invasif et la tumorigénicité de la lignée cellulaire MCF-10F par 

rayonnement de particules α. Ils ont également évalué l'expression des gènes BRCA1 et 

BRCA2 en tant que marqueurs de tumeurs mammaires, en utilisant une dose de 60 cGy de 

particule α pour induire des tumeurs dans cette lignée cellulaire. De plus, des rayons gamma 

ont été appliqués pour surveiller la transformation dans les lignées de cellules épithéliales de 

tumeurs mammaires, dans lesquelles l'expression du gène P53 a également été évaluée 

(Rangarajan et al., 2004). Après exposition aux rayonnements, les rats ont été traités avec des 

hormones promotrices de tumeurs (diéthylstilbestrol ou œstrogène) pour raccourcir la latence 

et augmenter la quantité de tumeurs disponibles pour l'étude (Ronckers et al., 2004). 

I.2.10.3 Modèle chimio-induit 

          Plusieurs produits chimiques ont induit des tumeurs mammaires [en particulier le 

DMBA (7,12-diméthylbenz (a) anthracène), le MNU (N-méthyl – N-nitrosourée) et la PHIP 

(2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo (4,5-b) pyridine)] dans différentes souches à différentes 

doses selon la voie d'administration (Russo et Russo, 1996 ;  Nakatsugi et al., 2000 ). Le 

DMBA et le MNU  induisent des cancers mammaires chez des rats femelles Sprague-Dawley. 

D'autres espèces de rats comme les rats Fisher ou Wistar Furth ont été étudiés comme 

modèles animaux possibles pour induire des cancers mammaires (Ip, 1996). Les deux 

cancérogènes induisent un adénocarcinome mammaire avec une seule dose. L'induction 

tumorale est spécifique à la glande mammaire. La dépendance à la dose est bien établie et les 

tumeurs se développent sans aucune toxicité systémique. Les deux modèles sont extrêmement 

reproductibles. La multiplicité peut également être ajustée avec une dose de cancérogène. Il 

existe cependant des différences fondamentales: par exemple, le DMBA appartient à la 

famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques et nécessite une activation métabolique 

qui dépend de systèmes mono-oxygénases liés au cytochrome P450. Les principaux 

métabolites produits par ce carcinogène sont capables de former des dérivés d’époxyde. Le 

modèle est plus adapté à l'étude de l'initiation et de la promotion ou à l'évaluation des effets 

d'agents susceptibles d'affecter les paramètres du métabolisme et de l'activation cancérigènes. 

La MNU est un cancérogène à action directe et n'est pas bien adapté à l'étude de l'activité 

spécifique à un stade d'une chimioprévention. Les tumeurs mammaires induites par la MNU 
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sont en grande partie des adénocarcinomes, tandis que les tumeurs induites par le DMBA se 

composent de 60% d'adénocarcinomes et de 40% de fibroadénomes bénins (McCormick et 

al., 1981). Ainsi, les tumeurs induites par le DMBA nécessitent une histopathologie pour 

confirmer l'incidence du carcinome. Enfin, contrairement au DMBA, les tumeurs induites par 

la MNU sont localement invasives et se métastasent vers des sites distants. Les modèles de 

souris et de rats ont montré une dépendance hormonale des tumeurs mammaires induites 

chimiquement.  

I.2.10.4 Modèle génétiquement modifiés et transgéniques 

          Les animaux génétiquement manipulés sont générés par des technologies transgéniques 

de ciblage génique (knockout) et combinées (Kim et al., 2004; Sadanandam et al., 2011). Ils 

ont aidé à comprendre la fonction et la régulation des gènes au niveau moléculaire dans 

l'ensemble de l'organisme. Ils ont également amélioré l'exploration de la pathogenèse des 

tumeurs du sein via l'induction de mutations uniques et multiples dans les régulateurs codant 

pour les gènes des facteurs de croissance, la transduction du signal, le cycle cellulaire, la 

différenciation, les métalloprotéinases matricielles et les voies apoptotiques. De plus, ce sont 

des candidats utiles pour les évaluations thérapeutiques. Bien que les souris génétiquement 

modifiées (GEM) présentent des différences fondamentales au niveau de l'organisme et de la 

cellule, elle est conçue pour reproduire des aspects très spécifiques de la formation et de la 

progression tumorale basée sur la connaissance de la génétique tumorale humaine. Cependant, 

la pertinence du milieu génétique (type, ampleur et origine) doit être prise en compte. 

Plusieurs promoteurs ont été utilisés pour stimuler l'expression des oncogènes dans 

l'épithélium mammaire afin d'initier (modèle de souris transgéniques doubles) ou de moduler 

la cancérogenèse mammaire ou de développer des métastases (indépendamment ou en 

fonction de la supplémentation hormonale ou de la grossesse) dans les ganglions pulmonaires 

et lymphatiques chez la souris (Kavanaugh et Green, 2003 ; Kim et al., 2004; Sadanandam et 

al., 2011). Il a été démontré que la GEM est affectée par le promoteur utilisé et les souches de 

fond, qui affectent à leur tour la morphologie et la latence tumorales (Kavanaugh et Green, 

2003). Tous les tissus et cellules sont porteurs du même défaut dans la plupart des modèles de 

désactivation des gènes transgéniques et suppresseurs de tumeurs, ce qui ne reproduit pas la 

situation réelle mais le cancer familial humain. Des promoteurs spécifiques au type cellulaire 

ont été introduits pour surmonter ce problème. Outre le fait que ces approches à elles seules 

sont limitées par leur dépendance hormonale, plusieurs autres modèles (perte du RE, 
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amplifications HER-2 et mutations BRCA1) ont été développés et qui imitent ceux du cancer 

du sein humain (Kavanaugh et Green, 2003 ; Kim et al., 2004; King et Robins, 2006). 

I.2.11 Prévention et traitements du cancer du sein 

I.2.11.1 Prévention   

          Les mesures de prévention du cancer du sein recommandées par l’OMS sont : 

l’élaboration d’une feuille de route claire visant à renforcer la prévention ; un dépistage 

précoce ; une thérapie et des soins palliatifs appropriés et dispensés en temps utile ; 

l’enregistrement et la surveillance du cancer du sein ; l’adoption des modes de vie sains 

(OMS, 2012). 

I.2.11.2 Traitements   

          Plusieurs traitements sont proposés pour lutter contre le cancer du sein selon les 

caractéristiques de la lésion. On peut citer : la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, 

l’hormonothérapie, les traitements ciblés et l’immunothérapie (Mongis, 2017). Ils sont utilisés 

soit en monothérapie, soit  en combinaison pour éliminer les cellules cancéreuses plus 

efficacement. 

I.2.11.2.1 Chirurgie  

          C’est une technique qui consiste à enlever non seulement la tumeur ou l’organe atteint, 

mais aussi une marge de tissus sains autour de la tumeur et les ganglions voisins. Elle est plus 

utilisée dans le cas des tumeurs solides, elle permet d’enlever le foyer principal, mais il 

persiste souvent une possibilité de maladie résiduelle, c’est pourquoi on l’associe souvent à la 

chimiothérapie et/ou radiothérapie qui quelquefois sont même réalisées avant l’acte 

chirurgical (Institut national du cancer, 2013).  

I.2.11.2.2 Radiothérapie  

          La radiothérapie est un traitement également pratiqué pour éliminer les cellules 

tumorales par l’application de radiations ionisantes tout en préservant autant que possible les 

tissus sains et organes environnants. Les rayonnements provoquent des lésions au niveau de 

l’ADN surtout dans les cellules en division et encore plus dans les cellules tumorales qui ont 

une capacité réduite à réparer leur ADN. Ces nouvelles mutations empêchent les cellules de se 

multiplier et entraînent leur mort par apoptose ou nécrose. Les cellules tumorales sont ainsi 

éliminées par les phagocytes et les macrophages environnants. Il existe deux types de 

radiothérapie : la téléradiothérapie et la curiethérapie. Chaque radiothérapie est  personnalisée,  
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elle dépend du patient et de la localisation de la tumeur (tumeur profonde ou superficielle). La 

téléradiothérapie est le mode de traitement le plus fréquemment utilisé ; il permet d’irradier la 

tumeur à distance soit avec des rayonnements électromagnétiques indirectement ionisants 

(rayons X, rayons gamma), soit avec des rayonnements particulaires (électrons, neutrons, 

protons, particules alpha, ions carbone). La curieradiothérapie se fait quant à elle par voie 

interne, elle nécessite d’implanter directement soit dans la tumeur, soit en contact avec celle-

ci, des sources d’isotopes radioactifs (192iridium, 137césium) scellées sous forme de grains 

(Mongis, 2017). 

I.2.11.2.3 Chimiothérapie  

          La chimiothérapie est une technique de traitement qui consiste à utiliser des substances 

toxiques pour les cellules cancéreuses permettant de les détruire ou d’inhiber leur croissance.  

La chimiothérapie est administrée par voie intraveineuse, orale ou directement sur le tissu 

touché. Les effets secondaires de ce traitement sont: perte d’appétit, nausées et vomissements, 

constipation ; fatigue ; troubles cardiaques ; baisse des globules blancs, des globules rouges et 

des plaquettes sanguines ; lésions de la bouche et réactions allergiques. Les molécules 

utilisées peuvent être classées en différentes familles en fonction de leur mode d’action : 

antimitotiques, agents alkylants, anti-métabolites ou encore inhibiteurs de topoisomérase 

(enzymes assurant la spiralisation/déspiralisation de l’ADN). Toutefois, les tumeurs ne sont 

pas toujours complètement sensibles aux chimiothérapies. Ainsi, suivant les cas, la 

chimiothérapie aura une place plus ou moins importante avec les autres types de traitement 

(chirurgie, radiothérapie, hormonothérapie, immunothérapie) (Klug et al., 2010 ).  

I.2.11.2.4 Hormonothérapie  

          L’efficacité de l’hormonothérapie n’est avérée que sur des cellules tumorales exprimant 

en forte quantité les RE et les RP (Bush, 2007). Dans le cas des cellules tumorales exprimant 

les RP, des progestatifs de synthèse sont utilisés pour les stades avancés de cancer du sein. 

Les molécules les plus utilisées sont le mégestrol ou la médroxyprogestérone. En moyenne, 

30 à 50% des cancers répondent à ce type de traitement. Les ovaires étant la majeure source 

d’œstrogènes chez la femme pré-ménopausée, une drogue agoniste de la GnRH peut être 

utilisée afin de bloquer la production d’œstrogènes par les ovaires (castration 

pharmacologique réversible). Les molécules utilisées sont la goséréline ou la leuprolide. Une 

autre alternative pour un traitement hormonal est l’utilisation d’inhibiteurs d’aromatases, 

visant à diminuer la production œstrogénique, puisqu’elles sont responsables de la synthèse 

des œstrogènes à partir des androgènes. Plusieurs générations d’anti-aromatases se sont 
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succédées, mais les inactivateurs de troisième génération se sont progressivement imposés 

comme hormonothérapie de référence. Il existe deux types d’agents de troisième génération : 

les inactivateurs stéroïdiens, qui bloquent irréversiblement le site de fixation de 

l’androsténedione à l’aromatase et les inhibiteurs non stéroïdiens, qui se fixent réversiblement 

à l’hème du cytochrome P450, coenzyme du complexe à activité aromatase. Ces inhibiteurs 

d’aromatases ne sont recommandés que chez les femmes ménopausées, leurs effets chez les 

femmes pré-ménopausées n’étant pas encore connus (Bush, 2007). Enfin, une autre stratégie 

vise à bloquer les effets des œstrogènes sur les cellules cancéreuses, sans pour autant diminuer 

les concentrations circulantes d’œstrogènes. Pour cela, les molécules utilisées sont les 

Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux Œstrogènes (MSRO). La molécule de référence 

pour le traitement des cancers du sein est à l’heure actuelle le tamoxifène, qui bloque l’action 

des œstrogènes en se liant aux RE (Katzenellenbogen et Katzenellenbogen, 2000). 

I.2.11.2.5 Thérapies ciblées 

          Les progrès réalisés dans le traitement du cancer ont orienté la recherche actuelle vers 

les thérapeutiques ciblées. Ce sont des médicaments ou autres substances telles que des 

anticorps monoclonaux permettant d’identifier et d’attaquer des cellules cancéreuses 

spécifiques (Bouche et al., 2013). Ces méthodes thérapeutiques sont capables de redonner aux 

cellules cancéreuses des caractères normaux (traitement redifférenciant) et des traitements 

visant à bloquer les facteurs de croissance tumorale et favoriser la formation de vaisseaux 

nouveaux dans le tissu tumoral. Dans ce domaine, des succès réels ont été obtenus récemment 

dans certains types de leucémie (Reece et al., 2012). Le trastuzumab par exemple est un 

médicament efficace chez les patientes atteintes de tumeurs HER2 positives, indépendamment 

de la taille de la tumeur et de son statut hormonal. Toutefois, le trastuzumab ne peut pas être 

donné à des patientes ayant des problèmes cardiaques, vu son effet toxique pour le cœur 

(Bouche et al., 2013 ; Duperray et al., 2016). 

I.2.11.2.6 Immunothérapie 

          L’immunothérapie est une thérapie relativement nouvelle, elle vise à éliminer les 

cellules tumorales en stimulant le propre système immunitaire du patient cancéreux. En effet, 

les cellules tumorales sont des cellules du soi et de ce fait peu antigéniques ou pas reconnues 

par le système immunitaire d’où la nécessité de renforcer ce dernier pour qu’il détecte plus 

efficacement les cellules tumorales à détruire. Il existe différentes types d’immunothérapies : 

l’immunothérapie passive et l’immunothérapie active. L’immunothérapie passive repose sur 

l’utilisation d’agents immunologiques qui vont cibler directement les cellules tumorales. Elle 
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est basée soit sur l’administration d’anticorps monoclonaux dirigés contre les antigènes 

tumoraux, soit sur le transfert de lymphocytes T dirigés directement contre les cellules 

tumorales. L’immunothérapie active consiste à solliciter directement le système immunitaire 

du patient. L’immunothérapie active peut être spécifique (vaccins  anti -cancéreux) ou  non 

spécifique (injection de cytokines ou de produits extraits de micro-organismes pathogènes). 

Parmi les modulateurs du système immunitaire, les cytokines et certains facteurs de 

croissance peuvent favoriser ou inhiber la croissance tumorale. Les cytokines peuvent ainsi 

être utilisées pour le traitement de certains cancers. En effet, l’IFN -γ peut diminuer la 

prolifération des cellules tumorales, activer les réponses lymphocytaires T et les cellules 

dendritiques. L’IFN-γ peut également être utilisé comme un adjuvant dans des vaccinations 

antitumorales (Mongis, 2017). 

I.2.11.2.7 Chimioprévention du cancer du sein 

           La chimioprévention consiste à utiliser les substances d’origine naturelle et/ou 

synthétique pour tenter de supprimer ou d’inverser le processus de la cancérogenèse (Shu et 

al., 2010). Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la consommation régulière de 

fruits, de végétaux et de betteraves réduit le risque de développement du cancer du sein et par 

conséquent augmente la survie des patients avec ce cancer (Song et Bae, 2013 ; Gaascht, 

2013). Un nombre importants d’études in vitro ont montré que les extraits bruts de quelques 

plantes médicinales exercent un effet cytotoxique sur différentes lignées de cellules 

cancéreuses (Jo et al., 2008; Ray et al., 2010; Rakhi et al., 2011). Plusieurs métabolites 

secondaires sont présents dans des plantes parmi lesquels les polyphénols. Les composés 

polyphénoliques renferment un ou plusieurs noyaux aromatiques et groupements hydroxyles. 

Ils sont présents sous forme de phénols simples, flavonoïdes et tanins. Ils possèdent plusieurs 

propriétés biologiques parmi lesquelles des propriétés anti-oxydantes et anticancéreuses. Les 

flavonoïdes, composés polyphénoliques majoritaires sont considérés parmi les molécules 

bioactives les plus importantes (Ayman et al., 2012 ; Rizwan et al., 2016 ). Les effets 

anticancéreux des composés polyphénoliques en général et des flavonoïdes en particulier 

seraient dus à leur pouvoir antioxydant et à leur capacité à interférer avec les voies de 

régulation cellulaire comme celles de la croissance cellulaire, du métabolisme énergétique, de 

l’apoptose, de la division cellulaire, des réparations génétiques et de l’inflammation (Lamoral-

Theys et al., 2010 ; Justina et al., 2016).  

          Plusieurs études scientifiques ont confirmés les bienfaits des plantes médicinales dans 

la prévention du cancer du sein (Zingue et al., 2016 ; Silihe et al., 2017 ; Zingue et al., 2018). 
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Ces plantes sont en général riches en phytoestrogènes. Les phytoestrogènes constituent un 

ensemble de composés ayant un rôle déterminant dans la prévention des cancers du sein, du 

colon et de la prostate (Messina et al., 1994 ; Barnes, 1995). C’est un groupe de composés 

naturels non stéroïdiens dérivés des plantes. Les phytoestrogènes présentent des similarités 

structurales avec le 17-β-oestradiol. De ce fait, ils sont capables d’induire des effets 

œstrogéniques et/ou anti- œstrogéniques (Halabalaki et al., 2006; Djiogue et al., 2010). Ces 

effets anti-oestrogéniques seraient bénéfiques pour la prévention des cancers du sein 

oestrogéno-dépendants ((Katzenellenbogen et Katzenellenbogen, 2000). En plus des 

flavonoïdes d’autres phytoestrogènes existent à savoir les coumestanes, les lignanes ou 

entérolignanes, les stilbènes (Djiogue et al., 2014). Ces phytoestrogènes sont retrouvés dans 

une variété d’espèces végétales consommées par l’Homme comme les fruits et légumes à 

l’exemple du soja, des pois, du haricot, du citron, le trèfle-rouge, certains tubercules tel que 

l’igname sauvage du Mexique et le manioc (Umland et al., 2000). Les recherches sur les 

agents anticancéreux d’origine naturelle sont d’un intérêt grandissant tant dans les pays 

développés que dans les pays en développement. 

I.3  Anthonotha macrophylla P.Beauv 

I.3.1 Taxonomie         

          Anthonotha macrophylla P.Beauv est une espèce décrite en 1806 par Palisot de 

Beauvois (Palisot, 1806). 

Sa position systématique est la suivante : 

Règne…………………Plantae 

Embranchement………Angiosperme 

Division………………Magnoliophyta 

Classe………………   Magnoliopsida 

Sous-classe…………   Rosidae 

Ordre…………………Fabales 

Famille……………… Caesalpiniaceae 

Genre………………   Anthonotha 

Espèce……………… Anthonotha macrophylla  
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I.3.2 Caractéristiques botaniques 

           La figure 12 représente la plante Anthonotha macrophylla. A. macrophylla  est un arbre 

atteignant 20 m de haut. Son écorce externe de couleur grisâtre (D) est légèrement fissurée et 

se desquame, tandis que son écorce interne, de couleur orange-brun (B) sécrète un exsudat 

brun. Ses feuilles composées paripennées (A et C), sont disposées en spirale. Le fruit (E) a la 

forme d’une gousse renfermant jusqu’à 7 graines (Burkill, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Différentes parties de Anthonotha macrophylla. Photos prise à Yato (Mungo) au 

mois d’août 2015 par NANBO GUEYO Telesphore. 
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I. 3.3 Synonymes et noms vernaculaires 

          La plante Anthonotha macrophylla a pour synonyme Macrolobium macrophyllum 

(P.Beauv.) (Macbride, 1919). Son nom vernaculaire varie en fonction des pays et des langues 

(Tableau I). Au Cameroun, dans la localité de yato, on l’appelle réré à long fruit. 

Tableau I: Noms vernaculaires  de Anthonotha macrophylla (Burkill, 1985) 

Langues (pays) Appelations 

Igbo (Nigéria) « Ububa-ikpa» 

Yor (Nigeria) « Abara » 

Furudugu (Sierra-Léone) « Gola kpani » 

Français - Palissandre d’Afrique 

- Réré à long fruit 

 

I.3.4 Répartition géographique et usages traditionnels 

          Anthonotha macrophylla est une plante retrouvée dans plusieurs pays d’Afrique à 

savoir : la Guinée Conakry, le Nigéria, la Sierra-Léone, la Centrafrique, la RDC, le Gabon et 

l’Angola. Au Cameroun, on retrouve Anthonotha macrophylla dans des régions du centre, 

sud, littorale et sud-ouest. 

          La plante Anthonotha macrophylla est traditionnellement employée pour son bois dans  

la cuisson des aliments et le fumage du poisson dans certaines parties du Nigeria. Au Liberia, 

les graines sont consommées. Dans l’est du Nigeria, Anthonotha macrophylla est plantée sur 

les terres en jachère pour restaurer la fertilité du sol. En Sierra Leone, l’infusion de feuilles et 

d’écorce se boit en cas de jaunisse (Burkill, 1985). On frictionne les furoncles avec un 

cataplasme de feuilles pour soulager la douleur et favoriser la formation de pus. Les feuilles 

soignent la dysenterie et les morsures de serpents tandis que la décoction de feuilles se boit 

pour atténuer les maux de dents. Au Liberia, on applique un cataplasme de feuilles sur les 

brûlures. En Côte d’Ivoire comme au Nigéria, la décoction d’écorces se boit pour soigner le 

paludisme (Burkill, 1985). Au Cameroun, plus précisément dans la localité de Yato (région du 

littorale), la décoction d’écorces du tronc de Anthonotha macrophylla est utilisée contre les 

douleurs et les nodules au niveau du sein.  
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I.3.5 Etudes scientifiques antérieures 

 I.3.5.1 Activités biologiques 

          Des études ont montré que les extraits éthanolique et aqueux de Anthonotha 

macrophylla possèdent des activités antiplasmodiales in vitro (IC50 = 43,2 ± 0,3μg/mL) (Zirihi 

et al., 2010) et aphrodisiaque in vivo (Yakubu et Olutoye, 2016). 

I.3.5.2 Investigation phytochimique 

          La GC-MS de l’extrait méthanolique des graines du fruit de Anthonotha macrophylla a 

montré qu’il contient les acides n-hexadécanoïque, n-octadecadienoïque, cis-vaccenique, 

octadecanoïque, hexadecanoïque, campestérol, stigmastérol et gamma-sitosterol (Ugoeze et 

al., 2014) (Tableau II). Plusieurs techniques chromatographiques (TLC, HPLC) ont permis 

également d’isoler et de caractériser plusieurs phytocomposés de l’extrait méthanolique des 

feuilles de Anthonotha macrophylla. Il s’agit des alcaloïdes (6 composés), des alcanes (2 

composés), des esters d’acides gras (3 composés), des isocoumarines (2 composés), des 

stérols (6 composés) et des disaccharides (7 composés) (Kinyok et al., 2021) 

Tableau II: Phytocomposés identifiés dans l’extrait méthanolique de Anthonotha 

macrophylla (Ugoeze et al., 2014) 

Phytocomposés Structure 
Acide n-hexadécanoïque 

 

n-octadecadienoïque  

cis-vaccenique 
 

Octadecanoïque 
 

Campestérol 

 

Stigmastérol 

 

gamma-sitosterol 
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          Plusieurs techniques chromatographiques (MPLC, HPLC, CPC, GCMS) ont permis 

d’identifier et de caractériser les phytocomposés présents dans l’extrait de Anthonotha 

macrophylla. 

I.4 Techniques chromatographiques 

          La chromatographie est une technique d’analyse pour séparer les constituants d’un 

mélange en phase liquide ou gazeuse. On distingue plusieurs techniques chromatographiques : 

HPLC, MPLC, CPC et GCMS. 

I.4.1 Chromatographie Liquide à Haute Performance (HPLC) 

          D’une manière générale la HPLC, qui fait intervenir une phase stationnaire solide 

constituée de particules fines et une phase mobile liquide, demeure la technique la plus 

souvent utilisée, car elle présente de nombreux avantages tels que sa simplicité de mise en 

œuvre, sa reproductibilité, une gamme étendue de phases stationnaires et ses diverses 

possibilités de couplages avec d’autres techniques chromatographiques et/ou des systèmes de 

détection. 

I.4.2 Chromatographie Liquide à Moyenne Pression (MPLC) 

          Cette technique de séparation, à mi-chemin entre la LPLC (Chromatographie Liquide à 

Basse Pression, 3 bars) et la HPLC permet de fractionner en une analyse plusieurs grammes 

d’un mélange complexe, avec une résolution convenable. En MPLC, la pression de travail est 

comprise entre 15 et 20 bars. Le montage se compose généralement d’un système de pompes, 

d’un système de détection UV à longueur d’onde fixe, d’un enregistreur et d’un système de 

collecte d’échantillons.  

I.4.3 Chromatographie par Centrifugation de Partage (CPC) 

          La CPC est une technique de chromatographie liquide-liquide préparative qui utilise un 

système de solvant biphasique et pas de phase stationnaire solide (Macuik et al., 2004). De ce 

fait, la séparation des molécules est basée sur leur différence de partage entre les deux phases 

liquides non miscibles. D’une manière simplifiée, une colonne CPC est constituée d’un 

empilement de disques en acier inoxydable dans lesquels sont gravées des cellules de partage 

reliées entre elles par des capillaires.  
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I.4.4 Chromatographie Liquide (LCMS) ou Gazeuse (GCMS) couplée à la Spectroscopie 

de Masse 

          Tout comme la HPLC, la chromatographie liquide (LC) possède une gamme étendue de 

phases stationnaires alors que dans la chromatographie en phase gazeuse (GC), les composés 

volatiles sont transportés par un gaz (phase mobile : H2, N2, Ar ou He) au travers de la 

colonne (généralement capillaire, phase solide), où la séparation se fait par un processus 

d’adsorption/désorption (CDER, 1995). Cependant la chromatographie en phase liquide reste 

de loin la technique la plus utilisée (Allwood et Goodacre, 2010). La GC-MS (couplée à un 

détecteur de spectrométrie de masse) est particulièrement adaptée à l’analyse des molécules 

de faibles poids moléculaire et/ou à caractère hydrophobe facilement volatilisables. 

          Certains phytocomposés des plantes peuvent induire des effets cytotoxiques sur des 

lignées de cellules cancéreuses. Ces effets sont bénéfiques pour le traitement du cancer. 

I.5 Cytotoxicité  

          La cytotoxicité représente l’un des indicateurs les plus importants pour l’évaluation 

biologique dans les études in vitro. Les substances testées peuvent entrainer une toxicité sur 

les cellules via différents mécanismes, tels que la destruction des membranes cellulaires, 

l’inhibition de la synthèse des protéines, la liaison irréversible aux récepteurs, l’inhibition de 

l’élongation des désoxynucléotides et les réactions enzymatiques (Ishiyama et al., 1996). 

          L’évaluation de la cytotoxicité d’une molécule/substance doit suivre un plan bien établi 

et prendre en compte plusieurs facteurs parmi lesquels : 

- Le type cellulaire utilisé pour l’expérimentation ; 

- Le nombre de cellules à tester afin d’obtenir une réponse physiologiquement recevable et 

reproductible ; 

- Le système de mesure qui permettra de quantifier l’effet sur la culture ; 

- La durée de l’exposition à la drogue et les concentrations à tester. 

          Les principales méthodes utilisées dans les études de cytotoxicité sont les méthodes 

colorimétriques et les méthodes fluorométriques. 

I.5.1 Méthodes colorimétriques 

          Les tests colorimétriques sont basés sur la mesure d’un marqueur biochimique dans le 

but d’évaluer l’activité métabolique des cellules. Les plus utilisés sont les tests de MTT et de 

MTS pour les tests de cytotoxicité. 
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I.5.1.1 MTT 

          Le test MTT (bromure de 3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2-5-diphényltétrazolium) est 

l’un des tests colorimétriques les plus couramment utilisés pour évaluer la cytotoxicité ou la 

viabilité cellulaire (Mosmann, 1983). Dans ce test, le MTT est réduit au violet de formazan 

par le NADH ; produit pouvant être quantifié par absorbance de la lumière à une longueur 

d’onde spécifique (Stone et al., 2009). 

I.5.1.2 MTS 

          Le test au MTS (5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4,5-diméthyl-thiazole)-3-(4-

sulfophényl) tétrazolium), est un test colorimétrique basé sur la conversion d’un sel de 

tétrazolium en formazan par l’activité mitochondriale de cellules vivantes. La quantité de 

formazan produit est dépendante du nombre de cellules viables en culture et peut être mesurée 

avec un spectrophotomètre (Özlem, 2017). 

I.5.2 Méthodes fluorométriques 

          Le test fluorométrique le plus utilisé est celui d’ « AlamarBlue ». 

 Test d’ « AlamarBlue » 

          Le test d’AlamarBlue encore connu sous le nom de réduction de la résazurine, est basé 

sur la conversion du colorant bleu non fluorescent résazurine, en rose fluorescent, résorufine 

par les enzymes mitochondriales et d’autres enzymes telles que les diaphorases (O’brien et 

al., 2000) ;la quantité de résorufine produite est dépendante du nombre de cellules viables. Le 

ratio de cellules viables pouvant être quantifié à l’aide d’un fluorimètre équipé d’un lecteur de 

microplaques avec un ensemble filtre à excitation à 560 nm/émission à 590 nm. 
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II.1 Matériel  

II.1.1 Matériel végétal 

          Les écorces du tronc de Anthonotha macrophylla ont été récoltées le 15 Aout 2015 dans 

la localité de Yato (Département du Mungo, Région du Littoral). Le matériel végétal a été 

identifié à l’Herbier National du Cameroun (HNC) par comparaison à un échantillon déposé et 

référencé sous le numéro 37148 HNC.  

II.1.2 Lignées cellulaires  

          Les cellules MCF-7 (cellules d’adénocarcinome du sein humain ER+), MDA-MB-231 

(cellules d’adénocarcinome du sein ER négatif), HMEC (cellules normales mammaires), SK-

MEL-28 (cellules de mélanome humain), HUVEC (endothélium de la veine ombilicale 

humaine), MCR-5 (cellules de fibroblastes de poumon fœtal humain), 4T1 (cellules tumorales 

mammaires de souris) et SF-295 (cellules de glioblastome humain) ont été obtenues de la 

banque de cellules de Rio de Janeiro (Université de Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brésil) et 

de l’hôpital universitaire de Frankfurt, Allemagne. 

II.1.3 Animaux 

          Les animaux utilisés dans ce travail étaient des rates albinos pré-pubertaires de souche 

Wistar, âgées de 30 à 37 jours au début de l’expérience et pesant entre 49 et 55 g. Ces 

animaux ont été élevés dans des cages en plastiques à température ambiante au Laboratoire de 

Physiologie Animale de l’Université de Yaoundé I, à raison de 5 rates par cage. Ces animaux 

avaient libre accès à l’eau de robinet et étaient nourris à la provende pour rat (composition de 

notre équipe de recherche) dont la composition est consignée dans le tableau III.  Les soins 

apportés aux rats, de même que les différents traitements ont été effectués en suivant les 

directives de l'Union Européenne sur les soins des animaux (Conseil CEE 86/609). 
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Tableau III: Composition de l’alimentation standard du laboratoire de Physiologie Animale 

 

 

 

 

 

 

 

 
II.1.4 Substances pharmacologiques et réactifs 

          Le 7,12-diméthylbenz(a)anthracène (DMBA) a été obtenu de Sigma-Aldrich (Stanford, 

Allemagne); le benzoate de 17β-estradiol (Estr-1, 3,5 (10) -trien-3,16α, 17β-triol) a été obtenu 

de Sigma-Aldrich (Hambourg, Allemagne); le bleu trypan, le sulforodamine B, le bleu 

Alamar et les milieux de culture cellulaire ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Le citrate de tamoxifène (Mylan®) a été acheté à MYLAN SAS (Saint-Priest, France). 

L’œstradiol valerate (E2V) a été obtenu de DELPHARM (Lille, France). Les antibiotiques 

(pénicilline et streptomycine) ont été achetés chez GIBCO (Island). L'acide 2- [4- (2-

hydroxyéthyl) pipérazin-1-yl] éthanesulfonique (HEPES) et la quercétine ont été achetés chez 

Ludwig Biotecnologia Ltda (Alvorada, RS, Brésil). Le diazépam et la kétamine ont été 

obtenus de Rotex Medica (Tritau, Allemagne). La Betadine® (MEDA Manufactory, 

Merignag, France) a été utilisé pour le pansement des animaux après l’ovariectomie. 

II.2 Méthodes 

II.2.1 Préparation de l’extrait aqueux des écorces de Anthonotha macrophylla   

          La préparation de l’extrait aqueux des écorces de Anthonotha macrophylla  a été faite à 

partir des recommandations du tradithérapeute. Pour ce faire, les écorces du tronc de 

Anthonotha macrophylla après la récolte, ont été nettoyées, découpées et séchées à l’ombre. 

Ces écorces sèches ont été par la suite écrasées à l’aide d’un broyeur à hélice et 4300 g de 

poudre obtenue ont été portés à ébullition dans 13 litres d’eau pendant 25 minutes. Quatre-

vingt-neuf grammes (soit 2,07% de rendement) d’extrait brut ont été obtenus après la filtration 

(à l’aide du papier Wattman N°4) et la lyophilisation de la décoction des écorces (Figure 13).  

Composition de la provende Proportion 

Farine de maïs 42% 

Farine de blé 20% 

Farine de poisson 20% 

Arachide 9% 

Tourteaux de palmiste 5,3% 

Farine d’os 3% 

Premix (concentré de 

vitamines et sels minéraux) 

0,7% 
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Figure 13: Protocole de préparation de l’extrait aqueux des écorces du tronc de Anthonotha 

macrophylla. 

II.2.2 Détermination des doses à administrer aux animaux expérimentaux 

          La dose pharmacologique de l’extrait de Anthonotha macrophylla administrée aux 

animaux a été extrapolée des indications du tradithérapeute (décoction de 300 g d’écorces 

dans 1L d’eau). Etant donné que le patient doit boire un verre contenant 190 mL du décocté 

par jour, la quantité d’extrait sec présente dans un verre a été estimé à 1,710 g. La dose 

équivalente humaine (HED) calculée pour un individu de 70 kg a été de 24 mg/kg PC. La 

dose équivalente chez le rat a été calculée à partir de la formule: NOAL = HED/0,16 

(FDA/CDER, 2005). Cette formule a permis d’obtenir la dose de 150 mg/kg PC à administrer 

chez le rat. Deux autres doses ont été obtenues à partir de cette dose : 37,5 et 75 mg/kg PC. 

II.2.3 Evaluation des effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla  sur le cancer du sein induit par le DMBA  

          Les effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla ont été 

déterminés sur le modèle de cancer du sein induit par le DMBA. La recherche s’est portée sur 

l’incidence, la charge, le volume et l’analyse histologique des tumeurs du sein. Pour ce faire, 

60 rates de souche Wistar âgées de 45 à 52 jours ont été réparties au hasard en six groupes de 
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10 animaux chacun. Le groupe I servait de témoin normal et le groupe II de témoin négatif 

(groupe DMBA). Ces deux groupes recevaient de l’eau distillée. Le groupe III servait de 

témoin positif et recevait le tamoxifène (Mylan®) à la dose de 3,3 mg/kg PC. Les groupes IV, 

V et VI étaient traités avec l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla aux doses respectives 

de 37,5, 75 et 150 mg/kg PC. Tous les traitements ont été effectués par gavage intragastrique 

une semaine avant l’administration du DMBA et se sont poursuivis pendant 7 mois. Les 

animaux des groupes II à VI ont reçu une unique dose orale de DMBA (70 mg/kg PC) dissous 

dans l’huile d’olive. Les animaux du groupe I recevait l’huile d’olive (1 mL/75g). Les 

animaux étaient pesés chaque semaine et palpés deux fois par semaine en vue de déceler les 

tumeurs mammaires palpables. Le temps d’apparition des tumeurs a été noté. Les animaux 

qui mourraient durant l’expérience étaient autopsiés, et ceux devenant morbides étaient 

sacrifiés et autopsiés. A la fin de traitement, tous les animaux ayant survécu ont été mis à jeun 

non hydrique pendant 12 heures, puis pesés et sacrifiés.  

          Une partie du sang a été recueillie dans des tubes EDTA (anticoagulant) pour l’analyse 

hématologique et l’autre partie dans des tubes secs, laissée au repos pendant une heure et 

centrifugée à 3000 tours/min pendant 15 min pour l’analyse biochimique. Après avoir 

recueilli le sang, la peau de l’abdomen a été disséquée pour exposer les tumeurs mammaires 

qui ont été toutes prélevées, comptées et pesées. La taille de ces tumeurs a ensuite été mesurée 

en utilisant un pied à coulisse électronique (IGAGING®). Le volume des tumeurs a été 

calculé en utilisant la formule : longueur × largeur × épaisseur × π/6 (Faustino-Rocha et al., 

2013). 

           Les organes cibles des œstrogènes (ovaires, utérus, vagin et glandes mammaires), les 

organes majeurs de métastase du cancer du sein (fémur, cerveau, foie et poumons) et autres 

organes d’intérêt (rate et reins) ont été aussi prélevés et pesés. Tous les organes ont été fixés 

dans du formol à 10% pour l’analyse histologique. Quelques paramètres du stress oxydant ont 

également été évalués dans l’homogénat de la glande mammaire (FRAP, GSH et MDA) 

(Figure 14).  
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Figure 14: Protocole d’évaluation des effets préventifs de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla sur les tumeurs mammaires. NOR= groupe normal ; DMBA= groupe témoin 

négatif ; TAMOX= groupe témoin positif ; AM = groupe traité à l’extrait aqueux (37,5 ; 75 et 

150 mg/kg). 
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II.2.4 Détermination des modes et mécanismes d’action de l’extrait aqueux de 

Anthonotha macrophylla  

          L’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla pourrait agir par plusieurs modes qui 

pourraient être : cytotoxique, antiœstrogénique et antioxydant. 

II.2.4.1 Etude de la cytotoxicité de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

          Dans le but de déterminer la cytotoxicité de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla, une étude in vitro sur les lignées de cellules cancéreuses (MCF- 7, MDA-MB-

231, 4T1, SK-MEL-28, et SF-295) et non cancéreuses (HUVEC et MRC-5) a été réalisée. 

II.2.4.1.1 Culture de cellules 

          Les cellules MDA-MB-231, SK-MEL-28 et MCR-5 ont été cultivées dans le milieu 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) additionné de 10% de Sérum Bovin Fœtal 

(SBF). Les cellules MCF-7, HUVEC, SF-295 et 4T1 ont été cultivées dans le milieu RPMI-

1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) supplémenté de 10% de SBF (Figure 15). 

Toutes les cultures cellulaires ont également été complétées avec 100 µg/mL de pénicilline, 

100 µg/mL de streptomycine et 10 mM de HEPES. Les cultures cellulaires ont été maintenues 

à 37 °C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2 et à pH 7,4. Tous les deux jours, 90% 

du surnageant était retiré et remplacé par du milieu frais. Avant d'effectuer toutes les 

expériences, le nombre de cellules viables a été évalué par la méthode au bleu trypan et le 

comptage a été effectué dans une chambre de Neubauer. Le tableau IV montre les différentes 

compositions des milieux de cultures DMEM et RPMI. 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Milieux de cultures des cellules tumorales et non tumorales. 

 

  DMEM ou RPMI  

 10% SBF (Serum Bovin Fetal) 

  5% de CO
2
,  37°C, pH: 7,4. 
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Tableau IV: Composition des milieux de cultures 

 

II.2.4.1.2 Test de viabilité cellulaire  

          La cytotoxicité de l’extrait de A. macrophylla a été déterminée à des concentrations 

allant de 50 à 300 µg/mL à partir de cinq lignées de cellules tumorales (MCF-7, MDA-MB-

231, 4T1, SF-295 et SK-MEL-28) et deux non-tumorales (MCR-5 et HUVEC) en utilisant le 

réactif Alamar Blue (résazurine) comme décrit par O'Brien et al. (2000). Ce test évalue la 

production mitochondriale des cellules en tant que mesure de la viabilité cellulaire.  

 Principe 

          La résazurine, le constituant actif du réactif « AlamarBlue », est un composé non 

toxique de couleur bleue et non fluorescent, qui traverse les membranes cellulaires. Les 

cellules vivantes, réduisent la résazurine en résorufine de couleur rouge très fluorescent sous 

l’action des oxydoréductases, caractérisant ainsi qualitativement et quantitativement la 

viabilité cellulaire (O’Brien et al., 2000). 
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 Mode opératoire 

          Une suspension cellulaire de 1 x 104 cellules / puits dans 100 µL de milieu de culture a 

été ensemencée dans une microplaque à 96 puits pendant une nuit. Au bout de 24 h, les 

cellules ont été exposées à l’extrait de A. macrophylla à des concentrations comprises entre 50 

et 300 µg/mL. Après 24 h d’incubation, le milieu de culture contenant les substances a été 

enlevé puis 100 µL d’un milieu de culture contenant 10% « AlamarBlue » ont été introduits 

dans chaque puit. La microplaque a ensuite été incubée  pendant 3 à 4 h et l'intensité de 

fluorescence a été déterminée par un spectrofluorimètre Perkin Elmer LS55 (Becton 

Dickinson, San José, CA) avec une excitation à 530 nm et une émission à 590 nm (Figure 16). 

Chaque expérience a été réalisée en triplicata et répétée trois fois. 

 Expression des résultats 

          La concentration cytotoxique qui tue 50% des cellules (CC50) a été déterminée par 

analyse de régression non linéaire du logarithme de la concentration en fonction de la réponse 

normalisée (pourcentage de viabilité cellulaire) à l'aide du logiciel GraphPad Prism 6.0 

(GPW6-242831-RBMZ-03274). 

          Les valeurs des indices de sélectivité (IS) sur les cellules ont été calculées en utilisant la 

formule suivante : IS = CC50 (Cellule non tumorale)/CC50 (Cellule tumorale). 

Figure 16: Protocole du test de viabilité cellulaire AlamarBlue (O'Brien et al., 2000). 
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II.2.4.2 Evaluation de la croissance cellulaire  

            La croissance cellulaire a été évaluée par le test classique de réduction en utilisant le 

colorant MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium) selon la méthode 

décrite par Juengel et al. (2017). Brièvement, les cellules cancéreuses mammaires humaines 

(MDA-MB 231 et MCF-7), de rongeurs (4T-1) et les cellules normales mammaires humaines 

(HMEC) ont été ensemencées à une densité de 1 × 105 cellules/mL dans des microplaques de 

96 puits, puis traitées avec l’extrait aqueux de A. macrophylla à des concentrations de 12,5 à 

200 μg/mL. Après 24, 48 et 72 heures d’incubation, 10 μL d’une solution hydrosoluble de 

MTT (0,5 mg/mL) ont été ajoutés dans chaque puit et les cellules ont été de nouveau incubées 

à 37 °C pendant 4 heures. Le sel de formazan formé a été solubilisé à l’aide d’un tampon de 

révélation (10% de SDS et 0,01 M HCl) qui a été ajouté dans chaque puit. Le lendemain, 

l’absorbance a été mesurée à 550 nm pour chaque puit à l’aide d’un lecteur ELISA pour 

microplaques. Les résultats ont été exprimés en nombre moyen de cellules après soustraction 

de l’absorbance de fond. Chaque analyse a été réalisée en triplicata et répétée 3 fois. 

II.2.4.3 Evaluation de la Prolifération cellulaire face à l’antigène bromodésoxyuridine 

          Un kit ELISA de prolifération cellulaire utilisant l’Ag BrdU (Bromodésoxyuridine) a 

été utilisé pour évaluer la prolifération des cellules cancéreuses du sein dans cette étude. Les 

cellules MDA-MB-231 du sein à une densité de 1 × 105 cellules/mL ont été ensemencées dans 

des microplaques de culture à 96 puits. Par la suite, elles ont été incubées avec l’extrait de A. 

macrophylla aux concentrations de 50 et 100 μg/mL pendant 24 et 48 h. Ensuite, 20 μL de 

solution de marquage BrdU ont été ajoutés à chaque puit à 0 h et 24 h, puis fixés et détectés à 

l’aide de l’Anticorps anti-BrdU selon les instructions des fabricants. L’absorbance dans 

chaque puit a été mesurée à 450 nm à l’aide d’un lecteur ELISA pour microplaques (Zingue et 

al., 2020). 

II.2.4.4 Evaluation de la capacité de A. macrophylla à inhiber les formations de clones 

          Les cellules MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des microplaques à 6 puits à une 

densité de 500 cellules/puit et exposées à A. macrophylla aux concentrations de 50 et 100 

µg/mL pendant 24 h. Le milieu de culture (RPMI 1640) a été remplacé par un milieu sans 

extrait et les cellules ont été cultivées pendant 7 jours. Seules les colonies comportant plus de 

50 cellules ont été considérées. Chaque expérience a été réalisée en triplicata et répétée 3 fois 

(Zingue et al., 2020). 
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II.2.4.5 Evaluation du type de mort cellulaire induit par A. macrophylla 

          Le type de mort cellulaire (nécrose ou apoptose) a été évalué à l’aide du kit de détection 

de l’apoptose Annexine V-FITC par cytométrie de flux. L’expression de l’Annexine V/iodure 

de propidium (IP) a permis de vérifier si la croissance des cellules tumorales était altérée ou 

réduite en raison de l’apoptose. Les cellules MDA-MB-231 ont été incubées avec l’extrait de 

A. macrophylla à 50 et 100 µg/mL ou le solvant de dilution de cet extrait (DMSO 0,01%) 

pendant 24 h. Ensuite, les cellules ont été lavées deux fois avec du tampon phosphate (PBS) et 

incubées avec 5 µL d’Annexin V-FITC et 5 µL d’iodure de propidium dans l’obscurité 

pendant 15 min à température ambiante. Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie 

en flux à l’aide de l’appareil de marque FACScalibur (BD Biosciences, Heidelberg, 

Allemagne). Le nombre de cellules apoptotiques (précoces et tardives), nécrotiques et viables 

a été exprimé en % (Boersma et al., 1996). 

II.2.4.6 Evaluation de l’impact de A. macrophylla sur le cycle cellulaire 

          Les cellules MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des flacons de culture cellulaire 

de 25 cm2 jusqu’à atteindre la subconfluence. Par la suite elles ont été incubées avec l’extrait 

de A. macrophylla à 50 et 100 µg/mL pendant 24 h, puis la trypsine a été ajoutée  et les 

cellules ont été récoltées par centrifugation. Après lavage, les cellules ont été colorées avec de 

l’iodure de propidium, à l’aide d’un kit « ADN Cycle TEST PLUS ». Les données ont été 

acquises sur une cytométrie de flux de marque FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg, 

Allemagne). Pour chaque échantillon, 10000 événements ont été comptés avec le logiciel 

« CellQuest » et la distribution du cycle cellulaire a été calculée avec le logiciel ModFit 

(Becton Dickinson, Heidelberg, Allemagne). Le nombre de cellules détectées en phase 

G0/G1, G2/M ou S a été exprimé en %. Les expériences ont été réalisées en triplicata et 

répétées 3 fois (Ross, 1996). 

II.2.4.7 Test d’adhésion cellulaire  

          Les plaques de 6 puits ont été recouvertes toute la nuit avec du collagène ou de la 

fibronectine, qui sont des composants de la matrice extracellulaire. Ensuite, l’extrait de A. 

macrophylla  a été ajouté aux concentrations de 50 et 100 µg/mL ou le véhicule (DMSO) pour 

les cellules contrôles pendant 1 h sur les plaques. Pour éviter les adhésions cellulaires non 

spécifiques, les plaques ont été lavées avec le BSA (« Bovin serum albumin ») à 1% dans du 

PBS. Les cellules tumorales du sein MDA-MB-231 ont été ajoutées à une densité de 0,5×106 

dans chaque puit. Par la suite, les cellules tumorales non adhérentes ont été lavées. Les 

cellules adhérentes ont été fixées avec 2% de glutaraldéhyde et comptées dans cinq champs 
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différents à l’aide d’un microscope optique pour calculer le taux d’adhésion cellulaire moyen 

(Zingue et al., 2020). 

II.2.4.8 Test anti-migratoire  

          Ce test a été réalisé pour évaluer la capacité de l’extrait de A. macrophylla à inhiber la 

migration des cellules MDA-MB-231 en utilisant la méthode d’induction d’une plaie 

(Hulkower et Renee, 2011). Brièvement, les cellules  MDA-MB-231 ont été ensemencées sur 

des plaques de 12 puits à raison de 2×105 cellules/puit et incubées pendant 24 heures avec 

l’extrait de A. macrophylla à 50 et 100 µg/mL ou avec le véhicule (DMSO) pour témoin. Le 

milieu de culture a été retiré et une plaie a été créée à l’aide d’un embout de pipette, puis 

lavée deux fois avec du tampon PBS pour éliminer les cellules détachées mécaniquement. Les 

cellules ont ensuite été maintenues dans du RPMI 1640 pendant 48h. La migration cellulaire 

et l’occupation relative de la zone blessée par les cellules en migration ont été enregistréess 

sous un microscope inversé (40×) Zeiss Axio Observer.Z1 (Hallbermoos, Allemagne). Des 

microphotographies ont été réalisées toutes les 12 h et la zone de cicatrisation a été évaluée 

par le logiciel ImageJ ®. Chaque expérience a été répétée trois fois (Hulkower et Renee, 

2011). 

II.2.4.9 Activité antioxydante in vitro et étude phytochimique de l’extrait aqueux de 

Anthonotha macrophylla 

II.2.4.9.1 Activité antioxydante in vitro de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla 

          L’activité antioxydante in vitro de l’extrait a été déterminée par les méthodes décrites 

respectivement par Katalini´c et al. (2004), Re et al. (1999) et Benzie et Strain (1996). Ces 

différentes méthodes sont entièrement décrites au niveau des protocoles de dosage in vitro des 

paramètres du stress oxydant. 

II.2.4.9.1.1 Evaluation de l'activité anti-radicalaire du DPPH (1,1-diphényl-2-picryl 

hydrazyle) 

          L'activité de piégeage des radicaux libres de A. macrophylla a été déterminée en 

fonction de sa capacité à donner de l'hydrogène ou à piéger les radicaux en utilisant le radical 

DPPH (Katalini´c et al., 2004).  

II.2.4.9.1.2 Evaluation de l’activité anti-radicalaire de l'acide 2,2-azino-bis-3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS)  

          L'activité de piégeage des radicaux libres ABTS a été évaluée par la méthode décrite 

par Re et al. (1999).  
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II.2.4.9.1.3 Activité chélatrice in vitro (« Ferric Reducing Antioxidant Power ») 

          L’activité chélatrice in vitro de l’extrait aqueux de A. macrophylla a été évaluée par la 

méthode décrite par Benzie et Strain (1996). Brièvement, dans un tube à essai, ont été 

introduits: 100 µL d’extrait de concentration 200 µg/ml et 500 µL de réactif de FRAP. 

L’acide gallique a été utilisé comme étalon. La densité optique a été déterminée à 593 nm au 

spectrophotomètre UV-1605 Shimadzu après 30 min d’incubation à température ambiante 

contre de l’eau distillée. L’activité réductrice du fer a été exprimée en µg équivalent d’acide 

gallique (EAG)/mg d’extrait sec. 

II.2.4.9.2 Etude phytochimique de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla 

          Dans le but d’identifier les métabolites secondaires responsables des activités 

biologiques observées, une analyse phytochimique de l’extrait aqueux  a été réalisée.  

II.2.4.9.2.1 Analyse quantitative 

          Une analyse quantitative a été réalisée dans le but de déterminer la quantité de 

métabolites secondaires (polyphénols totaux, flavonoïdes et flavonols) contenus dans l’extrait 

aqueux de A. macrophylla. Les différentes méthodes de détermination de la quantité de 

métabolites secondaires sont entièrement décrites au niveau des protocoles de dosage. 

II.2.4.9.2.2 Chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de masse 

          Dans le but de déterminer les composés volatiles de l’extrait aqueux et de prédire leurs 

poids moléculaires et leurs formules brutes, une analyse par chromatographie gazeuse couplée 

à une spectrométrie de masse (GCxGC-TOF-MS) a été effectuée. 

          Le profil (GC-MS) a été effectué sur un système constitué d’un chromatographe en 

phase gazeuse Agilent 7890A (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, Delaware, USA) 

couplé à une spectrométrie de masse LECO Pegasus 4D-CGCxGC-TOFMS (LECO 

Corporation, St Joseph, MI, USA). Le système de colonne primaire et secondaire utilisé était 

respectivement : Rxi-5 SilMS (29,5 m × 0,25 mm × 0,25 µm) et Rxi 17 Sil MS (0,95 m × 0,25 

mm × 0,25 µm) (Restek, Bellefonte, PA, USA). L’hélium a été utilisé comme gaz porteur. 

L’alignement du temps de rétention, la filtration appariée, la détection des pics et 

l’appariement des pics ont été effectués à l’aide du logiciel ChromaTOF (LECO, St Joseph, 

MI, USA).  

          Les échantillons ont été dissous dans du méthanol pour une concentration de 1 mg/mL. 

Le volume d’injection était de 10 µL et le débit de 1 mL/min. Le débit de l’hélium était 

constant (1 ml/min) et à une température d’entrée de 250 °C. La température initiale du four a 
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été réglée à 40 °C et maintenue pendant 30 secondes, ensuite a progressivement augmenté de 

10 °C/60 secondes jusqu’à 300 °C; puis a été maintenue pendant 30 secondes à 250 °C. Le 

modulateur et le four secondaire ont fonctionné à une température de décalage de 5 °C au-

dessus du four primaire. Le spectromètre de masse a été mis en place dans les conditions 

suivantes : retard au solvant de 180 secondes ; température de ligne de transfert à 300 °C ; 

ionisation d'électrons à -70eV ; température de la source à 250 °C ; gamme de masse stockée : 

45-600 u ; taux d’acquisition : 10 spectres/sec pour GC-TOF-MS ; la tension du détecteur a 

été réglée à 1650 V. L’alignement du temps de rétention, la filtration appariée, la détection 

des pics et l’appariement des pics ont été effectués grâce au logiciel ChromaTOF. 

L’identification subséquente des composés a été faite par comparaison avec les bases de 

données du spectre de masse (NIST, Adams and EO libraries) et leurs probables formules 

brutes ont été déterminées. Une semi-quantification de chaque composé a été calculée sur la 

base des zones de pics et la concentration relative présentée en %.  

II.2.4.10 Evaluation in vitro et in vivo des effets antioestrogéniques de l’extrait aqueux 

des écorces de Anthonotha macrophylla  

          Le DMBA (7,12- diméthylbenz(a)anthracène) est un carcinogène environnemental qui 

induit en grande partie les tumeurs oestrogénosensibles, et vu l’implication des œstrogènes  

dans les phases d’initiation et de progression de la tumeur mammaire (Coumoul et Barouki, 

2002 ; Santen, 2003 ; Miller, 2004), les effets antiœstrogéniques de cet extrait ont été évalués 

suivant les tests de prolifération cellulaire (Resende et al., 2013) in vitro et utérotrophique de 

3 jours (OECD, 2007) in vivo.  

II.2.4.10.1 Evaluation in vitro des effets antioestrogéniques de l’extrait aqueux des 

écorces de Anthonotha macrophylla  

          Afin d’évaluer les effets de A. macrophylla sur la prolifération cellulaire, un test simple 

et sensible a été réalisé avec des cellules d’adénocarcinome mammaire RE positif (MCF-7). 

Ce test détermine l’œstrogénicité/antiœstrogénicité des composés indirectement par la mesure 

de la prolifération des cellules MCF-7. A cet effet, la technique légèrement modifiée par 

Resende et al. (2013) a été utilisée. En bref, les cellules ont été traitées à la trypsine et 

ensemencées dans des plaques à 24 puits à une concentration initiale de 50 000 cellules par 

puit supplémentées à du sérum bovin fœtal (SBF) à 10% dans du RPMI. Après 24 h 

d'incubation (37 ° C, 5% de CO2) pour permettre leur adhésion, les cellules ont été lavées 

avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et le sérum de remplacement 2 RPMI 

(0,5×) supplémenté en rouge de phénol libre a été substitué au milieu d’ensémencement. A. 
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macrophylla a été ajouté au milieu expérimental à des concentrations allant de 0,1 µg/mL à 

200 µg/mL. Pour le test antiœstrogénique, avant l'incubation, 1 x 10-8 M de 17β-estradiol a été 

ajouté aux puits au même moment que l’extrait aqueux. Le milieu expérimental exempt de 

stéroïdes consistait en un témoin négatif, tandis que les cellules traitées avec 1 × 10-8 M de 

17β-estradiol servaient de témoin positif. Les cellules traitées avec 5 × 10-8 M de quercétine 

ont servi de témoin phytoestrogène. Il existait d’autres témoins comme le témoin solvant 

(DMSO à 0,01%) et le témoin milieu (SBF à 10% dans du RPMI). Le test a été arrêté au bout 

de 144 heures en retirant le milieu des puits, en fixant les cellules et en les colorant avec de la 

sulforhodamine-B (SRB). En bref, les cellules ont été traitées avec de l'acide trichloracétique 

froid à 10% et incubées à 4 °C pendant 1 h. Les cellules ont été lavées quatre fois à l’eau du 

robinet et séchées. Les cellules ont par la suite été colorées pendant 30 min avec 0,057% (p/v) 

de SRB dissous dans de l’acide acétique à 1%. Les puits ont été rincés quatre fois avec de 

l’acide acétique à 1% et séchés à l’air. Le colorant lié a été solubilisé avec de la base Tris 10 

mM (pH 10,5) dans un agitateur. Enfin, des aliquotes ont été lues dans un appareil Biotek 

EL800 Multiscan (Winoosky, USA) à 510 nm (Figure 17). 

          Les résultats exprimant l’activité œstrogénique ont été présentés sous forme de 

moyenne ± erreur standard de la moyenne de l’effet prolifératif (EP), ce qui représente la 

prolifération maximale induite par les composés. Ce paramètre (EP) a été calculé selon la 

méthode de Schiliro´et al. (2011), et correspond au rapport entre le nombre de cellules dans 

l'échantillon ou le 17β-œstradiol et le nombre de cellules dans le témoin avec solvant (0,01% 

de DMSO) : EP = nombre de cellules maximum de l'échantillon / nombre de cellules du 

témoin avec DMSO. L’activité œstrogénique d’un échantillon a été déterminée en tant 

qu'effet prolifératif relatif (EPR%). L’EPR compare la prolifération maximale induite par un 

échantillon avec celle induite par le 17β-œstradiol : EPR (%) = [EP pour échantillon / EP pour 

17β-œstradiol] × 100 (Resende et al., 2013). 
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II.2.4.10.2 Evaluation in vivo des effets antioestrogéniques de l’extrait aqueux des 

écorces de Anthonotha macrophylla  

 Ovariectomie des animaux 

          L’ovariectomie consiste en l’ablation des ovaires par la méthode de Lane et al. (2003). 

Après anesthésie (diazépam 10 mg/kg PC i.p. et kétamine 50 mg/kg PC i.p.), les animaux ont 

été placés en décubitus ventral dans un bac à dissection et une boutonnière d’environ 1 cm a 

été réalisée sur le dos. A partir de cette ouverture, une incision du péritoine a été réalisée de 

chaque côté de l’abdomen. Les amas de graisse entourant les ovaires ont ainsi été mis en 

évidence. Les ovaires directement observables ont été séparés des cornes utérines après une 

ligature effectuée entre la corne utérine et l’ovaire. Durant une semaine, la blessure a été 

traitée à l’aide de la Betadine®.  

 Protocole expérimental 

          Les effets antioestrogéniques de l’extrait aqueux des écorces du tronc de A. 

macrophylla ont été évalués sur la base des modifications histologiques de l’utérus, du vagin 

et de la glande mammaire induites par le cotraitement avec l’œstradiol. Pour cette étude, deux 

doses thérapeutiques ont été utilisées : 75 et 150 mg/kg. La dose 37,5 mg/kg n’ayant pas 

induite des effets chimioprotecteurs sur les tumeurs mammaires, elle n’a pas été utilisée. Pour 

ce faire, vingt rates âgées de 10 - 12 semaines (150 g) ont été ovariectomisées. Après 14 jours, 

les animaux ont été distribués dans 4 lots de 5 animaux chacun. Le lot servant de témoin 

négatif (TN) a reçu le solvant de dilution des substances (eau distillée). Le lot témoin positif a 

Figure 17: Protocole d’évaluation des effets œstrogéniques et antiœstrogéniques in vitro. AM : 

Anthonotha macrophylla ; E2B: 17β-œstradiol benzoate 
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été traité à l’œstradiol valérate (E2V) à la dose suboptimale de 0,75 mg/kg PC. Les deux lots 

restants ont été co-traités avec l’œstradiol valérate (E2V) et l’extrait aqueux de A. macrophylla 

aux doses de 75 et 150 mg/kg. Les traitements ont été faits oralement à un volume 

d’administration de 2 mL/150 g pendant 3 jours. A l’issue des trois jours de traitement, les 

animaux ont été pesés. Ces animaux ont été ensuite sacrifiés et les organes tels que l’utérus le 

vagin et la glande mammaire ont été prélevés et fixés dans du formol 10% pour analyse 

histologique. Les utéri ont été préalablement pesés avant fixation (Figure 18). 

 

  

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Protocole d’évaluation des effets antiœstrogéniques de l’extrait aqueux de A. 

macrophylla in vivo. OVX = animaux ovariectomisés et traités à de l’eau distillée, E2V = 

animaux ovariectomisés et traités à l’œstradiol valérate à la dose de 0,75 mg/kg PC, E2V 

+AM = animaux ovariectomisés et co-traités à l’œstradiol valérate et à l’extrait aqueux de A. 

macrophylla  aux doses de 75 et 150 mg/kg PC.           
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II.2.5 Evaluation de la toxicité orale aigüe de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla  

          La toxicité aiguë par voie orale de l’extrait aqueux des écorces de A. macrophylla a été 

évaluée chez la rate suivant le protocole de l’OECD, ligne directrice n°423 pour les essais des 

substances chimiques adoptée le 17 décembre 2001 (OECD, 2001a). Les animaux ayant un 

poids moyen de 130  10 g et âgés de 8 à 10 semaines ont été répartis en deux lots de 3 rates 

chacun. Les animaux ont été soumis à un jeûne non hydrique la nuit précédant 

l’administration des substances. Après la période de jeûne, ils ont été pesés et le lot témoin a 

reçu de l’eau distillée; le lot test a reçu l’extrait aqueux de A. macrophylla à la dose de 2000 

mg/kg PC. L’eau et l’extrait ont été administrés par voie orale (2 mL/150 g PC). Après 

l’administration de l’eau distillée et de l’extrait, les animaux ont été de nouveau privés de 

nourriture, pendant 3 à 4 heures. Après traitement, les animaux ont été observés 

individuellement au moins une fois pendant les premières 30 minutes et régulièrement 

pendant les premières 24 heures, avec une attention particulière pendant les 4 premières 

heures. Ils ont été ensuite observés quotidiennement pendant 14 jours après l’administration 

des substances. La prise de la masse corporelle a été faite tous les 3 jours. Les signes cliniques 

de toxicité reposaient sur la respiration, les observations des modifications au niveau du 

comportement, de la peau, des yeux, des poils et de l’activité somato-motrice. L’attention a 

été aussi faite sur l’observation des diverses manifestations de convulsion, salivation, diarrhée 

et la mortalité. Au 15ième jour, les animaux ont été sacrifiés par décapitation et soumis à une 

nécropsie. Les organes (foie, reins, poumons, rate, estomac, glandes surrénales, cœur, ovaires 

et utérus) ont été prélevés, pesés et leurs masses relatives calculées (Figure 19).   
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Figure 19: Protocole d’évaluation de la toxicité orale aiguë de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla. 

II.2.6 Préparation de l’homogénat de la glande mammaire  

          L’homogénat utilisé dans ce travail a été préparé comme suit: 0,2 g d’organes pour 1 

mL de tampon. La glande mammaire inguinale droite a été coupée, pesée et broyée à l’aide du 

potter teflon-verre sur un bac de glace dans du tampon phosphate sodium (0,1 M ; pH 7,5). 

Après centrifugation à 3000 trs/min pendant 15 min à 5°C, le surnageant recueilli a été 

conservé à -20°C pour le dosage des protéines totales, du GSH, du MDA et la détermination 

de l’activité chétatrice.   

II.2.7 Histologie  

          Les techniques fondamentales décrites par Cannet (2004, 2006) ont été utilisées. Il 

s’agit de la fixation, la macroscopie, la déshydratation, l’inclusion, la coupe, la coloration et le 

montage des différents tissus.   

II.2.7.1 Fixation et macroscopie 

          La fixation est la première étape et la base de la préparation des tissus en vue de leur 

observation au microscope. Le but de la fixation est de préserver les cellules et les 

constituants tissulaires dans un état aussi proche que possible de celui du vivant et de 

permettre au tissu de passer par les étapes de la technique histologique sans changement ni 

déformation. Le fixateur utilisé dans cette étude était du formol à 10%.  
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          La macroscopie s’est déroulée comme suit: Les différents organes fixés ont été 

sectionnés suivant un plan bien définit (transversal ou longitudinal) et disposés dans des 

cassettes histologiques étiquetées. 

II.2.7.2 Déshydratation ou circulation 

           Elle comporte trois étapes à savoir: la déshydratation, l’éclaircissement et 

l’imprégnation. 

- La déshydratation consiste à débarrasser les tissus fixés de toute trace d’eau avant son 

inclusion dans la paraffine (en effet l’eau n’est pas miscible avec ce milieu d’inclusion). Pour 

ce procédé, 8 bacs d’alcool, à raison de 2 heures dans chaque bac, ont été utilisés 

successivement dans l’ordre ci-après: 1 bac d’éthanol à 80% (1 x 2 h), 4 bacs d’éthanol à 95% 

(4 x 2 h) et 3 bacs d’éthanol à 100% (3 x 2 h). 

- L’éclaircissement consiste à remplacer la solution de déshydratation par un solvant 

miscible dans le milieu d’inclusion. C’est une étape de transition réalisée par des 

hydrocarbures benzéniques à l’instar du xylène ou du toluène. Ainsi, après déshydratation, 

deux bains dans du xylène (2 x 2 h) ont suffi pour réaliser cette opération.  

- L’imprégnation consiste au remplacement de l’eau des cellules et des tissus par la 

paraffine qui durcit les prélèvements. En effet, l’obtention des coupes fines passe par la 

nécessité d’incorporer dans les tissus une substance neutre (la paraffine) qui durcit les 

fragments. Les cassettes contenant les fragments d’organes ont séjourné 4 h (2 x 2 h) dans de 

la paraffine en fusion (60° C).  

II.2.7.3 Inclusion et coupes 

          L’inclusion fournit un support externe aux tissus. Ce qui permet la réalisation des 

coupes au microtome. Les tissus ont été placés dans des moules en inox remplis de paraffine 

en fusion (60 °C) qui est mise à solidifier sur une surface froide après orientation appropriée 

du tissu dans le bloc. 

          Les blocs obtenus ont été coupés sur un microtome à volant de marque LEICA RM 

2125 RT. Des rubans de coupe de 5 mm d’épaisseur obtenus ont été étalés dans un bain-marie 

contenant de l’eau gélatinée. Au moyen de lames porte-objet propres et étiquetées, les coupes 

ont été recueillies et séchées à l’étuve à 45 °C pendant 24 h. 

II.2.7.4 Coloration   

          La coloration permet de voir les constituants d’une cellule et d’un tissu en leur faisant 

capter et fixer des colorants de façon sélective. La coloration utilisée dans ce travail est la 
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coloration à l’hématoxyline-éosine. L’hématoxyline colore les constituants acides du noyau 

en bleu-violacé et l’éosine colore les constituants basiques du cytoplasme en rose-rouge. La 

coloration s’est déroulée en deux étapes: le déparaffinage et la réhydratation d’une part et la 

coloration proprement dite d’autre part.  

- Les coupes ont été débarrassées de la paraffine (déparaffinage) dans des bains de xylène 

et réhydratées (réhydratation) dans des bains d’alcool à concentrations décroissantes jusqu'à 

l’eau distillée ; chaque bain ayant une durée de 5 min. Les coupes ont de ce fait séjournées 

dans les bains suivants: xylène (3 x 5 min), éthanol à 100 % (3 x 5 min), éthanol à 95% (1 x 5 

min), éthanol à 80 % (1 x 5 min) et eau distillée (1 x 5 min). 

- La coloration proprement dite a été réalisée en plaçant les coupes d’organes déparaffinées 

successivement dans les bains suivants: Hématoxyline de Harris (2 x 5 min), eau de robinet (2 

x 5 min), éthanol à 70% (1 x 5 min), éthanol à 95% (1 x 5 min), éosine alcoolique à 0,5% (1 x 

5 min) et eau de robinet (1 x 5 min). 

II.2.7.5 Montage   

          Une lamelle de verre a été utilisée pour protéger et conserver les coupes. Les coupes 

déshydratées ont été montées en utilisant comme milieu de montage la résine synthétique (le 

Baume de Canada) qui est non miscible à l’eau. Le montage s’est fait en deux étapes: la 

déshydratation dans trois bains d’alcool absolu (3 x 5 min) et l’éclaircissement dans trois 

bains de xylène (3 x 5 min).  

II.2.8 Analyse hématologique  

          Les cellules en passant à travers une ouverture déplacent un volume égal de fluide 

conducteur. De plus un courant électrique est appliqué au niveau de cette ouverture. Chaque 

passage d’une cellule à travers l’ouverture provoque alors une augmentation de la résistance 

électrique. Cette augmentation est traduite en impulsions électriques dont la hauteur est 

directement proportionnelle au volume cellulaire. Le nombre de globules rouges est déterminé 

par le total d’impulsions enregistrées. 

          Les paramètres hématologiques suivants ont été déterminés au Laboratoire de 

Biochimie de l’Hôpital Central de Yaoundé (Cameroun) au moyen d’un analyseur Humacount 

30 qui compte automatiquement les cellules sanguines de l’échantillon de sang. Il s’agit du 

taux de globules blancs (lymphocytes, monocytes, et granulocytes), de globules rouges, 

d’hématocrite, du volume corpusculaire moyen (MCV), des plaquettes sanguines, de la teneur 

corpusculaire moyenne en hémoglobine (MCH), d’hémoglobine (Hb), et de la concentration 

corpusculaire moyenne en hémoglobine (MCHC). 
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II.2.9 Analyses sériques 

          Les réactifs du kit CHRONOLAB SYSTEMS (Barcelone, Espagne) ont été utilisés 

pour effectuer les analyses sériques par la méthode enzymatique.  

II.2.9.1 Dosage du cholestérol total 

- Principe   

 Le schéma du principe est le suivant: 

 

 

 

 

CHE = Cholestérol Estérase, CHOD = Cholestérol Oxydase, POD = Péroxydase  

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration de cholestérol présent 

dans l’échantillon testé. 

- Protocole de dosage du cholestérol total 

       Le tableau V indique le mode opératoire du dosage du cholestérol total. 

Tableau V: Mode opératoire du dosage du cholestérol total 

                           Tubes        Blanc           Etalon Essai 

Réactif du dosage 

Etalon 

Echantillon (Sérum) 

Eau distillée 

      1 mL 
 
       --- 
       --- 
      10 µL 
        

            1 mL 
 
           10 µL 
              --- 
              ---                                 

 

 1 mL 
 
   --- 
10 µL 
   --- 
   
 

Les tubes ont été homogénéisés et laissés au repos pendant 10 minutes à température 

ambiante. Les absorbances ont été lues à 505 nm contre le blanc à l’aide d’un 

spectrophotomètre (de marque SPEKOL1300).  

 

- Détermination de la concentration du cholestérol total  

 

 

Cholestérol + O2 4-Cholesténone + H2O2 
CHOD 

2 H2O2 + Phénol + 4 - Aminophénazone Quinonéimine + 4H2O 
POD 

Cholestérol ester + H2O Cholestérol + Acide gras libre 
CHE 

Réactifs 

(A) Echantillon – (A) Blanc 

(A) Etalon – (A) Blanc 

Conc.cholestérol (mg/dL) = × conc. de l’étalon (200 mg/dL) 

Conc = Concentration, A = Absorbance. 
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II.2.9.2 Dosage du cholestérol HDL  

- Principe  

          Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) et les lipoprotéines de faible densité 

(LDL) du sérum ou plasma se précipitent avec le phosphotungstate en présence d’ions 

magnésium. Après leur centrifugation, le surnageant contient les lipoprotéines de haute 

densité (HDL). La fraction de cholestérol HDL est déterminée en utilisant le réactif de dosage 

du cholestérol total (Grove, 1979 ; Naito, 1984). 

- Méthode  

          Le tableau VI décrit le mode opératoire du dosage du HDL cholestérol. 

Tableau VI: Mode opératoire du dosage du  HDL cholestérol  

 

- Détermination de la concentration du HDL cholestérol  

 

 

 

II.2.9.3 Dosage de la bilirubine 

- Principe  

          La bilirubine totale réagit avec l'acide sulfanilique diazoté en présence de DMSO pour 

former un composé coloré. La bilirubine conjuguée réagit avec l'acide sulfanilique diazoté 

pour former un composé de couleur rouge. L'intensité de la couleur est proportionnelle à la 

concentration en bilirubine dans l’échantillon. 

- Méthode  

          Le tableau VII indique le mode opératoire du dosage de la bilirubine totale. 

 

 

 

 

                                          Tubes Tube à centrifuger 

Réactif précipitant 100 µL 

Echantillon 1 mL 

Les tubes ont été laissés au repos pendant 10 minutes à température ambiante.  Par la suite le 

mélange a été centrifugé 20 min à 4000 trs/min et le surnageant recueilli a été dosé. 

(A) Echantillon – (A) Blanc 

(A) Etalon – (A) Blanc 
Conc.HDLCholestérol (mg/dL) = × conc. de l’étalon (50 mg/dL) 

Réactifs 
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Tableau VII: Mode opératoire du dosage de la bilirubine 

                                    Tubes Blanc Essai 

Réactif 2   100 µL 100 µL 

Réactif 3 /   50 µL 

Echantillon (Sérum)  

 

100 µL  100 µL  

Après avoir fait le mélange, les tubes ont été laissés au repos pendant 5 minutes 

à température ambiante.  Par la suite les absorbances ont été lues à 555 nm 

contre l’eau distillée. 

 
- Détermination de la concentration de bilirubine totale 

Bilirubine totale (µmol/L) = (A Echantillon – A Blanc) × 327  

A= absorbance 

II.2.9.4 Dosage de la créatinine  

- Principe  

          Le test repose sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. La créatinine 

réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe rouge. L'intervalle de temps choisi pour 

les mesures évite les interférences d'autres composants du sérum. L'intensité de la couleur 

formée est proportionnelle à la concentration de créatinine dans l'échantillon (Murray, 1984).  

- Méthode  

          Le tableau VIII indique le mode opératoire du dosage de la créatinine. 

Tableau VIII: Mode opératoire du dosage de la créatinine 

                                Tubes   Blanc  Etalon  Essai  

Réactif du dosage   1 mL  1 mL  1 mL  

Etalon  /  100 µL  /  

Echantillon (Sérum)  /  /  100 µL  

Eau distillée 100 µL /    / 

 Les absorbances (A1) et (A2) ont été lues respectivement après 30 et 90 secondes (longueur d’onde = 492 

nm) suivant l’ajout de l'échantillon. Par la suite la variation des absorbances ∆A= A2 – A1 a été calculée. 

 

Réactifs 

Réactifs 
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- Détermination de la concentration de la créatinine 

 

 

  ∆A= variation de l’absorbance 

II.2.9.5 Dosage des protéines totales par la méthode de Biuret  

- Principe 

          En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de sels 

de cuivre ; ces sels contiennent de l’iodure qui agit comme un antioxydant. L’intensité de la 

couleur formée est proportionnelle à la concentration de protéines totales dans l’échantillon 

testé (Koller, 1984 ; Burtis et Ashwood, 1999).  

- Méthode 

          Le tableau IX présente le mode opératoire du dosage des protéines totales. 

Tableau IX: Mode opératoire du dosage des protéines totales 

                            Tubes   Blanc Etalon Essai 

Réactif du dosage   1 mL  1 mL  1 mL  

Etalon   /  25µL  /  

Echantillon  /  /  25µL  

Eau distillée 25µL /  / 

Après avoir introduit les différents réactifs, les tubes ont été laissés au repos pendant 10 minutes à 

température ambiante. Par la suite les absorbances ont été lues à 540 nm contre le blanc à l’aide d’un 

spectrophotomètre. La coloration était stable pendant 30 minutes. 

 
- Détermination de la concentration de la concentration des protéines totales 

 

 

II.2.10 Protocoles de dosages des paramètres du stress oxydant 

II.2.10.1 Protocoles de dosages in vitro des paramètres du stress oxydant 

II.2.10.1.1 Activité antiradicalaire DPPH 

          L’activité antiradicalaire DPPH de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla a été 

évaluée suivant le protocole décrit par Katalini´c et al. (2004). 

(∆A) Echantillon – (∆A) Blanc 

(∆A) Etalon – (∆A) Blanc 

Conc.créatinine (mg/dL) = × conc. Etalon (2 mg/dL) 

(A) Echantillon  

(A) Etalon 
Conc.Protéines totales (g/dL) = × conc. Etalon (7g/dL) 

Réactifs 
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- Principe 

          Il repose sur la réduction du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrilhydrazyl) de couleur 

violette en un composé de couleur jaune par transfert de l’atome d’hydrogène pour former le 

DPPH-H stable (1,1-diphényl-2-picrilhydrazine). L’intensité de la coloration, mesurée au 

spectrophotomètre à 517 nm, est inversement proportionnelle à l’activité antiradicalaire des 

composés contenus dans l’extrait à analyser. 

 

 

 

 

 

 

- Mode opératoire 

          Dans différents tubes à essai, ont été introduits: 500 μL d’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla aux concentrations 500 ; 1000 ; 1500 ; 2000 et 2500 μg/mL et 500 μL d’une 

solution méthanolique de DPPH 400 μM fraichement préparée. L’acide férulique aux 

concentrations 1; 10 ; 100 et 1000 μg/mL a été utilisé comme standard. La solution témoin 

était constituée d’un mélange de 500 μL d’eau distillée et de 500 μL de la solution DPPH. 

Après 30 min d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, la lecture de la densité 

optique a été faite à 517 nm au spectrophotomètre UV-1605 Shimadzu contre le blanc 

constitué d’un mélange de 500 μL de méthanol et de 500 μL d’eau distillée. 

          L’activité antiradicalaire a été exprimée en pourcentage de radical DPPH• réduit et 

calculée comme suit :  

 

 

II.2.10.1.2 Activité antiradicalaire ABTS 

         Elle a été faite selon le protocole décrit par Re et al. (1999). 

- Principe : En présence d’antioxydant donneur de proton, le radical ABTS.+ de couleur verte 

arrache un proton conduisant à l’ABTS+ ; ce qui entraine une décoloration de la solution avec 

une absorption maximale à 734 nm. 

                                            ABTS
.+ +  ΦOH → ABTS+ + ΦO 

ΦOH: Antioxydant donneur de proton ;                              ΦO : Antioxydant réduit. 

 ABTS
. +:    Radical piégeur de proton                                 ABTS+ : Radical stable 

Activité antiradicalaire (%) = [1- (DO échantillon 517/DO témoin 517)] ×100 



 
68 

- Mode opératoire 

          Dans différents tubes, ont été introduits : 500 μL d’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla aux concentrations 500 ; 1000 ; 1500 ; 2000 et 2500 μg/mL et 500 μL du réactif 

ABTS fraichement préparé.  

          La densité optique a été déterminée à 734 nm au spectrophotomètre UV-1605 

Shimadzu après 30 min d’incubation à température ambiante et à l’obscurité contre de l’eau 

distillée (Blanc). L’acide férulique a été utilisé comme standard aux concentrations de 0,1; 1; 

10 ; 100 et 1000 μg/mL. L’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla a été remplacé par de 

l’eau distillée dans la solution contrôle. 

          L’activité antiradicalaire a été exprimée en pourcentage de radical ABTS• réduit et 

calculée comme suit :  

 

 

II.2.10.1.3 Activité antioxydante in vitro par la méthode de FRAP  

- Principe  

          Cette méthode repose sur la capacité d’un antioxydant à réduire le fer à faible pH. En 

effet, en milieu acide, le complexe tripyridyltriazine ferrique (Fe3+-TPTZ) est réduit en 

complexe tripyridyltriazine ferreux (Fe2+-TPTZ) de couleur bleu intense absorbant à 593 nm 

et dont l’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité d’antioxydants présents 

dans le milieu réactionnel (Benzie et Strain, 1996). 

- Mode opératoire  

          Dans un tube à essai, ont été introduits : 100 µl d’extrait de concentration 200 µg/ml; 

500 µl de réactif de Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP).  

          L’acide gallique a été utilisé comme standard. La densité optique a été déterminée à 593 

nm au spectrophotomètre UV-1605 Shimadzu après 30 min d’incubation à température 

ambiante et à l’obscurité contre de l’eau distillée. L’activité réductrice du fer a été exprimée 

en µg équivalent d’acide gallique (EAG)/mg d’extrait sec. 

II.2.10.2 Protocoles de dosage des paramètres du stress oxydant dans l’homogénat de la 

glande mammaire 

II.2.10.2.1 Dosage du malondialdéhyde 

          Le dosage du malondialdéhyde (MDA) a été effectué suivant la méthode décrite par 

Wilbur et al. (1949). Les composés carbonylés à l’instar du malondialdéhyde issu de la 

décomposition des hydropéroxydes d’acides gras réagissent avec l’acide thiobarbiturique 

Activité antiradicalaire (%) = [1- (DO échantillon 734/DO témoin 734)] x100 
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(TBA) pour donner des chromophores dont la concentration est déterminée par la lecture de 

l’absorbance à 532 nm. Le tableau X présente la procédure adoptée. 

Tableau X: Protocole de dosage du malondialdéhyde 

 

 

 

 

 

 

 

 

TCA: “Trichloroacetic acid”; TBA: “Thiobarbituric acid” 

          La concentration en MDA a été exprimée en mmol. Le calcul a été effectué en utilisant 

la loi de Beer-Lambert : DO = .C.L. 

Soit ���	(����) =
��×���			

ɛ×�
 avec : 

DO = densité optique mesurée en 532 nm ; 

 ɛ = coefficient d’extinction  molaire (1,56 x 105 M-1. Cm-1) ; 

 C = MDA : concentration du malondialdéhyde dans l’homogénat (mmol) ; 

 L = longueur de la cuve (1 Cm). 

II.2.10.2.2 Dosage du glutathion réduit  

          Le dosage du glutathion réduit (GSH) a été réalisé suivant la méthode décrite par 

Ellman (1959). L’acide 2,2-dithio-5,5’-dibenzoïque (DTNB) réagit avec les groupements SH 

du glutathion pour former un complexe coloré jaune qui absorbe à 412 nm. Dans un tube à 

essai, ont été introduits 10 mL d’homogénat et 1500 mL de réactif d’Ellman. Après agitation 

au vortex, les tubes ont été laissés au repos pendant 60 min à température ambiante pour le 

développement de la coloration. Dans le tube blanc, les échantillons ont été remplacés par du 

tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4 (10 mL). L’absorbance de chaque tube a été lue à 412 nm 

contre le tube blanc.  

La concentration en GHS a été exprimée en mmol. Le calcul a été effectué en utilisant la loi de 

Beer-Lambert : DO = .C.L.  

Soit ���	(m���) =
��	�	���

ɛ×�
 avec : 

DO = densité optique mesurée en 412 nm ; 

Réactifs (µL) Blanc Essai 

Homogénat  - 100 

Eau distillée  100 - 

Solution TCA-TBA 2000 2000 

- Homogénéisation et chauffage à 100 oC (15 min). 

- Refroidissement et centrifugation à 3000 trs/min (5 min). 

- Lecture de l’absorbance à 532 nm contre le blanc. 
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 ɛ = coefficient d’extinction  molaire (1,36 x 104 M-1. Cm-1) ; 

C = GSH : concentration du glutathion dans l’organe (mmol) ; 

 L = longueur de la cuve (1 Cm). 

II.2.10.2.3 Activité antioxydante in vivo par la méthode de FRAP 

          La détermination du potentiel antioxydant (in vivo) de Anthonotha macrophylla a été 

effectuée suivant la méthode de FRAP adaptée de Benzie et Strain (1996). Cette méthode 

mesure la capacité à réduire le fer à un pH bas (3,6). Une intense coloration bleue est formée 

lorsque le complexe (TPTZ) ferrique réduit en tripyridyltriazne fer et l’absorbance est 

mesurée à 593 nm.  

[Fe(TPTZ)2]3+                                [Fe(TPTZ)2]2+ 

          Le tableau XI présente la procédure d’établissement de la courbe d’étalonnage.  

Tableau XI: Etablissement de la courbe d’étalonnage du potentiel antioxydant in vivo 

             Tubes 

 

Réactifs (µL) 

Etalons 

1 2 3 4 

Fe2SO4 µM  0 75 150 300 

Fe2SO4 300 µM  0 150 300 600 

Eau distillée  2000 1775 1550 1100 

- Homogénéisation et incubation à température ambiante (12 min). 

- Lecture de l’absorbance à 593 nm contre le blanc (étalon 1). 

 

Le tableau XII indique la procédure de dosage de la « Ferric Reducing Antioxidant Power » 

dans les homogénats de la glande mammaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antioxydant 
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 Tableau XII: Protocole de dosage de la « Ferric Reducing Antioxidant Power »  in vivo 

 

 

   

 

 

 

 

          La 

concentration de [Fe2SO4] des échantillons est déterminée en utilisant une équation de 

régression obtenue à partir de la courbe d’étalonnage. 

          La capacité antioxydante a été exprimée en mmol de [Fe2SO4]. 

II. 2.11 Protocoles de dosages des groupes de composés polyphénoliques  

II.2.11.1 Protocole de dosage des polyphénols totaux 

          La détermination de la concentration en polyphénols totaux de A. macrophylla a été 

effectuée suivant la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965). 

 Principe: Les polyphénols en milieu alcalin réduisent les acides phosphotungstiques et 

phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteu en un mélange d’oxyde bleu de tugstène et 

de molybdène qui absorbent la lumière à 760 nm. 

 Mode opératoire 

           Le réactif Folin-Ciocalteu (75 µL) a été ajouté à 750 µL d'extrait de A. Macrophylla (1 

mg/mL). Au bout de 3 minutes, 750 µL de Na2CO3 (20%) ont été ajoutés au mélange, puis 

incubés pendant 30 minutes à l'obscurité. L'absorbance a été déterminée à 760 nm à l'aide d'un 

spectrophotomètre Shimadzu UV-VIS 1605. Une courbe d’étalonnage a été obtenue à l'aide 

de solutions de quercétine à des concentrations de 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 et 100 µg / mL dans le 

but de déterminer la concentration d’extrait polyphénolique équivalent à la quercétine. 

II.2.11.2 Protocole de dosage des flavonoïdes et flavonols 

          La quantité de flavonoïdes totaux dans l’extrait de A. macrophylla a été obtenue en 

utilisant la méthode colorimétrique décrite par Chang et al. (2002).  

 Principe : Le chlorure d’aluminium forme avec les groupements C-4 et C-3 ou C-5 

hydroxy des flavones et flavonols (flavonoïdes), des complexes acides stables. Il forme 

                  Tubes 

 

Réactifs (µL) 

Blanc Essai 

Homogénat  - 75 

Eau distillée  75 - 

Réactif de FRAP  2000 2000 

- Homogénéisation et incubation, à température ambiante (12 min).  

- Lecture de l’absorbance à 593 nm contre le blanc. 
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également des complexes acides labiles, avec les groupes ortho-dihydroxy dans l’anneau A- 

ou B- des flavonoïdes. 

 Mode opératoire 

          Dans le cas de la détermination des flavonoïdes, l’extrait de A. macrophylla (1 mg/mL) 

a été mélangé avec 100 µL de chlorure d'aluminium à 10% et 100 µL d’acétate de sodium 1 

M. Le mélange est resté à la température ambiante pendant 40 minutes. L’absorbance a été 

déterminée à 415 nm à l'aide d’un spectrophotomètre Shimadzu UV-VIS 1605. La courbe 

d’étalonnage a été obtenue à l’aide de solutions de quercétine à des concentrations de 6,25 ; 

12,5 ; 25 ; 50 et 100 µg/mL dans de l’éthanol. La méthode colorimétrique au chlorure 

d’aluminium a été utilisée pour la détermination des flavonols, mais la période d’incubation 

était de 150 min et l’absorbance du mélange réactionnel a été déterminée à 440 nm. Les 

expériences ont été répétées 3 fois.  

 Expression des résultats : Les flavonoïdes et les flavonols totaux ont été exprimés en 

équivalent de quercétine/mg de poids sec, qui est un composé de référence courant. Les 

concentrations en flavonoïdes et en flavanols ont été déterminées par extrapolation sur des 

courbes d’étalonnage.   

II.2.11.3 Protocole de détermination de la teneur en protéines totales 

          La quantité de protéines présentes dans l’extrait aqueux de A. macrophylla a été 

déterminée par la méthode de Bradford (1976) en utilisant le sérum albumine bovine (BSA) 

comme standard.  

 Principe : En présence des chaînes latérales des acides aminés basiques (lysine, arginine, 

histidine), aromatiques et sur les fonctions amines libres de la chaîne polypeptidique, le bleu 

de Coomassie G250 forme un complexe chromogène de coloration bleu, présentant un 

maximum d’absorption à 595 nm. 

 Mode opératoire 

          Après introduction de l’extrait de A. macrophylla (1 mg/mL) dans le milieu, a été 

ajouté, le réactif de Bradford fraîchement préparé et  le mélange a été incubé pendant 30 min 

à l’obscurité. L’absorbance a été déterminée à 595 nm à l’aide d'un spectrophotomètre 

Shimadzu UV-VIS 1605. La courbe d’étalonnage a été obtenue à l’aide de solutions de BSA à 

des concentrations de 20 ; 40 ; 60 ; 80 et 100 µg / mL. 

 Détermination de la quantité de protéines : La concentration en protéines a été 

déterminée par extrapolation sur la courbe d’étalonnage.   
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II.2.12 Analyse microscopique et expression des résultats  

          L’analyse microscopique de même que la détermination de la taille des différents 

épithélia ont été effectuées au moyen d’un équipement complet consistant en un microscope 

AxiosKop 40 relié à un ordinateur où les images sont transférées, éditées et analysées avec les 

logiciels MRGrab 1.0 et AxioVision 3.1, tous fournis par ZEISS (Hallbermoos, Allemagne).  

II.2.12.1 Masse des organes frais   

          La masse relative d’un organe (MRO) en mg/kg de la masse corporelle a été déterminée 

par la formule suivante : MRO (mg/kg) = MO (mg)/ MC (kg).  

MRO = masse relative des organes, MO = masse des organes, MC = masse corporelle.  

II.2.12.2 Taille des épithélia   

          La taille des épithéliums utérin et vaginal a été exprimée en μm et déterminée sur les 

microphotographies grâce aux logiciels MRGrab 1.0 et AxioVision 3.1.  

II.2.12.3 Méthode d’examination des glandes mammaires   

          Les indicateurs de l’effet anticancéreux de l’extrait sur la glande mammaire ont été: une 

faible hyperplasie au niveau des lobules (faible prolifération cellulaire), une faible dilatation 

des conduits lobulaires et une faible diminution des tissus adipeux et conjonctif (Wafa et al., 

2008).  

II.2.12.4 Paramètres tumoraux  

 Incidence des tumeurs   

          C’est le pourcentage d’animaux atteints dans un groupe. 

 

 

 Charge tumorale 

          C’est la somme des masses totales des tumeurs des animaux d’un groupe. 

  

 Pourcentage d’inhibition lié à la charge tumorale 

   

 

 Volume des tumeurs 

Incidence des tumeurs (%) = 
Nombre d’animaux atteints 

Nombre total des animaux 
× 100 

Charge tumorale (mg/kg) = Ʃ masses relatives totales des tumeurs  

% inhibition = 
Charge tumorale (DMBA) – charge tumorale (groupe test) 

Charge tumorale (DMBA) 

(Silehe et al., 2017) 
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II.2.13 Analyse statistique  

          L’analyse des variances (ANOVA) suivie du test de Dunnett pour les comparaisons 

multiples ont été utilisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism version 6.0 pour les tests in vivo. 

Toutes les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard sur la 

moyenne (ESM). La significativité a été fixée à p < 0, 05. Les expériences in vitro ont été 

effectuées en triplicata et répétées trois fois et le logiciel Sigma plot software a été utilisé pour 

traiter les résultats.  

 

 

 

 

Volume des tumeurs (cm3) = Longueur × largeur × épaisseur × π/6  (Faustina et al., 2013) 
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CHAPITRE III : 
RESULTATS ET DISCUSSION 
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III.1 Résultats 

III.1.1 Effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  sur le 

cancer du sein induit par le DMBA  

III.1.1.1 Effets sur la masse corporelle  

          La figure 20 présente l’évolution de la masse corporelle des animaux pendant 28 

semaines de traitement. Tous les animaux ont présenté une croissance continuelle durant la 

période de traitement. Aucune différence significative n’a été notée sur la masse des animaux 

entre les différents groupes à l’exception de ceux recevant le tamoxifène et l’extrait de A. 

macrophylla à la dose de 75 mg/kg (au jour 56). Les animaux recevant le tamoxifène avaient 

une masse corporelle moyenne significativement plus petite (p ˂ 0, 01) que celle du groupe 

témoin négatif.  

 

Figure 20: Effets de A. macrophylla sur la masse corporelle des animaux. Les données sont présentées 

sous forme de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 et ** p < 0,01 comparé au témoin négatif. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant l’eau distillée; DMBA = Animaux du groupe témoin négatif 

DMBA recevant l’eau distillée; TAMOX+ DMBA = Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg. AM+ DMBA = Animaux recevant l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. 
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III.1.1.2 Effets sur l’incidence, la charge, le volume et la morphologie des tumeurs 

mammaires 

          Les données de l’activité chimiopréventive de l’extrait aqueux de A. macrophylla sur 

l’incidence des tumeurs mammaires, la charge totale des tumeurs et le volume des tumeurs 

après 28 semaines de  traitement sont présentés dans le tableau XIII. Le cancer du sein a été 

induit par administration unique du DMBA à la dose de 70 mg/kg Aucune tumeur n’a été  

observée chez les animaux normaux tandis que les animaux du groupe DMBA ont eu une 

incidence de 100% de tumeurs mammaires  à la fin de l’expérience. Dans le groupe tamoxifène, 

les animaux ont montré une réduction significative (p < 0,001) de l’incidence des tumeurs, de 

la charge totale des tumeurs (p < 0,01) et du volume des tumeurs comparé au groupe DMBA. 

L’extrait de A. macrophylla (75 et 150 mg/kg) a réduit significativement l’incidence des 

tumeurs (30% à la dose de 75 mg/kg et 50% à la dose de 150 mg/kg), la charge totale des 

tumeurs (70% à la dose de 75 mg/kg et 53,28% à la dose de 150 mg/kg), et le volume des 

tumeurs (0,26 cm3 à la dose de 75 mg/kg et 0,59 cm3 à la dose de 150 mg/kg) comparé au groupe 

DMBA (1,25 cm3). 

          La figure 21 illustre les effets chimiopréventifs de l’extrait de A. macrophylla sur les 

volumes et les masses moyennes des tumeurs mammaires après 28 semaines de traitement. Les 

rats traités avec l’extrait de A. macrophylla aux doses de 75 et 150 mg/kg et au tamoxifène ont 

montré une réduction de la masse des tumeurs mammaires comparé au groupe témoin DMBA. 
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Tableau XIII: Activité chimiopréventive de l’extrait de A. macrophylla sur le cancer du sein après 28 semaines de traitement 
 

 

 

 

 

 

Les données sont représentées sous forme de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 ; ** p < 0,01 et *** p < 0,001  comparé au témoin négatif. ###p < 0,001 

comparé au témoin normal. NOR = Animaux du groupe témoin normal recevant l’eau distillée; DMBA = Animaux du groupe témoin négatif DMBA 

recevant l’eau distillée; TAMOX+ DMBA = Animaux du groupe témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg. AM+ DMBA = Animaux 

recevant l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. 

 

 

 

 

 

  

 

                          Groupes 

Paramètres 

NOR DMBA TAMOX + DMBA AM37,5 + DMBA AM75 + DMBA AM150 + DMBA 

Nombre de rats avec tumeurs/rats totaux 0/10 10/10 2/10 6/10 3/10 5/10 

 Incidence des tumeurs (%) 0 100 20*** 60 30** 50* 

Charge totale des tumeurs (mg/kg) 0 318,32 88,05** 298,72 98,16** 148,7* 

% Inhibition de la charge des tumeurs - - 72,33 6,15 70,00 53,28 

Volume des tumeurs (cm3) - 1,25 ± 0,05 0,25 ± 0,03*** 0,86 ± 0,04 0,26 ± 0,03*** 0,59 ± 0,08** 



 
79 

 

Figure 21: Effets de A. macrophylla sur le volume (B) et la masse moyenne des tumeurs (C). Les 

données sont présentées sous forme de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 ; ** p < 0,01 et *** p < 

0,001  comparé au témoin négatif. ###p < 0,001 comparé au témoin normal. NOR = Animaux du groupe 

témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe témoin négatif 

DMBA recevant le véhicule; TAMOX+ DMBA = Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM+ DMBA = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. 

macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. 
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III.1.1.3 Effets de l’extrait sur les microarchitectures des glandes mammaires 

          Après 28 semaines de traitement, les microarchitectures des glandes mammaires des 

animaux normaux présentent des acini normaux, avec des conduits étroits, et disséminés dans 

un volume de tissu adipeux. Les glandes mammaires des animaux traités avec le DMBA étaient 

caractérisées par une hyperplasie des lobules et une dilatation des conduits mammaires avec 

diminution du tissu adipeux. Aucun signe d’hyperplasie n’a été observé sur les glandes 

mammaires des animaux traités avec le tamoxifène. Les rates traitées avec l’extrait de A. 

macrophylla ont développé une hyperplasie aux doses de 37,5 et de 150 mg/kg. Cependant, les 

animaux qui ont reçu l’extrait de A. macrophylla à la dose de 75 mg/kg ont présenté une 

histoarchitecture quasi normale (Figure 22).  
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Figure 22: Effets  de l’extrait aqueux de A. macrophylla sur les glandes mammaires après 28 semaines 

de traitement. NOR = Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA 

= Animaux du groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe 

témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM= Animaux recevant l’extrait aqueux 

de A. macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg respectivement. Ac = Acinus; TA = Tissu 

adipeux; TF = Tissu fibreux; L = Lobule; CA = Conduit atypique; UHL = Unité hyperplasique lobulaire. 

 

20 µm 
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III.1.1.4 Effets de l’extrait sur le statut oxydant dans la glande mammaire 

          Le statut oxydant dans les homogénats des glandes mammaires est présenté sur la figure 

23. L’augmentation du taux de MDA et la diminution du taux de GSH et de la force de réduction 

du Fe3+ ont été observées dans les glandes mammaires des rats DMBA comparés aux animaux 

normaux. L’extrait de A. macrophylla a significativement (p < 0,01) diminué le taux de MDA 

dans les glandes mammaires aux doses de 37,5 et de 150 mg/kg. L’extrait de A. macrophylla a 

induit une augmentation significative (p < 0,05) du taux de GSH aux doses de 37,5 et de 75 

mg/kg et de la force de réduction du Fe3+ à la dose de 150 mg/kg comparé au groupe DMBA. 

Dans le groupe tamoxifène, les animaux ont montré une augmentation significative (p < 0,05) 

du taux de GSH et de force de réduction du Fe3+ (p < 0,01) dans les glandes mammaires. 
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Figure 23: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur les taux de GSH (A) et de MDA (B) et la force 

de réduction du Fe3+ (C) dans les glandes mammaires. Les données sont représentées sous forme 

de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 ; ** p < 0,01 comparé au témoin négatif. NOR = Animaux 

du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe 

témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif traités 

au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla 

aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg.     
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III.1.1.5 Effets de l’extrait sur les cibles primaires des œstrogènes 

III.1.1.5.1 Sur l’épithélium utérin 

          Sur l’utérus, aucune différence significative n’a été observée entre la taille de 

l’épithélium utérin des animaux normaux, et celle des animaux du groupe DMBA. Le 

tamoxifène a significativement (p < 0,05) augmenté la taille de l’épithélium utérin en 

comparaison au groupe DMBA. A. macrophylla à toutes les doses testées n’a induit aucune 

variation significative de la taille de l’épithélium utérin comparé aux rates du groupe DMBA 

(Figure 24). L’épithélium utérin est uni stratifié simple comportant deux types de cellules (les 

cellules volumineuses, claires et les cellules sécrétrices, plus étroites et foncées). La 

microphotographie de l’utérus du groupe témoin négatif montre une réduction de la taille de 

l’épithélium utérin comparé au groupe normal. 
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Figure 24: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur l’utérus. Représentations graphiques des tailles 

des épithélia  utérin (A)  et microarchitectures  (H&E, 400X) de l’utérus (B) après 28 semaines de 

traitement. NOR = Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = 

Animaux du groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule ; TAMOX= Animaux du groupe 

témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM= Animaux recevant l’extrait aqueux 

de A. macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg respectivement. My = Myomètre ; En = 

Endomètre ; Lu = Lumière utérine. 

III.1.1.5.2 Sur l’épithélium vaginal 

          La figure 25 montre que le DMBA n’a pas affecté la taille de l’épithélium vaginal qui est 

restée similaire à celle des animaux du groupe normal. Le tamoxifène tout comme l’extrait de 

A. macrophylla n’a pas affecté ce paramètre qui est resté similaire à celui du groupe DMBA. 

L’épithélium vaginal est pavimenteux, stratifié et non kératinisé. On distingue trois couches : 

la couche basale et parabasale (couche de multiplication des cellules), la couche intermédiaire 

(couche de maturation) et la couche superficielle (couche de desquamation). La 

microphotographie du vagin du groupe témoin négatif montre une augmentation  de la taille de 

l’épithélium vaginal comparé au groupe normal. 
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Figure 25: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur le vagin. Représentation graphique des tailles des 

épithélia vaginaux (A) et microarchitectures  (H&E, 400X) du vagin (B) après 28 semaines de 

traitement. CGe = Couche germinative; C = Couche cornée; Ch = Chorion; Lv = Lumière vaginal. NOR 

= Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe 

témoin négatif DMBA recevant le véhicule ; TAMOX= Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM= Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux 

doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg respectivement.  

A 
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III.1.1.6 Evolution du statut cancéreux des glandes mammaires sur quelques organes 

cibles 

          Au terme de 28 semaines de traitement, aucune métastase du cancer du sein n’a été 

observée sur le foie (Figure 26), les poumons (Figure 27), le cerveau (Figure 28), l’os (Figure 

29) et les reins (Figure 30). Le DMBA n’a pas affecté le foie, les poumons, le cerveau, l’os et 

les reins qui sont restés similaires à ceux des animaux du groupe normal. Le tamoxifène et 

l’extrait de A. macrophylla n’ont pas affecté ces organes qui sont restés similaires à ceux du 

groupe DMBA. 

Figure 26: Microarchitectures (H&E, 400X) du foie après 28 semaines de traitement. NOR = Animaux 

du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe témoin 

négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif traités au tamoxifène 

à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux doses de 37,5 

; 75 et 150 mg/kg. Vc =  Veine centrale; H = Hépatocyte; S = Sinusoïdes. 

20 µm 
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Figure 27: Microarchitectures (H&E, 400X) des poumons après 28 semaines de traitement. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe 

témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux 

doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. A = Alvéole; Sa = Sac alvéolaire. 

 

 

 

 

 

Figure 28: Microarchitectures (H&E, 400X) du cerveau après 28 semaines de traitement. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du 

groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif 

traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. 

macrophylla aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. Ne = Neurone; Co = Cortex. 
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Figure 29: Microarchitectures (H&E, 400X) du fémur après 28 semaines de traitement. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe 

témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux 

doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. OT = Os trabéculaire; MO = Moelle osseuse.  
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Figure 30: Microarchitectures (H&E, 400X) des reins après 28 semaines de traitement. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe 

témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX = Animaux du groupe témoin positif traités au 

tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM = Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux 

doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg. G = Glomérule; Td = Tube distal. 

III.1.1.7 Effets de l’extrait sur la masse relative des organes frais 

          Le tableau XIV présente les masses relatives de plusieurs organes après 28 semaines de 

traitement avec A. macrophylla. Aucune différence significative n’a été observée sur la masse 

des organes chez les animaux ayant reçu le DMBA, exception faite sur la masse de la rate qui 

a significativement (𝑝𝑝 < 0,001)  diminué en comparaison aux rats normaux. Le traitement avec 

le tamoxifène a significativement diminué la masse de l’utérus (𝑝𝑝 < 0,001) et augmenté les 

masses du cerveau (𝑝𝑝 < 0,001), des poumons (𝑝𝑝 < 0,05) et de la rate (𝑝𝑝 < 0,05) en comparaison 

au groupe témoin DMBA. Concernant le traitement avec l’extrait de A. macrophylla, il a induit 

une diminution significative (𝑝𝑝 < 0,001) de la masse  de l’utérus à toutes les doses testées, 

pendant que la masse des poumons a augmenté de façon significative (𝑝𝑝 < 0,001) à la dose de 

150 mg/kg. Aucune différence significative n’a été observée sur les masses du foie et du rein 

dans tous les groupes. 
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Tableau XIV: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur les masses relatives des organes après 28 semaines de traitements 
 

Tous les animaux ont reçu le DMBA par gavage intragastrique à la dose de 70 mg/kg, à l’exception du groupe Normal. Les données sont représentées sous 

forme de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 ; ** p < 0,01 et ***  p < 0,001  comparé au témoin négatif. ### p < 0,001 comparé au témoin normal. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX + 

DMBA = Animaux du groupe témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM+ DMBA= Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla 

aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg.

 NOR DMBA Tamox + DMBA AM37,5 + DMBA AM75 + DMBA AM150 + DMBA 

Masses relatives des organes (mg/kg) 

Utérus 2510,84 ± 175,34 3119,41 ± 255,70 860,71 ± 68,89*** 1995,56 ± 215,87** 1918,32 ± 263,65*** 1886,62 ± 132,79*** 

Ovaires 

Foie 

515,70 ± 32,34 

32180,67 ± 1078,55 

553,00 ± 38,19 

33445,88 ± 1112,95 

271,26 ±15,70*** 

32885,53 ± 637,77 

508,11 ±57,60 

32666,69 ± 1242,43 

633,12 ± 39,37 

31340,67 ± 555,51 

560,67 ± 43,73 

32650,87 ± 1201,50 

Poumons 7519,56 ± 323,36 7438,22 ± 322,82 8683,44 ± 315,46* 7829,36 ± 326,67 7072,58 ± 187,54 9722,90 ± 262,86*** 

Rate 4494,04 ± 420,74 2432,22 ± 197,97### 3589,38 ± 522,78* 2796,97 ± 165,16 3430,71 ± 223,72 3308,45 ± 92,58 

Surrénales 287,10 ± 31,37 304,50 ± 23,73 278,05 ± 12,56 312,28 ± 20,66 315,74 ± 24,29 308,53 ± 31,31 

Reins 5762,78 ± 98,66 5336,30 ± 189,86 5831,20 ± 144,51 5482,26 ± 229,36 5644,35 ± 180,21 6236,28 ± 127,02 

Fémur 2889,83 ± 134,90 2569,72 ± 97,80 2776,19 ± 161,01 2574,52 ± 78,00 2710,88 ± 91,18 2459,38 ± 84,57 

Cerveau 7996,21 ± 207,35 8137,33 ± 123,42 9335,01 ±159,34*** 8016,74 ± 275,88 8158,24 ± 147,29 7877,84 ± 134,33 
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III.1.1.8 Effets de l’extrait sur quelques paramètres sériques  

          Le tableau XV récapitule les effets de A. macrophylla sur quelques paramètres sériques. 

Il a été observé une augmentation non significative du taux de cholestérol chez les animaux 

traités avec le DMBA comparés aux animaux normaux. Le tamoxifène a induit, tout comme 

l’extrait de A. macrophylla  (aux doses de 37,5 et 75 mg/kg) une diminution significative (𝑝𝑝 < 

0,05 et 𝑝𝑝 < 0,01) du taux de cholestérol total comparés au DMBA. Une augmentation 

significative du cholestérol HDL (𝑝𝑝 < 0,01) et du rapport cholestérol total/cholestérol HDL (𝑝𝑝 

< 0,01) chez les rats traités avec l’extrait de A. macrophylla à la dose de 150 mg/kg a été 

observée en comparaison aux rats du groupe DMBA. Les doses de 37,5 et 75 mg/kg ont réduit 

(𝑝𝑝 < 0,01) le rapport cholestérol total/cholestérol HDL. Concernant la bilirubine, la créatinine 

et les protéines totales contenues dans le sang, aucun changement significatif n’a été observé. 

Seul A. macrophylla à la dose de 37,5 mg/kg a réduit (𝑝𝑝 < 0,05) le taux de protéines totales en 

comparaison au groupe DMBA. 

III. 1.1.9 Effets de l’extrait sur quelques paramètres hématologiques  

           Aucune variation significative n’a été observée entre les différents groupes sur tous les 

paramètres hématologiques mesurés (Tableau XVI). Seul l’extrait de A. macrophylla à la dose 

de 75 mg/kg (𝑝𝑝 < 0,05) a significativement augmenté l’hématocrite et l’hémoglobine comparé 

au groupe DMBA bien que cette augmentation reste dans les intervalles de valeurs normales. 
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Tableau XV: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur les paramètres biochimiques après 28 semaines de traitement 

Les données sont représentées sous forme de moyenne ± ESM (n = 10). * P < 0,05 ; ** p < 0,01 comparé au témoin négatif. NOR = Animaux du groupe témoin 

normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX + DMBA = Animaux du 

groupe témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM+ DMBA= Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla aux doses de 37,5 ; 

75 et 150 mg/kg.  

 
NOR DMBA Tamox + DMBA AM37,5 + DMBA AM75 + DMBA AM150 + DMBA 

Cholestérol total (mg/dL) 57,85 ± 13,51 81,56 ±14,33 42,64 ± 7,15* 27,81 ± 6,49** 27,29 ± 4,34** 43,79 ± 10,81 
Cholestérol HDL (mg/dL) 18,09 ± 0,96 20,00 ± 0,48 18,01 ± 0,22 20,23 ± 0,78 21,01 ± 0,73 24,83 ± 1,37** 
Bilirubine totale (µmol/L) 11,44 ± 1,38 13,01 ± 2,24 11,87 ± 1,37 9,36 ± 2,15 9,62 ± 1,72 10,73 ± 1,43 
Créatinine (mg/dL) 1,82 ± 0,22 1,76 ± 0,19 1,39 ± 0,08 1,65 ± 0,21 1,53 ± 0,30 1,98 ± 0,17 
 Protéines totales (g/dL) 6,61 ± 0,44 5,96 ± 0,28 6,27 ± 0,16 4,50 ± 0,37* 5,73 ± 0,17 5,59 ± 0,44 

Paramètres 
Groupes 
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Tableau XVI: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur les paramètres hématologiques après 28 semaines de traitement 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GB = Globules blancs ; GR = Globules rouges ; MCV = Volume corpusculaire moyen ; MCH = Hémoglobine corpusculaire moyen ; MCHC = Concentration 

corpusculaire moyen en hémoglobine. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± ESM (n= 10). * P < 0,05 comparé au témoin négatif. NOR = 

Animaux du groupe témoin normal recevant le véhicule (l’eau distillée); DMBA = Animaux du groupe témoin négatif DMBA recevant le véhicule; TAMOX + 

DMBA = Animaux du groupe témoin positif traités au tamoxifène à la dose de 3,3 mg/kg ; AM+ DMBA= Animaux recevant l’extrait aqueux de A. macrophylla 

aux doses de 37,5 ; 75 et 150 mg/kg.

 
Témoin DMBA Tamox + DMBA AM37,5 + DMBA AM75 + DMBA AM150 + DMBA 

GB (×103µL−1) 5,41 ± 0,68 6,62 ±1,13 6,37 ± 0,98 7,48 ± 1,01 7,74 ± 0,81 8,42 ± 1,21 

Lymphocytes (%) 78,18 ± 5,95 71,00 ± 1,74 66,77 ± 2,38 68,70 ± 2,25 74,18 ± 1,91 67,04 ± 1,76 

Monocytes (%) 5,88 ± 1,07 7,66 ± 0,74 6,55 ± 0,55 7,44 ± 0,72 7,40 ± 0,70 8,10 ± 0,68 

Granulocytes (%) 24,03 ± 0,92 21,34 ± 2,29 26,67 ± 2,32 23,86 ± 1,70 18,42 ± 1,62 24,86 ± 2,20 

GR(×103µL−1) 5,68 ± 0,40 5,76 ± 0,27 6,35 ± 0,15 6,28 ± 0,61 7,01 ± 0,24 7,05 ± 0,31 

Hematocrite (%) 32,48 ± 2,73 32,46 ± 2,10 36,85 ± 0,74 39,26 ± 1,87 41,5 ± 1,29* 40,18 ± 1,62 

MCV (fL) 57,82 ± 2,17 56,20 ± 1,02 58,10 ± 1,14 58,54 ± 0,66 59,30 ± 0,22 57,12 ± 0,78 

Plaquettes (×103µL−1) 307,75 ± 13,57 320,60 ± 33,83 349,40 ± 40,13 402,60 ± 57,25 421,20 ± 31,13 383 ± 17,78 

MCH (pg) 18,66 ± 0,90 18,14 ± 0,66 18,82 ± 0,46 18,32 ± 0,87 19,20 ± 0,31 18,40 ± 0,28 

Hémoglobine (g/dL) 10,75 ± 0,99 10,54 ± 0,83 11,97 ± 0,32 12,73 ± 0,57 13,48 ± 0,46* 13 ± 0,54 

MCHC (g/dL) 32,42 ± 1,15 32,32 ± 0,74 32,45 ± 0,31 31,38 ± 1,28 32,44 ± 0,53 32,44 ± 0,53 

Paramètres 
Groupes 
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III.1.2 Modes et mécanismes d’action de l’extrait aqueux de  Anthonotha macrophylla   

III.1.2.1 Cytotoxicité de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

          Les CC50 de l’extrait de A. macrophylla sur les lignées de cellules cancéreuses (MCF-7, 

MDA-MB-231, 4T1, SK-MEL-28, et SF-295) et non cancéreuses (HUVEC et MRC-5) sont 

présentées dans le tableau XVII. Les CC50 des lignées de cellules cancéreuses MCF- 7 (CC50 = 

300 µg/ ml) et MDA-MB-231(CC50 = 279 µg/ mL) sont moins importantes que celle observée 

sur les cellules 4T1 (CC50 = 132 µg/ mL). L’extrait de A. macrophylla a induit une CC50 de 147 

et 155 µg/ mL au niveau des cellules SF-295 et SK-MEL-28 respectivement. 

III.1.2.2 Effets in vitro de l’extrait de A. macrophylla sur la croissance des cellules  

Les résultats obtenus après incubation des cellules cancéreuses mammaires humaines 

(MDA-MB 231 et MCF-7), des cellules cancéreuses mammaires de rongeurs (4T-1) et des 

cellules mammaires normales (HMEC) (Figure 31) montrent une croissance exponentielle des 

cellules témoins non traitées après 24, 48 et 72 h. En présence de l’extrait de A. macrophylla 

aux différentes concentrations testées (12,5 à 200 µg/mL), on observe une inhibition de la 

croissance de tous les types cellulaires en fonction du temps et de la concentration. Les cellules 

MDA-MB 231 étaient plus sensibles à l’extrait de A. macrophylla que les cellules MCF-7 car 

à la concentration de 12,5 µg/mL on observait déjà une diminution de la croissance des cellules 

MDA-MB 231 comparées aux cellules MCF-7. Les concentrations de 50 et de 200 µg/mL ont 

entrainé une diminution significative (p < 0,01 et p < 0,001) du nombre de cellules  cancéreuses. 
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Tableau XVII: Valeurs de CC50 de l’extrait aqueux de A. macrophylla sur les lignées de cellules tumorales et non tumorales 

 

CC50 = Concentration de A. macrophylla qui résulte de 50% de viabilité cellulaire. IS = CC50 de Anthonotha macrophylla sur les lignées de cellules non tumorales 

(MCR-5 et HUVEC)/CC50 pour les cellules tumorales (MCF-7, MDA-MB-231 et 4T1). 

  
CC50 (µg/mL) 

 MCF 7 MDA-MB-231  4T1 SF-295 SK-MEL-28 HUVEC MCR-5 
 
A .M 

300 279  132 147 155 156 147 
 Cellules cancéreuses                                                                                       Cellules non cancéreuses 

 
Indice de sélectivité (IS) 

HUVEC/MCF-7 HUVEC/MBA-MB-231 MCR 5/MCF-7 MCR-5 /MDA-MB 231 
0,52 0,56 0,46 0,50 
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Figure 31: Croissance des cellules cancéreuses mammaires humaines (MDA-MB 231 et MCF-7), de 

rongeur (4T-1) et  des cellules normales mammaires (HMEC) en présence ou non de l’extrait de A. 

macrophylla pendant 24 h, 48 h et 72 h. ** p < 0,01 et  *** p < 0,001 comparés aux cellules témoins. 

Témoin = cellules ayant été traitée au DMSO (0,01%), AM = cellules traitées à l’extrait aqueux de A. 

macrophylla aux différentes concentrations de 12,5, 50 et 200 µg/mL.  

III.1.2.3 Capacité de A. macrophylla à inhiber la prolifération cellulaire et la formation de 

clones 

          La figure 32 indique les effets de l’extrait sur la prolifération des cellules MDA-MB 231 

après incorporation au BrdU de même que le nombre de clones cellulaires MDA-MB 231 après 

24 h et 48 h d’incubation avec l’extrait de A. macrophylla. Après 24 et 48 h d’incubation, 

l’extrait de A. macrophylla a induit une diminution de la prolifération cellulaire bien que non 

significative à la concentration de 50 µg/mL et une diminution significative (p < 0,05) à la 

concentration  de 100 µg/mL, en comparaison aux cellules témoins (Figure 32A). L’extrait de 
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A. macrophylla a également induit une diminution significative du nombre de clones de cellules 

MDA-MB 231 aux concentrations de 50 µg/mL (p < 0,01) et 100 µg/mL (p < 0,001),  en 

comparaison aux cellules témoins (Figure 32B). 
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Figure 32: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur la prolifération des cellules MDA-MB 231 après 

incorporation du BrdU (A) et sur le nombre de clones de cellules MDA-MB 231 formés (B) après 24 h 

et 48 h d’incubation. Les cellules MDA-MB 231 ont été traitées avec l’extrait de A. macrophylla. * p < 

0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 comparé aux cellules témoins. Témoin = cellules ayant été incubées 

en présence du véhicule DMSO (0,01%), AM = cellules traitées à l’extrait aqueux de A. macrophylla 

aux concentrations de 50 et 100 µg/mL.  

III.1.2.4 Type de mort cellulaire induit par A. macrophylla et impact sur le cycle cellulaire 

          Les résultats présentés sur la figure 33 montrent le type de mort cellulaire induit par 

l’extrait de A. macrophylla et son impact sur le cycle cellulaire. Le nombre de cellules MDA-

MB 231 apoptotiques a augmenté à la concentration de 100 µg/mL après 24 h d’incubation en 

comparaison aux cellules témoins. On note une légère augmentation du nombre de cellules 

A 

B 
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apoptotiques à la concentration de 50 µg/mL comparé aux cellules témoins (Figure 33A). Après 

48 h, une légère augmentation du nombre de cellules apoptotiques et une augmentation 

significative du nombre de cellules nécrotiques ont été observées à la concentration de 100 

µg/mL, en comparaison aux cellules témoins (Figure 33B).  

Les résultats sur le cycle cellulaire montrent qu’après 24 h, il y’a eu augmentation du 

nombre de cellules en phase S et G2/M à la concentration de 50 µg/mL et augmentation du 

nombre de cellules en phase G2/M à la concentration de 100 µg/mL, en comparaison aux 

cellules témoins (Figure 33C).  

Après 48 h, aucune différence significative n’a été observée à la concentration de 50 

µg/mL tandis qu’à la concentration de 100 µg/mL, on observe une augmentation du nombre de 

cellules bloquées à la phase G2/M (Figure 33D). 
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Figure 33: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur le type de mort induit sur les cellules MDA-MB 231 

après 24 h (A) et 48 h (B) de traitement et sur le cycle cellulaire des cellules MDA-MB 231 après 24 h 

(C) et 48 h (D) d’incubation. Témoin = cellules incubées avec le véhicule DMSO (0,01%), AM = cellules 

incubées avec l’extrait aqueux de A. macrophylla aux concentrations de 50 et 100 µg/mL.  

 



 
99 

III.1.2.5 Effets  de A. macrophylla sur l’adhésion à la matrice extracellulaire 

          La figure 34 représente les effets de A. macrophylla sur l’adhésion des cellules MDA-

MB 231 aux composants de la matrice extracellulaire tels que le collagène et la fibronectine. 

L’extrait a diminué de façon concentration-dépendante l’encrage des cellules au collagène et à 

la fibronectine et ce, en comparaison avec le témoin. Sur le plastique, le nombre de cellules a 

augmenté avec l’extrait, toujours en comparaison avec le témoin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur l’adhésion des cellules MDA-MB 231 aux 

composants de la matrice extracellulaire (collagène et fibronectine). Les cellules MDA-MB 231 ont été 

incubées avec l’extrait de A. macrophylla. * p < 0,05, ** p < 0,01 et  *** p < 0,001, en comparaison aux 

cellules témoins. Témoin = cellules ayant été incubées avec le véhicule (DMSO 0,01%), AM = cellules 

exposées à l’extrait aqueux de A. macrophylla aux concentrations de 50 et 100 µg/mL.  

III.1.2.6 Effets  de A. macrophylla sur la migration cellulaire 

          La figure 35 présente les effets de l’extrait de A. macrophylla sur la migration cellulaire. 

Après induction de la plaie, nous avons observé chez le groupe témoin, la migration cellulaire 

et l’occupation relative de la zone blessée par les cellules en migration et ce, de façon temps-

dépendant. L’extrait de A. macrophylla a diminué de façon temps et concentration-dépendante, 

la migration des cellules MDA-MB-231 vers la zone lésée. Après 12 et 24h d’incubation, 

l’extrait a inhibé la migration cellulaire aux concentrations de 50 µg/mL (p < 0,05) et 100 

µg/mL (p < 0,01), en comparaison avec le témoin.  
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Figure 35: Effets de l’extrait de A. macrophylla sur la migration des cellules MDA-MB 231 après 12 et 

24 h d’incubation. * p < 0,05 et ** p < 0,01, en comparaison aux cellules témoins. Témoin = cellules 

ayant été incubées avec le véhicule (DMSO 0,01%), AM = cellules exposées à l’extrait aqueux de A. 

macrophylla aux concentrations de 50 et 100 µg/mL.  
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III.1.2.7 Activité antioxydante  et étude phytochimique de l’extrait aqueux de Anthonotha 

macrophylla  

III.1.2.7.1 Activité antioxydante de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

          Les activités de piégeage des radicaux libres de l’extrait de A. macrophylla sont 

198,7µg/mL (DPPH) et 198,4µg/ mL (ABTS). Cet extrait possèderait une activité chélatrice 

des métaux in vitro (43,39 ± 0,89 mg eq acide gallique/g d’extrait sec) (Tableau XVIII). 

Tableau XVIII: Activités de piégeage des radicaux libres et capacité antioxydante in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

CE50 = concentration de l’extrait de A. macrophylla résultant de 50% de piégeage des radicaux libres 

III.1.2.7.2 Etude phytochimique de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

III.1.2.7.2.1 Analyse quantitative 

          Le screening phytochimique a montré que l’extrait aqueux de A. macrophylla contient 

des protéines, phénols, flavonoïdes et flavonols (Tableau XIX). 

Tableau XIX: Analyse phytochimique quantitative 

La concentration des protéines totales est exprimée en mg. Les concentrations des phénols, de 

flavonoïdes et de flavonols sont exprimées en mg d’équivalence de quercétine. Les résultats sont 

exprimés sous forme de moyenne ± SEM de quatre tests indépendants. eq = équivalent. 

 

 

Concentration dans l’extrait de A. macrophylla de certaines classes de composés 

phytochimiques  

Protéines totales                      31,36 ± 1,67 mg eq serum albumine bovine 

Phénols totaux                         10,24 ± 0,55 mg eq Quercétine 

Flavonoïdes                        9,76 ± 0,99 mg eq Quercétine  

Flavonols                        3,66 ± 0,25 mg eq Quercétine  

 Activités de piégeage des radicaux libres de A. macrophylla CE50 (µg/mL) 

 DPPH ABTS 

Acide ferulique (témoin) 3,44 3,68 

A. macrophylla 198,70 198,40 

 Activités chélatrices in vitro (mg eq acide gallique/g d’extrait sec) 

 

 

 
                               43,39 ± 0,89 

 

 



 
102 

III.1.2.7.2.2 Chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

          Douze composés ont été identifiés parmi les soixante-deux composés obtenus à partir du 

profil GC et ensuite divisés en 7 groupes. Ces groupes étaient constitués d’alcool (1), d’alcool 

acétonique (1), d’amide (1), d’acides (6), d’amine (2) et d’alcane (1). Les structures des 

principaux composés aromatiques identifiés dans A. macrophylla sont illustrées dans le tableau 

XX, tandis que le chromatogramme d’un échantillon représentatif est fourni sur la figure 36. 

Figure 36: Chromatogramme de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla enregistré par 

GC-MS. 

1, 2,3 = Composés non identifiés 

4 = Oxa-3-azaspiro[4.5]decan-2-one, 3-cyclohexyl-4-hydroxy-4-methyl- 

5 = Acide hexadécanoique, méthyl ester         

6 = Acide octadecenoique (Z)-, methyl ester 
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Tableau XX : Composés chimiques identifiés dans l’extrait aqueux de A. macrophylla 

R.T : Temps de rétention ; s : seconde 

Nom chimique Nature du 
composé 

Formule 
moléculaire 

R.T. (s) Aire % Structure 

Acide 
Hexadécanoïque, 
méthyl ester 

Acide gras 
méthyl ester 

C17H34O2 
 

1319,2 
 

16,729 
 

 
Acide 9-
Octadecenoïque 
(Z)-, méthyl ester 
 

Acide gras 
insaturé méthyl 
ester 

C19H36O2 
 

1419,72 
 

1,7261 
 

 
Acide, 11-
Octadecenoïque, 
méthyl ester 

Acide gras 
insaturé méthyl 
ester 

C19H36O2 
 

1419,62 
 

1,0011 
 

 
Acide 
Propanoïque, 2-
propenyl ester 

Acide ester C6H10O2 
 

304,54 
 

0,06412 
 

 
Méthyl stéarate Acide gras 

saturé méthyl 
C19H38O2 
 

1433,32 
 

2,5262 
 

 
Acide 
Carbamique, 
monoammonium 
salt 

Acide CH6N2O2 
 

189,28 
 

5,6397 
 

 
Propane-1,2,3-
triol  
 

Alcool C3H8O3 
 

184,78 
 

0,58818 
 

 
Propanamide, 2-
hydroxy- 

Amide C3H7NO2 
 

183,72 
 

1,0107 
 

 
Cyclohexane, 1-
methyl-4-(1-
methylethenyl) -, 
trans 

Alkane C10H18 
 

1416,72 
 

0,49398 
 

 
Diglycolamine Amine C4H11NO2 

 
182,96 
 

0,41611 
 

 
Ethylène diamine Amine C2H8N2 

 
194,26 
 

59,287 
 

 
1-Oxa-3-
azaspiro[4.5]deca
n-2-one, 3-
cyclohexyl-4-
hydroxy-4-
methyl- 

Acétone alcool C15H25NO3 
 

1156,1 
 

6,0903 
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III.1.2.8 Effets antiœstrogéniques in vitro et in vivo de l’extrait aqueux des écorces de 
Anthonotha macrophylla  

III.1.2.8.1 Effets antiœstrogéniques in vitro de l’extrait sur les cellules MCF-7 

          L’œstradiol et la quercétine ont induit la prolifération des cellules MCF-7 (p < 0,001) 

comparé au groupe témoin. A. macrophylla a inversé cet effet aux concentrations de 10; 50 et 

100 µg /mL (p < 0,05).  La prolifération des cellules MCF-7 a été inhibée quand l’œstradiol 

était co-administré avec l’extrait aqueux de A. macrophylla à toutes les concentrations testées 

(Figure 37). 
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Figure 37: Effets de Anthonotha macrophylla sur la prolifération des cellules MCF-7. Ces effets ont été 

investigués par la mesure de la prolifération des cellules MCF-7. L’effet prolifératif (EP) a été mesuré 

en présence du DMSO (0,01%), 17β-estradiol (10 nM), quercétine (50 nM) et A. macrophylla.  EP = 

nombre maximal des cellules de l’échantillon/nombre de cellules du témoin DMSO. * p < 0,05, *** p 

< 0,001 comparé au témoin ; ### p < 0,001 comparé à E2B. 

III.1.2.8.2 Effets antiœstrogéniques in vivo de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

III.1.2.8.2.1 Effets de l’extrait sur la masse et l’épithélium utérin 

          La figure 38 montre que  l’œstradiol a induit une augmentation significative de la masse 

relative de l’utérus et la taille de l’épithélium utérin. A. macrophylla a potentialisé 

l’augmentation de la masse de l’utérus frais induit par l’œstradiol de 24,39 % à 75 mg/kg et de 

88,17% à 150 mg/kg (p < 0,01). Une diminution de la taille de l’épithélium utérin de 12,71% à 

75 mg/kg et de 27,98% à 150 mg/kg (p < 0,05) comparé à E2V a été observée quand E2V a été 

co-administré avec A. macrophylla. 
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Figure 38: Représentations graphiques de la masse de l’utérus frais (A), de la taille de l’épithélium 

utérin (B) et microphotographies (H&E, 400X) de la coupe utérine (C) après 3 jours de traitement. 

OVX= Animaux ovariectomisés, E2V = œstradiol valerate; AM = extrait aqueux des écorces du tronc 

de A. macrophylla.  Lu = Lumière de l’utérus, En = Endomètre, My = Myomètre.  ### p < 0,001 comparé 

à OVX; * p < 0,05 ; ** p < 0,01 comparé à E2V. 

III.1.2.8.2.2 Effets de l’extrait sur l’épithélium vaginal  

          L’œstradiol a induit la prolifération des cellules et la cornification de l’épithélium vaginal 

comparé au groupe ovariectomisé (Figure 39). Anthonotha macrophylla a réduit l’effet de l’E2V 

de 18,59% à 75 mg/kg  (p < 0,01), comparé aux animaux traités uniquement avec E2V. La 
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microphotographie de l’épithélium montre une réduction des couches et de la lumière vaginale 

comparée à celle de l’E2V. 
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Figure 39: Représentation graphique de la taille de l’épithélium vaginal (A) et microphotographies 

(H&E,  400X) du tissu vaginal (B) après 3 jours de traitement. Ch = Chorion ; CGe = Couche 

germinative ; CGr = Couche granuleuse ; C= Couche cornée ; Lv = Lumière vaginale.  ### p < 0,001 

comparé à OVX; * p < 0,05 ; ** p < 0,01 comparé à E2V. 

III.1.2.8.2.3 Effets de l’extrait sur la glande mammaire 

          Les observations des coupes de glandes mammaires ont montré que l’E2V a augmenté le 

diamètre et la lumière des alvéoles. La lumière alvéolaire a été remplie de sécrétions 

A 

B 
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éosinophiles après traitement avec E2V. Ces paramètres ont été réduits lorsque l’E2V a été co-

administré avec A. macrophylla aux doses de 75 et 150 mg/kg (Figure 40). 

 

Figure 40: Effets de l’extrait aqueux de A. macrophylla sur la glande mammaire après 3 jours de 

traitement. Ac = acinus ; TA = tissu adipocytaire ; TC = tissu conjonctif ; Se = Sécrétion éosinophile. 

III.1.3 Toxicité orale aigüe de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla  

          Aucun signe de toxicité n’a été observé après administration de l’extrait aqueux de A. 

macrophylla à la dose unique de 2000 mg/kg PC jusqu’à la fin de l’expérience. Aucun 

changement n’a été observé sur la masse corporelle (Figure 41 A) et la masse relative des 

organes à l’exception de la masse des poumons qui a augmenté de manière significative (p < 

0,01) (Tableau XXI). Les coupes histologiques du foie, du poumon et du rein n’ont montré 

aucune altération (Figure 41 B). La DL50 de A. macrophylla  est estimée à plus de 2000 mg/kg. 
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Figure 41: Effets de A. macrophylla sur la masse corporelle des animaux (A) et microarchitectures des 

coupes de foie, poumon et rein (coloration à l’hématoxyline-éosine, 250 X) (B) chez les rates après une 

unique administration orale de l’extrait aqueux de A. macrophylla à la dose de 2000 mg/kg PC. Témoin : 

animaux traités avec l’eau distillée. Vc : veine centrale ; H : Hépatocyte ; A : Alvéole ; Sa : Sac 

alvéolaire ; G : Glomérule. Chaque point représente la Moyenne ± ESM (n=3). Pas de différence 

significative. 
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Tableau XXI : Masses relatives des organes (mg/kg PC) des groupes témoin et A. macrophylla 

 

 

 

 

 

 

 

 

Témoin : animaux traités avec le véhicule ; AM2000 : animaux traités avec l’extrait aqueux de A. 

macrophylla à la dose de 2000 mg/kg PC. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM.  
**p < 0,01 comparé au témoin. 

III.2 Discussion 

          Le cancer du sein est la néoplasie maligne la plus fréquente et la première cause de 

mortalité par cancer chez les femmes dans le monde (Siegel et al., 2018). Pratiquement un tiers 

(32%) des cancers diagnostiqués chez les femmes sont des cancers du sein (American Cancer 

Society, 2012). Les traitements utilisés contre le cancer du sein  ont été associés à de nombreux 

effets secondaires (Wu, 2012 ; Lazzeroni et DeCensi, 2013). Comme alternatives à ces 

traitements, un grand nombre de patients font recours à la phytothérapie (Baliga and Dsouza, 

2011). Les plantes médicinales relativement peu coûteuses et peu toxiques, donnent de l'espoir 

car elles sont composées d'une grande variété de substances anticancéreuses (Wang et al., 

2016). Il est urgent de découvrir et de développer de nouveaux médicaments chimio-préventifs 

contre le cancer du sein offrant une sécurité et une efficacité intéressantes pour améliorer la 

gestion du cancer du sein et réduire la douleur des patients (Steward et Brown, 2013). C’est 

ainsi qu’un intérêt grandissant est porté sur les phytoestrogènes. Anthonotha macrophylla 

(Caesalpiniaceae) est une plante médicinale de la pharmacopée camerounaise utilisée contre les 

douleurs et apparition des nodules au niveau du sein. Dans la littérature, aucune étude 

précédente n'a indiqué des activités antitumorales mammaires de A. macrophylla. L’objectif de 

ce travail était donc d’évaluer in vitro et in vivo les effets anticancéreux de l’extrait aqueux de 

Anthonotha macrophylla P. Beauv (Caesalpiniacae). 

          Au regard de son utilisation traditionnelle contre le cancer au  niveau du sein, il a été 

nécessaire de commencer par évaluer les effets chimiopréventifs de l’extrait aqueux de A. 

Organes 
(mg/kg) Témoin AM2000 

Utérus 1742,52 ± 322,17 1199,26 ± 206,54 
Ovaires 
Foie 

706,15 ±42,01 
33685,50 ± 2048,61 

553,657 ± 49,46 
33741,81 ± 1883,67 

Poumons 7420,42 ± 338,85 11549,23 ± 428,13** 
Rate 6140,43 ± 302,65 6565,14 ± 239,83 
Surrénales 551,65 ± 59,70 467,93 ± 65,85 
Reins 6909,32 ± 370,43 6872,84 ± 255,22 
Coeur 3747,87 ± 190,06 3186,78 ± 128,07 
Estomac 12417,09 ± 577,48 11886,32 ± 927,82 
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macrophylla  sur le cancer du sein induit par le DMBA chez la rate. Les résultats obtenus sur 

l’évaluation des effets chimiopréventifs de l’extrait ont montré que tous les animaux ont 

présenté une croissance continuelle durant la période de traitement. Il n’a été noté aucune 

différence significative sur la masse des animaux entre les différents groupes à l’exception de 

ceux recevant le tamoxifène et A. macrophylla à la dose de 75 mg/kg (uniquement au jour 56). 

Les animaux du groupe tamoxifène avaient une masse corporelle moyenne significativement 

plus petite que celle des autres groupes, ce à partir de la 8ème semaine. C’est ainsi qu’au bout 

des 28 semaines de traitement nous avons observé une diminution de la masse corporelle des 

animaux traités de manière continue au tamoxifène, ceci en comparaison à celle des animaux 

des autres groupes. 

          La faible masse des animaux observée chez le groupe témoin positif, pourrait être 

corrélée à l’administration du tamoxifène. En effet, il est bien connu que le tamoxifène possède 

des propriétés anorexigènes. Il augmente la synthèse du proopiomélanocortine (POMC), un 

peptide anorexigène qui diminue la prise alimentaire des rats (Nathalie, 2010). Ces résultats 

obtenus sur l’évolution pondérale sont en droite ligne avec ceux de Silihe et al. (2017) et Zingué 

et al. (2018) qui ont montré que le tamoxifène pouvait entrainer une réduction pouvant aller 

jusqu’à 22% de la masse corporelle chez les animaux traités de manière continue pendant 6 

mois. 

          Sur l’incidence, la charge et le volume des tumeurs du sein. Les résultats obtenus ont 

montré que les animaux ayant reçu le DMBA ont développé des tumeurs mammaires 

contrairement aux animaux n’ayant pas reçu le carcinogène. En effet, l’induction chimique des 

tumeurs mammaires par le 7,12 diméthylbenz(a)anthracène est un modèle bien caractérisé par 

de nombreux travaux (Minari et Okeke, 2014; Zingue et al., 2018). Ce carcinogène 

environnemental possède une grande activité génotoxique et induit les tumeurs mammaires se 

rapprochant étroitement du cancer mammaire humain (Russo et al., 1990 ; Gamer, 1998). Il est 

hautement lipophile et nécessite une activation métabolique pour sa cancérogénicité. Dans le 

sein, le DMBA est converti en époxydes, métabolites actifs capables d'endommager la molécule 

d'ADN (Clarke, 1997; Balogh et al., 2003). Il induit également une immunotoxicité dans les 

organes lymphoïdes à l’origine de l’immunodéficience chez les animaux (Miyata et al., 2001), 

ce qui pourrait justifier l’obtention d’une incidence élevée des tumeurs chez les animaux de ce 

groupe témoin négatif. Ainsi, la faible masse des tumeurs, leur volume réduit, et même 

l’incidence réduit à 20% chez les animaux du groupe témoin positif indiquent que le tamoxifène 

est parvenu à prévenir l’installation du cancer du sein chez la rate dans cette étude. Etant un 

modulateur sélectif des récepteurs aux œstrogènes (MSRO), le tamoxifène malgré son effet 
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agoniste sur l’endomètre, exerce un effet antiœstrogénique au niveau du sein (Vogel et al., 

2006). Il empêche les cellules cancéreuses de se multiplier en entrant en compétition avec les 

œstrogènes endogènes pour se fixer sur les récepteurs œstrogéniques au niveau de la glande 

mammaire (American Cancer Society, 2016). Ainsi, l’action promotrice des œstrogènes dans 

la genèse des tumeurs mammaires est amoindrie, d’où le volume, la masse, et le nombre des 

tumeurs exprimés par les animaux de ce groupe réduits. Par ailleurs, la diminution du taux de 

mortalité, de l’incidence tumorale mammaire de même que l’inhibition de la charge tumorale, 

et de la masse relative des tumeurs observés chez les animaux traités à A. macrophylla aux 

doses de 75 et 150 mg/kg, suggèrent que cet extrait protègerait contre la génotoxicité et 

l’immunotoxicité induites par le DMBA. 

          L’histoarchitecture de la glande mammaire des animaux normaux présente des acini 

normaux, avec des conduits étroits, et disséminés dans un important volume de tissu adipeux. 

Par contre, la microarchitecture de la glande mammaire des animaux du groupe témoin négatif 

DMBA, présente une hyperplasie sévère des unités lobulaires avec une augmentation de la taille 

des cellules épithéliales bordant les acini, une réduction importante du tissu adipeux, et une 

dilatation prononcée des conduits se remplissant de cellules tumorales ; signe d’un carcinome 

in situ de la glande mammaire. Chez les rates traitées au tamoxifène on a noté une structure 

quasi-normale des acini, sans indice de prolifération cellulaire. Les animaux traités à la dose de 

37,5 mg/kg de A. macrophylla ont présenté une hyperplasie caractérisée par une  prolifération 

cellulaire et une  dilatation des conduits. A. macrophylla à la dose de 75 mg/kg semble produire 

un effet similaire à celui du tamoxifène, vue la microarchitecture de la glande mammaire des 

animaux de ce groupe qui a présenté de petits acini sans signe d’hyperplasie. Par ailleurs, les 

animaux traités avec la grande dose de A. macrophylla (150 mg/kg) ont présenté une 

hyperplasie caractérisée par une faible prolifération cellulaire et une faible dilatation des 

conduits, comparés aux animaux du groupe DMBA. 

          En effet, de nombreuses études ont montré que le DMBA altère le processus normal de 

différenciation de la glande mammaire au niveau des conduits terminaux et des alvéoles, 

aboutissant à une hyperplasie atypique (Bishayee et al., 2013 ; Zingué et al., 2016 ; Zingué et 

al., 2018). Ces travaux justifient à suffisance le carcinome in situ observé chez les rates du 

groupe DMBA comparées aux rates du groupe témoin normal qui ont présenté une structure 

normale de la glande mammaire. Se basant sur l’analyse histopathologique des 

microarchitectures des glandes mammaires, on peut déduire que la dose de 75 mg/kg de A. 

macrophylla a pu tout comme le tamoxifène, protéger les glandes mammaires des rates contre 

l’hyperplasie induite par le DMBA. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur les autres 
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paramètres tumoraux déjà décrits (nombre de rates avec tumeurs, incidence, volume et charge 

des tumeurs), et consolident l’hypothèse d’un potentiel effet protecteur de A. macrophylla à de 

petites doses sur le cancer de sein induit par le DMBA.  

          En général, les extraits de plantes contiennent des milliers de métabolites secondaires qui 

peuvent avoir différents modes d’action et cibler différents tissus. Les flavonoïdes sont le 

groupe le plus important de composés phénoliques naturels et présentent d'excellents effets de 

type anticancéreux (Murakami et al., 2008; Gibellini et al., 2011). L’analyse phytochimique de 

l’extrait aqueux de A. macrophylla a montré la présence des polyphénols (10,24 ± 0,55 mg eq 

Quercétine) dont les  flavonoïdes (9,76 ± 0,99 mg eq Quercétine) qui sont le groupe le plus 

abondant. De ce fait les polyphénols, en particulier les flavonoïdes seraient les composés 

responsables des effets  protecteurs observés avec l'extrait de A. macrophylla sur le cancer du 

sein induit par le DMBA dans cette étude. De plus, nombreuses études ont démontré que l'acide 

hexadécénoïque méthyl ester et l'acide 9-octadécénoïque (Z) méthyl ester sont dotés des effets 

antitumoraux (Syeda et al., 2011 ; Hema et al., 2011). La GC-MS réalisée avec l’extrait aqueux 

de A. macrophylla a permis d’identifier ces mêmes composés. 

          Sur l’utérus, aucune différence significative n’a été observée entre la taille de 

l’épithélium utérin des animaux normaux, et ceux des animaux du groupe DMBA. Le 

tamoxifène a  augmenté de façon significative la taille de l’épithélium utérin en comparaison 

au groupe DMBA. Par contre, A.macrophylla à toutes les doses testées n’a induit aucune 

variation significative de la taille de l’épithélium utérin comparé aux rates du groupe DMBA. 

L’administration du tamoxifène a augmenté la taille de l’épithélium vaginal, mais de façon non 

significative en comparaison aux animaux du groupe DMBA. Toutefois, l’extrait de A. 

macrophylla n’a induit aucune variation significative de la taille de l’épithélium vaginal 

comparé aux rates du groupe DMBA. L’augmentation significative de la taille de l’épithélium 

utérin avec le tamoxifène, confirme son potentiel à agir comme MSRO en ayant une activité 

tissu sélective (Vogel et al., 2006). En effet, il est capable de réduire la biodisponibilité des 

récepteurs des œstrogènes (REs) endogènes au niveau du sein, d’où son utilisation pour le 

traitement du cancer de sein chez la femme pré et post-ménopausée (Jordan et Brodie, 2007). 

          Au terme de 28 semaines de traitement, aucune métastase du cancer du sein n’a été 

identifiée sur les coupes histologiques du foie, des poumons, du cerveau et de l’os, connus 

comme des organes de métastase du cancer du  sein chez la femme. Ces résultats sont en accord 

avec ceux obtenus au niveau de la microarchitecture des glandes mammaires des différents 

groupes expérimentaux, où le stade de tumeur le plus avancé était un carcinome in situ de la 

glande mammaire retrouvé dans le groupe témoin négatif (DMBA). En effet, la séquence 
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d’altération de la glande mammaire par le DMBA est bien connue et va des conduits terminaux 

aux proliférations intraductales (hyperplasies) ensuite un carcinome in situ suivi enfin d’un 

carcinome invasif avec métastases (Russo et al., 1982 ; Nguyen et al., 2009). Mais aucun  

carcinome mammaire invasif n’a été observé dans cette étude. 

          Dans le but de déterminer les modes d’action par lesquels l’extrait aqueux de A. 

macrophylla a induit ses effets chimiopréventifs, l’étude de la cytotoxicité et l’évaluation des 

effets antioxydants et antiœstrogéniques ont été réalisées. La cytotoxicité est la propriété d’une 

substance à être toxique pour les cellules, éventuellement jusqu’à les détruire. Le traitement des 

cellules par un composé cytotoxique peut entrainer une variété de conséquences. Les cellules 

peuvent perdre leur intégrité membranaire et mourir rapidement à la suite d’une lyse cellulaire. 

Les cellules peuvent également s’arrêter activement de croître et de se diviser (diminution de 

la viabilité cellulaire). La production mitochondriale en tant que mesure de la viabilité cellulaire 

a permis de réaliser le test  de cytotoxicité (O'Brien et al., 2000). 

          Les résultats obtenus sur l’étude de la cytotoxicité in vitro de l’extrait aqueux de A. 

macrophylla  ont montré que cet extrait  a induit un effet cytotoxique sur les cellules tumorales 

mammaires de souris (4T1) et sur les cellules cancéreuses mammaires humaines (MCF-7 et 

MDA-MB-231). Le fait que l’extrait de A. macrophylla ait induit un effet cytotoxique assez 

similaire sur les cellules RE+ (MCF-7) et triple RE- (MDA-MB-231) suggère qu’il tue les 

cellules aussi par une voie indépendante des récepteurs aux œstrogènes. De plus, l’extrait de A. 

macrophylla n’a pas été sélectif pour les cellules cancéreuse  et non cancéreuse (avec un indice 

de sélectivité <1), ce qui est un inconvénient dans la recherche d'une thérapie alternative pour 

le cancer du sein puisque selon l’Institut National de Cancer (INC, USA), un extrait brut est 

considéré comme possédant une activité cytotoxique in vitro si sa valeur CC50 est inférieure à 

20 µg/mL (Boik, 2001). Cependant, une étude phytochimique approfondie pour isoler les 

composés bioactifs présents dans l’extrait aqueux de A. macrophylla est encouragée, ce qui 

pourrait avoir une meilleure sélectivité pour les cellules cancéreuses. La quercétine, le flavonol 

le plus abondant dans les plantes, a été décrite comme étant cytotoxique in vitro (Indice de 

sélectivité > 3) (Murakami et al., 2008; Gibellini et al., 2011). En droite ligne avec les résultats 

sur la viabilité cellulaire, ceux obtenus sur la croissance cellulaire montrent que l’extrait de A. 

macrophylla  a induit une inhibition de la croissance des cellules MDA-MB 231, MCF-7 et 4T-

1 dépendant du temps et de la concentration. Les cellules MDA-MB 231 étaient plus sensibles 

à l’extrait de A. macrophylla que les cellules MCF-7 puisque la concentration de 12,5 µg/mL a 

significativement réduit la croissance des cellules  MDA-MB 231 alors qu’il n’a pas pu faire 

de même sur les cellules MCF-7. De plus, l’extrait de A. macrophylla a induit une diminution 
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significative du taux de BrdU à la concentration  de 100 µg/mL de même que le nombre de 

clones dans les cellules MDA-MB 231 aux concentrations de 50 et 100 µg/mL. Le BrdU est un 

marqueur de la prolifération cellulaire, plus il est élevé plus il y’a prolifération cellulaire. Ces 

observations suggèrent que certains métabolites secondaires de A. macrophylla  à l’instar des 

flavonoïdes pourraient avoir une propriété antiproliférative. En effet, les polyphénols présents 

dans l’extrait de A. macrophylla  seraient à mesure d’interférer avec les voies de signalisation 

PI3K/AKT, la voie de la MAP kinase et le facteur nucléaire KB (NF-kB) qui régulent la 

prolifération et la survie cellulaire. Ils agiraient donc indirectement sur la régulation de 

l’apoptose et préviendraient ainsi la signalisation tumorigène (Babich et al., 2006). L’apoptose 

est un phénomène crucial de la cytotoxicité de nombreux agents antitumoraux (Goldar et al., 

2014). Dans cette étude, la cytométrie en flux a indiqué que l’extrait de A. macrophylla a induit 

une augmentation du nombre de cellules apoptotiques à la concentration de 100 µg/mL. En 

effet, le complexe de signalisation induisant la mort cellulaire est connue pour activer la 

procaspase-8 et la caspase-8, constituant la voie extrinsèque de l'apoptose  ou la procaspase-9 

par libération du cytochrome C par la mitochondrie (voie de signalisation mitochondriale ou 

voie intrinsèque) (O’Brien et Kirby, 2008). L’extrait de A. macrophylla  pourrait induire grâce 

aux flavonoïdes qu’il contient, l’apoptose par ces différentes voies ou l’une d’elle. La 

croissance, le développement et la différenciation des cellules mammaires sont contrôlés par le 

cycle cellulaire (Harashima et al., 2013). Il convient de noter que de nombreux constituants de 

plantes bloquent la progression du cycle cellulaire à différents stades (phases G2/M, S ou 

G0/G1) et induisent ainsi la mort cellulaire apoptotique (Greenwell et Rahman, 2015). Dans le 

présent travail, l’extrait de A. macrophylla  a induit l’arrêt du cycle cellulaire en phases S et 

G2/M à la concentration de 50 μg/mL et en phase G2/M à la concentration de 100 μg/mL, arrêts 

caractérisés par une accumulation du nombre de cellules dans ces phases. La capacité de 

bloquer le cycle cellulaire dans la phase G2/M a été démontrée par plusieurs composés 

phytochimiques possédant des effets antiprolifératifs et cytotoxiques (Visanji et al., 2006). 

L’arrêt du cycle cellulaire en phases S et G2/M induit par l’extrait de A. macrophylla serait dû 

à la présence des flavonoïdes qui agissent par diminution de l’expression des cyclines A et B1 

et inhibition de l’expression de protéines kinases cyclines-dépendantes (CDK1, CDK2 et 

CDK4) ainsi que les protéines p21, p27 et p53 (Larrosa et al., 2006). Un des résultats les plus 

saillants obtenus dans cette étude est la capacité de A. macrophylla à inhiber la migration et 

l'adhésion des cellules à la matrice extracellulaire (collagène ou fibronectine). Ces effets 

pourraient être liés aux effets apoptotiques mentionnés ci-dessus. En effet, une accumulation 

accrue de la matrice extracellulaire a été démontrée dans le microenvironnement tumoral 
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comparé à celui des cellules normales, ce qui contribue grandement à la migration des cellules 

cancéreuses (Egeblad et al., 2010). Compte tenu de l'importance de la migration cellulaire dans 

le processus de métastase (Entschladen et al., 2004), ce résultat mérite d'être exploré en 

profondeur. Les flavonoïdes possèdent une activité antiproliférative directement liée à 

l’inhibition des mécanismes moléculaires impliqués dans l’angiogenèse (Demeule et al., 2002). 

Ils peuvent affecter la dégradation de la matrice extracellulaire par les métalloprotéases (MMPs) 

en inhibant la sécrétion de la prométalloprotéase-2. Les flavonoïdes peuvent également inhiber 

la phosphorylation de la VEGFR (Vascular endothelial growth factor receptor) (Annabi et al., 

2002). De plus les acides hexadécanoïque méthyl ester et 9-octadécénoïque (Z) méthyl ester 

identifiés dans l’extrait de A. macrophylla par GC-MS sont dotés des propriétés anti-

néoplastique, anti-métabolite et alkylante (Ali Reza et al., 2021). 

          Il a été montré de longue date que le stress oxydant est capable d’induire des 

modifications au niveau du patrimoine génétique d’une cellule, et de participer ainsi aux 

différents processus d’initiation de la cancérogenèse (Pani et al., 2010). Dans les membranes 

cellulaires, les espèces réactives de l'oxygène (ERO) attaquent les acides gras polyinsaturés, 

causant ainsi une peroxydation lipidique et formation de MDA pouvant mener aux dommages 

de la structure et des fonctions cellulaires (Kuper et al., 2000). Dans le but de déterminer le 

mécanisme par lequel l'extrait aqueux de A. macrophylla induit ses effets protecteurs sur les 

tumeurs mammaires, une étude sur l’évaluation de l’activité antioxydante de cet extrait a été 

réalisée. Dans la présente étude, il a été observé une augmentation du taux de MDA (marqueur 

de la péroxydation lipidique), une diminution du taux de GSH (extracteur de radicaux libre 

intracellulaire) et une réduction du Fe3+ en Fe2+ dans les glandes mammaires des rats DMBA 

comparés aux animaux normaux, ce qui suppose des dommages dans les glandes mammaires. 

Le traitement à l’extrait aqueux de A. macrophylla a significativement diminué le taux de MDA 

dans les glandes mammaires aux doses de 37,5 et 150 mg/kg PC, ce qui suggère une réduction 

de la peroxydation lipidique. De plus, L’extrait de A. macrophylla a induit une augmentation 

significative du taux de GSH à la dose de 75 mg/kg comparé au groupe DMBA. Le glutathion 

réduit (GSH) est un substrat de plusieurs réactions d’élimination des xénobiotiques. C’est la 

molécule soufrée la plus importante dans le cytosol (Goudable et Favier, 1997). Hormis cette 

importance d’ordre quantitative, le GSH constitue un système antioxydant intracellulaire 

incontournable car ce tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) est le garant du statut 

rédox cellulaire (Weijl et al., 1997). En plus de son rôle tampon dans l’équilibre rédox, le GSH 

est à même de neutraliser de nombreuses espèces réactives seul ou en tant que cofacteur des 

antioxydants enzymatiques. Il peut également chélater le cuivre et donc inhiber ainsi la synthèse 
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de radicaux hydroxyles et être utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase qui joue un 

rôle important dans le catabolisme du peroxyde d’hydrogène (Sajeeth et al., 2011). Son faible 

taux observé chez les animaux DMBA montre une augmentation du stress oxydant.  

          Pris ensemble, ces résultats permettent de suggérer que l’extrait aqueux de A. 

macrophylla  posséderait une activité antioxydante. Ces propriétés antioxydantes de l’extrait 

aqueux de A. macrophylla, observées in vivo, ont été confirmées in vitro par les activités 

antiradicalaires DPPH (198,7 µg/mL), ABTS (198,4 µg/mL)  et le Potentiel antioxydant total 

(43,39 ± 0,89 mg eq acide gallique/g d’extrait sec) de l’extrait aqueux de A. macrophylla. De 

plus, les antioxydants les plus largement connus appartiennent à la vaste famille des 

polyphénols (Di Meo, 2009; Dugo et al., 2011). Ils peuvent capturer les ERO, inhiber les 

enzymes impliquées dans la génération du stress oxydatif, inhiber la production de radical 

hydroxyle en chélatant les métaux de transition, et même régénérer certains antioxydants tels 

que la vitamine E. En effet, leurs propriétés antioxydantes leur procurent un intérêt 

thérapeutique potentiel dans diverses pathologies à l’instar des cancers.  

          Etant donné que les œstrogènes interviennent dans le développement des nodules, les 

phases d’initiation et de progression de la tumeur mammaire (Clemons et Goss, 2001 ; Key et 

al., 2002), il a été nécessaire de déterminer les effets antiœstrogéniques de l’extrait aqueux de 

A. macrophylla. Les effets antiœstrogéniques de A. macrophylla ont été évalués suivant les tests 

de prolifération cellulaire (Resende et al., 2013) in vitro et utérotrophique de 3 jours (OECD, 

2007) in vivo. D’une part, il a été démontré que l’œstradiol peut promouvoir la prolifération des 

cellules cancéreuses. En effet, l’œstradiol peut se lier aux récepteurs d’œstrogènes (REs) et 

stimuler ainsi la transcription des gènes impliqués dans la division cellulaire. Lors de ces 

divisions, les cellules sont plus sensibles aux erreurs de réplications et à l’effet d’agents 

cancérogènes extérieurs. D’autre part, certaines études décrivent une action initiatrice de la 

cancérogenèse qui passe cette fois par la conversion de l’œstradiol en métabolites génotoxiques 

(2- hydroxy-œstradiol et 4- hydroxy-œstradiol principalement) (Santen, 2003). 

          D'après les  résultats obtenus, A. macrophylla a induit des effets antiprolifératifs in vitro 

aux différentes concentrations testées en inhibant la prolifération des cellules MCF-7. De même 

à toutes les concentrations, la même plante a inhibé la prolifération des cellules MCF-7 

lorsqu'elle a été administrée en combinaison avec l'œstradiol. Les effets antiprolifératifs induits 

par l’extrait aqueux de A. macrophylla seraient dus à son activité antioestrogénique. La majorité 

des phytoestrogènes ont une affinité dix fois plus élevée pour les récepteurs REβ que pour REα 

(Kuiper et al., 1988). Cette forte affinité pour le REβ, reconnue comme impliquée dans les 
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activités antiœstrogéniques, présente aujourd'hui un grand intérêt pour la lutte contre les cancers 

œstrogéno-dépendants (Russo et al., 2016). 

          Les effets observés in vitro  n’étant pas transposables in vivo, l’activité antiœstrogénique 

de A. macrophylla a également été étudiée in vivo. L’E2V a induit à la fois une croissance 

utérine et une prolifération vaginale. De plus, les glandes mammaires des animaux traités avec 

E2V ont présenté une différenciation normale des acini par rapport au témoin. L’effet de E2V 

sur la masse relative de l’utérus frais a été potentialisé par A. macrophylla à la dose de 150 

mg/kg, suggérant que A. macrophylla aurait augmenté l'imbibition d'eau induite par l’œstradiol 

et non la prolifération des cellules utérines puisque à cette même dose une diminution de la 

taille de l’épithélium utérin a été observée. Cet événement aurait entraîné une augmentation de 

la masse de l’utérus frais (Yamasaki et al., 2003 ; Takahashi et al., 2007 ). Ce résultat suggère 

en outre que A. macrophylla pourrait posséder des métabolites secondaires dotés de propriétés 

œstrogéniques. 

          Les effets de l'E2V ont également été inhibés in vivo sur la différenciation des glandes 

mammaires, sur l'épithélium utérin et sur l’épithélium vaginal. Ces résultats suggèrent que 

l'effet aigu de A. macrophylla consiste à inhiber la prolifération cellulaire induite par 

l’œstradiol, tandis que la perméabilité cellulaire reste inchangée. De plus, à des concentrations 

100 à 1000 fois supérieures à celles d’œstradiol, les phytœstrogènes ont plutôt un effet 

antiœstrogénique puisqu’ils entrent en compétition avec les œstrogènes endogènes pour la 

liaison aux REs et empêchent la croissance stimulée par les œstrogènes chez les mammifères 

(So et al., 1997). Cela indique également que ces composés auraient au moins compéti avec 

l'E2V pour les récepteurs aux œstrogènes et empêché partiellement les effets de l'E2V. Il a 

également été montré que des modèles murins délétés en REα ne développent pas de tumeurs 

après administration de DMBA (Day et al., 2001). La non apparition du carcinome chez les 

animaux traités avec l’extrait aqueux de A. macrophylla à la dose de 75 mg/kg serait due en 

partie à l’activité antiœstrogénique de cet extrait (Gueyo et al., 2019). 

          Puisque le traitement empirique prévoit une prise du décocté plusieurs fois sur une longue 

période, les effets de l’extrait aqueux de A. macrophylla  sur quelques paramètres de toxicité 

ont été évalués. Les animaux du groupe DMBA ont présenté une diminution significative de la 

masse de la rate comparés aux animaux normaux. Par ailleurs, il a été observé une diminution 

significative des masses de l’utérus et des ovaires chez les animaux recevant le tamoxifène; 

alors qu’il a augmenté la masse de la rate, des poumons, et du cerveau, comparé aux animaux 

du groupe DMBA. Une réduction significative de la masse de l’utérus a été observée avec A. 
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macrophylla à toutes les doses. Par ailleurs, une augmentation significative de la masse des 

poumons a été observée suite au traitement avec A. macrophylla à la dose de 150 mg/kg. 

          En plus de sa fonction d’épuration du sang, la rate constitue à la fois un site de 

prolifération des lymphocytes, et d’élaboration de la réaction immunitaire (Marieb, 1999). 

Ainsi, la diminution de la masse relative de cet organe serait due à l’immunotoxicité du DMBA 

dans les organes lymphoïdes (rate, thymus et moelle osseuse) tel que rapportée par Miyata et 

collaborateurs (2001), et rejoindrais de ce fait les observations faites ci-dessus sur l’incidence, 

la charge, et la morphologie des tumeurs mammaires. Le tamoxifène et  A. macrophylla  sont 

parvenus à inverser efficacement cet effet immunotoxique du DMBA, réaffirmant ainsi l’effet 

protecteur de A. macrophylla tout comme le tamoxifène sur le cancer de sein induit par le 

DMBA chez la rate (Poirier, 2008). L’augmentation significative de la masse relative des 

poumons chez les animaux recevant A. macrophylla à la dose de 150 mg/kg, traduirait quant à 

elle une quelconque  toxicité pulmonaire. En outre, il est bon de souligner que la diminution de 

la masse de l’utérus frais et des ovaires chez les animaux recevant le tamoxifène, est en droite 

ligne avec les résultats obtenus sur l’évolution pondérale des animaux, et ne souligne  

d’avantage que l’effet anorexigène du tamoxifène (Nathalie, 2010). La diminution de la masse 

de l’utérus frais chez les animaux recevant A. macrophylla vient confirmer ses effets 

antiœstrogéniques (Gueyo et al., 2019). 

          Le DMBA n’a eu aucune incidence significative sur les taux de créatinine, bilirubine, 

cholestérol HDL et cholestérol total, comparé aux animaux normaux. A. macrophylla aux  doses 

de 37,5 et 75 mg/kg  a tout comme le tamoxifène, diminué le taux de cholestérol total alors que 

seule la dose de 150 mg/kg a pu augmenter significativement le taux de cholestérol-HDL 

comparé aux animaux du groupe DMBA. Un taux élevé de cholestérol total est connu comme 

un facteur de risque prédisposant aux maladies cardio-vasculaires (Li et al., 2013), mais il est 

aussi un indicateur de la toxicité systémique, se traduisant par une dysrégulation du 

métabolisme lipidique. La diminution significative du taux de cholestérol total par cet extrait 

aux différentes doses révèle qu’il contiendrait des métabolites secondaires capables d’améliorer 

le profil lipidique. 

          L’absence de modifications sur la microarchitecture du foie, des reins et des poumons ; 

connus  comme  étant  les  organes  majeurs  de  détoxification  de  l’organisme plaide pour une 

faible toxicité de l’extrait aqueux de A. macrophylla. 

          Les données obtenues après un essai de toxicité orale aiguë chez l’animal peuvent être 

utilisées pour satisfaire à des besoins de classification du danger par le biais de la DL50, et pour 

l’évaluation des risques pour la santé humaine et/ou pour l’environnement (OECD, 2001a). 
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Dans le but de déterminer l’innocuité de l’extrait aqueux de A. macrophylla une évaluation de 

la toxicité orale aiguë de cet extrait a été réalisée chez la rate Wistar. Comme résultats obtenus, 

les animaux n’ont montré aucun changement dans l’apparence physique et dans la 

somatomotricité durant la période d’observation. Aucune manifestation de convulsions, 

salivation et diarrhée liée au traitement n’a été observée. Cet extrait n’a induit aucune morbidité 

et/ou mortalité chez les animaux sur la période de 14 jours suivant l’administration orale d’une 

dose unique de 2000 mg/kg PC. Aucun changement n'a été observé sur la masse corporelle et 

la masse relative des organes à l'exception de la masse des poumons frais qui a augmenté de 

façon significative comparée à celle du témoin recevant de l’eau distillée. L’autopsie des 

animaux d’essai n’a révélé aucune anomalie liée au traitement. Ainsi, selon la méthode 

d’évaluation de toxicité orale aiguë utilisée dans cette étude (OECD, 2001a), l’extrait aqueux 

de A. macrophylla est classé dans la catégorie 5. Sur cette base, la DL50 est estimée supérieure 

à 2000 mg/kg PC. Ces résultats permettent de suggérer que l’extrait aqueux de A. macrophylla 

présenterait de faibles risques pour la santé en administration orale.  

          La résistance aux chimiothérapies anticancéreuses peut être classée en deux types: la 

résistance intrinsèque (préexistante) et la résistance acquise (Samedi et al., 2016). Concernant 

la résistance intrinsèque aux médicaments, elle peut être induite par la  présence  des  cellules  

souches  cancéreuses  résistantes préexistantes dans  la  masse tumorale  avant  toute  exposition  

au  médicament. Quant  à  la résistance acquise, la multi-résistance aux médicaments est une 

évolution lente et progressive. Il  s’agit  d’un  processus  qui  force  les  cellules  tumorales  à  

subir  des  mutations génétiques  ou  des  changements  épigénétiques  au  cours  du  traitement,  

ce  qui  entraîne  un phénotype de résistance aux médicaments. La résistance acquise peut être 

attribuée à: la  diminution  de  la  concentration  intracellulaire  d’agents chimiothérapeutiques; 

l’augmentation ou diminution d’efflux de médicaments; l’inactivation du médicament ou 

l’altération de la cible médicamenteuse; l’altération de  l’expression  des  oncogènes  ou  des  

gènes suppresseurs de tumeurs; le traitement des dommages induits par la molécule 

médicamenteuse et l’amélioration de la réparation des dommages à l’ADN; la transition 

épithélio-mésenchymateuse et le microenvironnement très acide des tumeurs (Samedi et al., 

2016). 
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Conclusion 

          L’hypothèse de recherche de ce travail était qu’au vu de son utilisation traditionnelle et 

de ses phytoconstituants, Anthonotha macrophylla possède des phytoconstituants qui auraient 

des propriétés préventives contre la survenue du cancer du sein. A la fin de cette étude dont 

l’objectif était d’évaluer in vitro et in vivo les effets anticancéreux de l’extrait aqueux des 

écorces de Anthonotha macrophylla, il ressort que l’extrait aqueux de A. macrophylla a induit 

des effets chimiopréventifs sur le cancer du sein induit par le DMBA chez les rats femelles aux 

doses de 75 et 150 mg/kg. Ledit extrait a également induit une cytotoxicité sur un panel de 

cellules cancéreuses  avec une CC50 ~132 µg/mL sur les cellules tumorales mammaires de 

rongeurs (4T1) et l’apoptose des cellules MDA-MB-231. L’extrait a inhibé la croissance de 

tous les types cellulaires, la migration cellulaire et la progression du cycle cellulaire en phase 

G2/M. Une diminution de la prolifération cellulaire, du nombre de clones de cellules MDA-

MB-231 et de l'encrage des cellules au collagène et à la fibronectine a été observée. De plus, 

l’extrait de A. macrophylla possède des activités antioxydantes et antiœstrogéniques. Les effets 

antitumoraux  observés pourraient être attribués aux flavonoïdes et aux acides hexadécénoïque 

méthyl ester et 9-octadécénoïque (Z) méthyl ester présents dans ledit extrait. L’évaluation de la 

toxicité orale aiguë a montré que l’extrait aqueux de A. macrophylla serait faiblement toxique. 

Les résultats obtenus justifieraient l’utilisation traditionnelle de A. macrophylla contre le cancer 

au niveau du sein. 

Recommandations 

          A l’issue de cette étude, il ressort que la dose de 75 mg/kg PC inférieure à la dose 

thérapeutique (150 mg/kg PC), possède plus des effets bénéfiques sur la majorité des paramètres 

évalués. Ceci permet de recommander au tradithérapeute de réduire de moitié sa dose 

thérapeutique au cours de ses prescriptions.  

Perspectives 

           Nous  envisageons dans les travaux futurs de : 

- évaluer les effets curatifs de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla sur le modèle de 

cancer induit par le DMBA ; 

- évaluer la toxicité chronique de l’extrait aqueux de Anthonotha macrophylla. 
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Annexe 1: Préparation des solutions 

Annexe 1.1 Substances pharmacologiques et solution de DMBA 

          Le tamoxifène et l’œstradiol valérate ont été les substances pharmacologiques utilisées 

dans ce travail.  

- Solution de tamoxifène 0,25 mg/mL a été préparée en solubilisant un comprimé de 20 mg 

dans un volume de 20 mL d’eau distillée et le volume final complété à 80 mL avec de l’eau 

distillée. Le volume d’administration était de 1 mL/100g. 

- Solution d’œstradiol valérate 0,1 mg/mL a été préparée en solubilisant un comprimé de 2 

mg d’œstradiol valérate dans une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume 

final complété à 20 mL avec de l’eau distillée. Le volume administré aux rats était de 2 

mL/150g. 

- Solution de DMBA 5,2 mg/mL: cette solution a été obtenue par solubilisation de 520 mg 

de DMBA dans un volume total de 20 mL d’huile d’olive, puis homogénéisée à l’ultrason de 

marque Elmasonic S40H (Elma, Singen) à 40° C. Le volume final a été complété à 100 mL 

avec de l’huile d’olive et le volume administré aux animaux était de 1 mL/75g. 

Annexe 1.2 Tampon phosphate sodium 0,1 M, pH 7,5 

          Pour l’obtention du tampon, 1,74 g de phosphate monosodique hydraté 

(NaH2PO4.2H2O) et 1,57 g de phosphate disodique hydraté (Na2HPO4.12H2O) ont été dissous 

dans un volume de 100 mL d’eau distillée et le volume final a été complété à 200 mL avec de 

l’eau distillée. Le pH a été ajusté à 7,5 à l’aide de l’HCl.  

Annexe 1.3 Solutions utilisées pour le dosage des protéines 

 - Solution de Biuret: elle résulte du mélange de 2 solutions A et B. Solution A : 0,75 g de 

sulfate de cuivre hydraté (CuSO4, 5H2O) et 3 g de tartrate de sodium et de potassium ont été 

dissous dans de l’eau distillée pour un volume total de 100 mL. Solution B : 15 g de soude ont 

été dissous dans de l’eau distillée pour un volume total de 100 mL. Les deux solutions ainsi 

obtenues ont été mélangées et le volume final a été complété à 500 mL avec de l’eau distillée. 

- Réactif de Bradford 0,1 mg/mL: il  a été préparé par dissolution de 50 mg de Bleu de 

Coomassie G250 dans 15 mL d’éthanol 95% puis complété à 25 mL d’éthanol. Après 30 min 

d’agitation, 50 mL d’acide orthophosphorique 85% ont été ajoutés au mélange. L’ensemble a 

été agité pendant 10 min. Le volume total de la solution a été complété à 500 mL avec de 

l’eau distillée puis filtré. 
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- Solution de BSA 10 mg/mL: elle a été préparée à partir de 100 mg d’albumine sérique 

bovine (BSA) dissous dans une fiole jaugée (10 mL) avec 8 mL d’eau distillée et le volume 

final a été complété à 10 mL avec de l’eau distillée.  

Annexe 1.4 Solutions et réactifs utilisés pour le dosage des composés polyphénoliques  

          Le dosage des composés polyphénoliques a été réalisé à l’aide de plusieurs solutions et 

réactifs préparés comme suit : 

- Solution de quercétine 0,1 mg/mL: elle a été préparée par dissolution de 1 mg de 

quercétine dans un volume total de 10 mL d’éthanol 80%. Cette solution a été utilisée pour 

déterminer des concentrations des polyphénols totaux, flavonoïdes totaux et flavonols. 

- Réactif de Folin-Ciocalteu: il a été obtenu par le mélange de 2 mL de Folin-Ciocalteu dans 

une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final a été complété à 20 mL 

avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la concentration 

des polyphénols totaux. 

- Solution de carbonate de sodium 20%: elle a été préparée par dissolution de 4 g de poudre 

de Na2CO3 dans une fiole jaugée (20 mL) avec 10 mL d’eau distillée et le volume final a été 

complété à 20 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination 

de la concentration des polyphénols totaux. 

- Solution de chlorure d’alluminium 10%: elle a été obtenue par dissolution de 2 g de 

AlCl3 dans une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 

20 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination des 

concentrations des flavonoïdes totaux et flavonols. 

- Solution d’acétate de sodium 1M: elle a été obtenue par dissolution de 0,82 g d’acétate de 

sodium dans un volume de 5 mL d’eau distillée et le volume final a été complété à 10 mL 

avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination des concentrations 

des flavonoïdes totaux et flavonols. 

Annexe 1.5 Solutions et tampons utilisés pour le dosage de quelques paramètres du 

stress oxydant, la détermination du pouvoir antioxydant in vivo et de l’activité de 

piégeage des radicaux du DPPH et ABTS in vitro 

        Les solutions et tampons utilisés pour le dosage de quelques paramètres du stress 

oxydant et la détermination du pouvoir antioxydant ont été préparés comme suit:  

- Tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4 a été obtenu par dissolution de 1,21 g de tris base et 

2,79 g de KCl dans une fiole jaugée (500 mL) avec 250 mL d’eau distillée. Le pH a été ajusté 

à 7,4 par ajout de HCl 11,8 N et un pH-mètre a permis de vérifier son obtention. Le volume 
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final a été complété à 500 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été conservée à 4°C et a 

été utilisée lors du dosage du glutathion réduit (GSH). 

- Solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,37%. Pour préparer cette solution, 0,37 g de 

TBA a été dissous dans une fiole jaugée (100 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final 

a été complété à 100 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour préparer la 

solution de TCA-TBA-HCL. 

- Solution d’acide trichloracétique (TCA) 15%: elle a été préparée en dissolvant 7,5 g de 

TCA dans une fiole jaugée (50 mL) avec 20 mL d’eau distillée et le volume final a été 

complété à 50 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour préparer la solution 

de TCA-TBA-HCl. 

- HCl  0,25 N: il a été obtenu par un mélange de 1,04 mL de HCl 0,25 N dans une fiole jaugée 

(50 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 50 mL avec de l’eau distillée. 

Cette solution a été utilisée pour préparer la solution TCA-TBA-HCl. 

- Solution TCA-TBA-HCL: elle a été obtenue par le mélange des solutions de TBA, TCA et 

HCl dans les proportions 1 : 1 : 1. 

- Tampon phosphate 0,1M, pH 7,4: il a été obtenu à partir du mélange de deux solutions. 

Solution A: 6,5 g de phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4, H2O) dissous dans 200 mL 

d’eau distillée puis le volume final complété à 500 mL avec de l’eau distillée. Solution B: 8,9 

g de phosphate disodique hydraté (Na2HPO4, H2O) dissous dans 200 mL d’eau distillée puis 

le volume final complété à 500 mL avec de l’eau distillée. Un mélange de 500 mL de la 

solution A obtenue et de 200 mL de la solution B a été réalisé puis 80 mL de la même 

solution A ont été ajoutés goutte à goutte pour un volume final de 780 mL. Cette solution a 

été utilisée pour la préparation du Réactif d’Ellman lors du dosage du glutathion réduit 

(GSH). 

- Réactif d’Ellman: il a été obtenu en dissolvant 4,96 mg d’acide-2,2-dithio-5,5-dibenzoique 

(DTNB) dans une fiole jaugée (250 mL) avec 100 mL de tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4) 

et le volume final a été complété à 250 mL avec le même tampon. Ce réactif a été utilisé lors 

du dosage du glutathion réduit (GSH). 

-Tampon acétate 300 mM, pH 3,6: il a été obtenu par dissolution de 0,66 g d’acétate de 

sodium dans une fiole jaugée (250 mL) avec 200 mL d’eau distillée, puis le pH a été ajusté à 

3,6 par titration avec 4,13 mL d’acide acétique. Le volume final a été complété à 250 mL avec 

de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour la préparation du réactif de FRAP lors de la 

détermination du potentiel antioxydant.  
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-HCl 40 mM: il a été obtenu par le mélange de 0,86 mL de HCl 12 M dans une fiole jaugée 

(25 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 25 mL avec de l’eau distillée. 

Cette solution a été utilisée pour la préparation du TPTZ lors de la détermination du potentiel 

antioxydant. 

-Solution de 2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-triazine (TPTZ) 10 mM: elle a été préparé par 

dissolution de 0,078 g de TPTZ dans une fiole jaugée (25 mL) avec 5 mL de HCl 40 mM et le 

volume final complété à 25 mL avec du HCl 40 mM. Cette solution a été utilisée pour la 

préparation du réactif de FRAP lors de la détermination du potentiel antioxydant. 

-Solution de FeCl3 10 mM: elle a été obtenue par dissolution de 0,34 g de FeCl3 dans une 

fiole jaugée (25 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 25 mL avec de 

l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour la préparation du réactif de FRAP lors de la 

détermination du potentiel antioxydant. 

-Réactif de FRAP: il a été obtenu par le mélange des solutions de tampon acétate (300 mM, 

pH 3,6), de TPTZ (10 mM) et de FeCl3 (10 mM) dans les proportions 10 :1 :1. Ce réactif a été 

utilisé lors de la détermination du potentiel antioxydant (réduction du Fe3+) dans l’homogénat 

de la glande mammaire. 

 -Solution de DPPH 0,4 mM: elle a été préparée par dissolution de 3,95 mg de DPPH dans 

un volume total de 25 mL de méthanol 65 °. 

-Solution de ABTS: elle a été préparée en mélangeant 20 mL d’une solution de ABTS 7 mM 

à 20 mL d’une solution de permanganate de potassium 4,9 mM (KMnO4) pour un volume 

final de 40 mL. Par la suite, Le mélange a été conservé à l’obscurité pendant 15 heures dans le 

but d’oxyder l’ABTS. 

Annexe 1.6 Solutions et colorants utilisés pour les coupes histologiques 

          Les solutions utilisées dans ce travail pour les coupes histologiques ont été préparées de 

la façon suivante :  

- Formol à 10%  

          La préparation a été faite à partir du formol commercial (solution concentrée à 37%). 

Pour un volume final (Vf) de 1000 mL, un volume initial (Vi) de 275 mL de formol a été 

introduit dans une éprouvette graduée et le Vf a été atteint par ajout d’eau distillée.  

- Alcool à 50°, 70° et 80°  

          La préparation a été faite par dilution de l’éthanol 95° se référant à la table de dilution 

des alcools ou table de Gay-Lussac (voir annexe). C’est une opération qui consiste à amener 

un alcool à un degré plus faible en lui ajoutant de l’eau distillée. 
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- Hématoxyline de Harris  

          Pour une préparation de 200 mL, le mélange suivant a été réalisé dans une fiole jaugée 

(200 mL): 1 mg d’hématoxyline, 10 mL d’alcool absolu, 20 g d’alun potassique dissous à 

chaud et 0,5 g d’oxyde de mercure rouge, puis le volume final complété à 200 mL avec de 

l’eau distillée. Le mélange obtenu est porté à ébullition puis refroidi et filtré. La solution 

recueillie est la solution d’hématoxyline de Harris.  

- Eosine alcoolique à 0,5%  

          Pour obtenir une solution de 500 mL, 3 g d’éosine ont été dissous dans 100 mL d’eau 

distillée. A cette solution initiale, 125 mL d’éthanol 95° ont été ajoutés et le volume final 

complété à 500 mL avec de l’eau distillée. Après homogénéisation et filtration, 2 gouttes 

d’acide acétique ont été ajoutées. La solution finale obtenue a été laissée à l’abri de la lumière 

et filtrée avant usage.   

- Solution d’eau gélatinée  

          Pour la préparation de 100 mL de cette solution, 5 mg de poudre de gélatine ont été 

dissous dans 80 mL d’eau distillée et le volume du mélange a été complété à 100 mL avec de 

l’eau distillée.  

- Solution d’orange G à 10%  

          Cette solution a été obtenue après dissolution de 10 g d’orange G dans 100 mL d’eau 

distillée.  

- Solution d’éthanol/xylène  

          Cette solution résulte du mélange d’éthanol absolu avec du xylène dans les proportions 

d’un volume d’éthanol pour un volume de xylène (1/1).  
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Annexe 2 : Table de Gay-Lussac 

          La table de Gay-Lussac, encore appelé table de mouillage de l’alcool, est utilisée pour 

la dilution de l’alcool. 

          Les chiffres en noir indiquent la quantité d’eau en mL à ajouter à 100mL d’alcool de 

concentration initiale X (en bleu) pour obtenir la concentration désirée. 

          Exemple : la table indique qu’il faut ajouter 105,34 ml d’eau à 100mL d’alcool à 90° 

pour obtenir de l’alcool à 45°. 

Annexe 3 : Courbes d’étalonnages 

 

 
 

Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux 
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Courbe d’étalonnage du dosage des flavonoïdes totaux 
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Courbe d’étalonnage du dosage des flavonols totaux 
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Courbe d’étalonnage du dosage des protéines totales 

 
 

Courbe d’étalonnage de détermination de la capacité antioxydante totale (FRAP) in vitro. 

 
Courbe d’étalonnage de détermination de la capacité antioxydante totale (FRAP) in vivo. 
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> $ON>%( nao]vqnej( ]j` _ahh _qhpqna ia`e] sana bnki Oeci])=h`ne_d $Op* Hkqeo( IK( QO=%* Aopn]`ekh r]han]pa
$A.R% s]o bnki @ahld]ni $Hehha( Bn]j_a%* Oanqi Nalh]_aiajp . s]o k^p]eja` bnki Hq`sec >ekpa_jkhkce] Hp`]*

1MBOU NBUFSJBM

Pda opai ^]ngo kb �Y L�,aRU@wII� sana d]nraopa` ej =qcqop .,-1 ej U]pk( ?]iankkj Heppkn]h Nacekj( ]j` pda
lh]jp s]o ]qpdajpe_]pa` ]p pda ?]iankkj J]pekj]h Dan^]neqi $?JD% ej _kil]neokj pk ] nabanaj_a ola_eiaj
naceopana` qj`an jqi^an /3-04 ?JD*

Pda ]mqakqo atpn]_p kb �Y L�,aRU@wII� opai ^]ngo s]o lnal]na` ^]oa` kj pda pn]`epekj]h da]han na_kiiaj)
`]pekjo* Ej odknp( /,, c opai ^]ngo� `nea` lks`an s]o ^keha` ej - H s]pan bkn .1 iej ]j` pdaj |hpana` qoejc
Sd]pi]j l]lan jk* 0* Pda |hpn]pa s]o pdaj hukldeheva` pk k^p]ej ] pkp]h `nea` i]oo kb 5 c ]mqakqo atpn]_p*

1IZUPDIFNJDBM BOBMZTJT

&TUJNBUJPO PG UPUBM QSPUFJO

Pda mq]jpepu kb lnkpaejo lnaoajp ej �Y L�,aRU@wII� atpn]_p s]o `apanieja` ^u >n]`bkn` iapdk` W-2Y qoejc ^kreja
oanqi ]h^qiej $>O=% ]o op]j`]n`* Ln]_pe_]hhu( �Y L�,aRU@wII� atpn]_p $- iH% s]o ]``a` pk pda o]ia rkhqia
kb bnaodhu lnal]na` >n]`bkn` na]cajp* =^okn^]j_a s]o ia]oqna` ]p 151 ji qoejc ] QR)reoe^ha $QR)reo% -2,1
Odei]`vq ola_pnkldkpkiapan ]bpan ej_q^]pekj bkn /, iej ej pda `]ng*

%FUFSNJOBUJPO PG QIFOPMJD DPNQPVOE DPOUFOU

Pda ldajkhe_ _kilkqj`o sana mq]jpe|a` ej �Y L�,aRU@wII� atpn]_p ^u Bkhej)?ek_]hpaq iapdk` W-3Y* Bkhej)
?ek_]hpaq na]cajp $31 ׅH% s]o ]``a` pk 31, ׅH �Y L�,aRU@wII� atpn]_p $- ic+iH%* =bpan / iej( 31, ׅH J].?K/
$.,!% s]o ]``a`* =^okn^]j_a s]o ia]oqna` ]p 32, ji qoejc ] QR)reo -2,1 Odei]`vq ola_pnkldkpkiapan ]bpan
ej_q^]pekj bkn /, iej ej pda `]ng* C]hhe_ ]_e` s]o qoa` ]o op]j`]n` ej pdeo atlaneiajp*
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&TUJNBUJPO PG ǵMBWPOPJE BOE ǵMBWPOPM DPOUFOUT

Pda pkp]h ]ikqjp kb }]rkjke`o ej �Y L�,aRU@wII� atpn]_p s]o `apanieja` qoejc pda _khkneiapne_ iapdk` ]o `a)
o_ne^a` lnarekqohu W-4Y sepd ik`e|_]pekjo* �Nj@RNRj@� L�,aRU@wII� atpn]_p $- iH7 - ic+iH% s]o ieta` sepd -,,
ׅH kb -,! ]hqiejqi _dhkne`a ]j` -,, ׅH kb - I ok`eqi ]_ap]pa* Pda ietpqna nai]eja` ]p nkki pailan]pqna
bkn 0, iej* =^okn^]j_a s]o pdaj ia]oqna` ]p 0-1 ji sepd ] QR)reo -2,1 Odei]`vq ola_pnkldkpkiapan* Pda
_]he^n]pekj _qnra s]o lnal]na` qoejc mqan_apej okhqpekjo ]p _kj_ajpn]pekjo kb 2*.1( -.*1( .1( 1,( ]j` -,, ׅc+iH
ej apd]jkh* Oeieh]nhu( pda ]hqiejqi _dhkne`a _khkneiapne_ iapdk` s]o ailhkua` bkn }]rkjkh `apaniej]pekj(
^qp pda ej_q^]pekj lanek` s]o -1, iej( ]j` ]^okn^]j_a s]o `apanieja` ]p 00, ji* Pda atlaneiajpo sana na)
la]pa` pdnaa peiao* Pkp]h }]rkjke`o ]j` }]rkjkho sana atlnaooa` ej panio kb Am mqan_apej+ic `nu saecdp(
sde_d eo ] _kiikj nabanaj_a _kilkqj`*

($�.4 BOBMZTJT

�Nj@RNRj@� L�,aRU@wII� s]o ]j]huva` qoejc _kilnadajoera C? _kqlha` sepd peia)kb)}ecdp $PKB% IO qj`an pda
bkhhksejc _kj`epekjo6 ]j]hupa o]ilhao sana ]j]huva` qoejc ] HA?K Lac]oqo 0@ PKB IO $HA?K ?knlkn]pekj(
Op* Fkoald( IE( QO=% amqella` sepd ] ik`e|a` =cehajp 345,= C? $=cehajp Pa_djkhkceao( Ej_*( Sehiejcpkj( @A(
QO=%( ] HA?K C? · C? ik`qh]pkn ]j` oa_kj`]nu kraj $HA?K ?knlkn]pekj%( ]j` ] olhep+olhephaoo ejhap* Pda
_khqij oapo qoa` sana Nte)1 OehIO $.5*1 i · ,*.1 ii · ,*.1 ׅi% ]o ] lnei]nu _khqij ]j` Nte -3 Oeh IO $,*51
i · ,*.1 ii · ,*.1 ׅi% ]o pda oa_kj`]nu _khqij $Naopag( >ahhabkjpa( L=( QO=%* Daheqi s]o qoa` ]o ] _]nnean
c]o ]p ] _kjop]jp }ks n]pa kb - iH+iej ]j` ]j ejhap pailan]pqna kb .1, �?* =j ejepe]h kraj pailan]pqna kb 0,
�? s]o oap ]j` dah` bkn ,*1 iej ]j` pdaj ohkshu n]ila` ]p -, �?+iej pk .1, �? ]j` pdaj dah` bkn ,*1 iej ]p
.1, �?* Pda ik`qh]pkn ]j` oa_kj`]nu kraj sana nqj ]p ]j k{oap pailan]pqna kb 1 �? ]^kra pda lnei]nu kraj*
Pda IO s]o oap ql qj`an pda bkhhksejc _kj`epekjo6 jk okhrajp `ah]u ^a_]qoa ep s]o ]j OLIA ]j]huoeo7 pn]joban
heja pailan]pqna ]p .1, �?7 aha_pnkj ekjev]pekj ]p 3, aR7 okqn_a*

*O WJUSP TUVEZ

$FMM MJOF

I?B)3 _ahho( aopnkcaj)lkoepera ]`ajk_]n_ejki] _ahho bnki dqi]j _]j_an( sana lqn_d]oa` bnki pda Nek `a
F]jaenk ?ahh >]jg $>n]veh%*

.$'�� DFMM DVMUVSF

I?B)3 _ahho sana _qhpqna` ej NLIE -20, ia`eqi oqllhaiajpa` sepd -,! B>O ]j` -,, Q+iH laje_ehhej( -,,
ׅc+iH opnalpkiu_ej( ]j` -, iI DALAO* ?ahh _qhpqnao sana i]ejp]eja` ]p /3 �? ej ] 1! ?K. dqie`e|a`
]pikoldana ]j` lD 3*0*

.$'�� DFMM QSPMJGFSBUJPO BTTBZ

Pda _ahh lnkheban]pekj ]oo]u ]o nalknpa` lnarekqohu W-5Y s]o lanbknia` kj I?B)3 _ahho* Pdeo opq`u `apanieja`
pda aopnkcaje_+]jpeaopnkcaje_ a{a_po kb _kilkqj`o ^u ia]oqnejc pda ]^ehepu kb I?B)3 pk lnkheban]pa* Pk `k pdeo(
pda _ahho sana _kj`epekja` sepd pnuloej ]j` olna]` ej .0)sahh lh]pao ]p ] _kj_ajpn]pekj kb 1,(,,, _ahho+sahh* =bpan
.0 d( pda _ahho sana s]oda` sepd L>O( ]j` Oanqi Nalh]_aiajp . $,*1·% oqllhaiajpa` ldajkh na`)bnaa NLIE
s]o qoa` ]o oq^opepqpa bkn pda oaa`ejc ia`eqi* �Nj@RNRj@� L�,aRU@wII� atpn]_p s]o oq^oamqajphu ejpnk`q_a` ]p
_kj_ajpn]pekjo kb ,*-o.,, ׅc+iH* Sepd naola_p pk pda ar]hq]pekj kb ]jpeaopnkcaje_ ]_perepu( ^abkna ej_q^]pekj( - ·
-,4 I -3ֻ)aopn]`ekh s]o ejpnk`q_a` ejpk pda sahho* Pda atlaneiajp]h opanke`)bnaa ia`eqi oanra` ]o ] jac]pera
_kjpnkh( sdana]o pda _ahho pna]pa` sepd -3ֻ)aopn]`ekh sana qoa` ] lkoepera _kjpnkh ]j` mqan_apej $1 · -,4 I% s]o
qoa` ]o ldupkaopnkcaj _kjpnkh* Pda paop h]opa` bkn ]^kqp -00 d* >nea}u( pda _ahho sana pna]pa` sepd pne_dhknk]_ape_
]_e`( ej_q^]pa` ]p 0 �? bkn - d( pdana]bpan s]oda` ]j` `nea`( ]j` |j]hhu op]eja` sepd ON> `eookhra` ej -! ]_ape_
]_e`* =^okn^]j_a s]o na]` ej ] >ekpag AH4,, Iqhpeo_]j `are_a ]p 1-, ji*

Pda naoqhpo k^p]eja` kj pda aopnkcaje_ a{a_po sana atlnaooa` ]o pda ]ran]ca � op]j`]n` annkn kj pda ia]j
$OAI% kb pda lnkheban]pera a{a_p $LA%* Pdeo l]n]iapan s]o _]h_qh]pa` W.,Y ]o bkhhkso6 LA 9 $i]teiqi jqi^an
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kb _ahho ej pda o]ilha%+$jqi^an kb _ahho ej pda _kjpnkh%* Pda aopnkcaje_ ]_perepu kb pda o]ilha s]o _]h_qh]pa` ]o
nah]pera LA $NLA!% ]o bkhhkso6 NLA! 9 W$LA bkn o]ilha%+$LA bkn -3ֻ)aopn]`ekh%Y · -,, W.-Y*

*O WJWP TUVEZ

'FNBMF SBUT

Bai]ha Seop]n n]po $-,o-. saago7 -1, c% sana qoa` bkn pdeo opq`u* N]po sana dkqoa` ej lh]ope_ _]cao ]j` i]ej)
p]eja` ]p nkki pailan]pqna ]p pda H]^kn]pknu kb =jei]h Lduoekhkcu( Qjeranoepu kb U]kqj`É E $?]iankkj%* Pda
]jei]ho sana oq^ieppa` pk ] op]j`]n` `eap aop]^heoda` ^u pda H]^kn]pknu kb =jei]h Lduoekhkcu ]j` s]pan*

&TUJNBUJPO PG EPTFT

=jei]h pna]piajp s]o `kja ^]oa` kj pdnaa pdan]laqpe_ `koao6 31( -1,( ]j` /,, ic+gc ^k`u saecdp $>S%* Pda
`koa kb -1, ic+gc >S s]o _]h_qh]pa` ]__kn`ejc pk pda ej`e_]pekjo kb pda pn]`epekj]h da]han na_kiiaj`]pekjo*
Pdeo atpn]lkh]pa` `koa $-1, ic+gc >S% s]o bn]ia` ^u ] hks `koa $31 ic+gc >S% ]j` ] decd `koa $/,, ic+gc
>S%*

6UFSPUSPQIJD UFTU

Psajpu)|ra n]po sana KRT `kno]hhu* =bpan -0 `]uo( pdau sana `ere`a` ejpk |ra cnkqlo kb |ra ]jei]ho a]_d
]j` pna]pa` ]o bkhhkso6 pda jac]pera _kjpnkh cnkql na_aera` `eopehha` s]pan( pda lkoepera _kjpnkh cnkql na_aera`
aopn]`ekh $,*31 ic+gc >S%( ]j` pda kpdan pdnaa cnkqlo sana _k]`iejeopana` sepd aopn]`ekh ]j` �Y L�,aRU@wII�
]mqakqo atpn]_p ]p pda naola_pera `koao kb 31( -1,( ]j` /,, ic+gc* Pda pna]piajpo sana lanbknia` kn]hhu ]p ]
rkhqia kb . iH+-1, c bkn a]_d oq^op]j_a bkn / `]uo* =bpans]n`( pda ]jei]ho sana o]_ne|_a`7 qpaneja sap saecdp(
qpaneja ]j` r]cej]h alepdahe]h pde_gjaoo( ]j` i]ii]nu ch]j`o sana ]ooaooa` ]o `ao_ne^a` lnarekqohu W-5Y*

"DVUF UPYJDJUZ UFTU

Kn]h ]_qpa pkte_epu s]o _]nnea` kqp ej ]__kn`]j_a sepd KA?@ Cqe`aheja 0./ W..Y* Pk ]_deara pdeo( oet bai]ha n]po
sana `ere`a` ejpk psk cnkqlo kb pdnaa ]jei]ho a]_d ]j` pna]pa` ^u c]r]ca $. iH+-1, c%* Kja cnkql na_aera`
`eopehha` s]pan $_kjpnkh% ]j` ]jkpdan s]o pna]pa` sepd �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p ]p .,,, ic+gc $=I .,,,%*
=bpan pna]piajp( a]_d ]jei]h s]o k^oanra` bkn /, iej( pdaj bkn .( 0( ]j` 2 d kj pda |nop `]u( ]j` kj_a ] `]u
bkn pda naop kb pda -/ `]uo bkn ]ju _heje_]h oecjo kb pkte_epu* Saecdp c]ej s]o na_kn`a` pdnkqcdkqp pda -0 `]uo kb
pda atlaneiajp* =jei]ho sana o]_ne|_a` ^u `a_]lep]pekj qj`an hecdp ]jaopdaoe]( ]j` knc]jo $heran( hqjco( da]np(
]`naj]ho( olhaaj( ge`jauo( kr]neao( r]cej]( ]j` qpanqo% sana naikra`( saecda` $at_alp bkn r]cej]%( ]j` |ta`
ej -,! bkni]h`adu`a bkn deopkhkce_]h ]j]huoeo* Pda atlaneiajp s]o `kja ej `qlhe_]pa*

)JTUPMPHJDBM BOBMZTJT

Pda ]j]huoeo kb i]ii]nu ch]j` `e{anajpe]pekj ]j` r]cej]h ]j` qpaneja alepdaheqi daecdpo s]o `kja qoejc 1
ׅi oa_pekjo kb pdaoa peooqao pd]p sana l]n]{ejeva` ]j` op]eja` sepd dai]pktuhej)akoej* Pda ie_nkldkpkcn]ldo
kb pdaoa oa_pekjo sana p]gaj qoejc ]j =tekogkl 0, ie_nko_kla _kjja_pa` pk ] _kilqpan ]j` ]j]huva` sepd
INCn]^-*, ]j` =tek Reoekj /*- okbps]na $Vaeoo( D]hh^ancikko( Cani]ju%*

4UBUJTUJDBM BOBMZTJT

Pda naoqhpo sana atlnaooa` ]o ia]j � OAI bkn a]_d atlaneiajp]h cnkql ]j` ej pnelhe_]pa bkn pdnaa ej`alaj)
`ajp CN qCjaR atlaneiajpo* Op]peope_]h oecje|_]j_a s]o ar]hq]pa` ^u kja)s]u ]j]huoeo kb r]ne]j_a bkhhksa` ^u
@qjjapp�o lkop dk_ paop qoejc Cn]ldL]` Lneoi okbps]na ranoekj 2*,* l 8 ,*,1 s]o _kjoe`ana` oecje|_]jp*
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3FTVMUT

1IZUPDIFNJDBM BOBMZTJT

Ldupk_daie_]h o_naajejc odksa` pda lnaoaj_a kb lnkpaejo( ldajkho( }]rkjke`o( ]j` }]rkjkho ej pda atpn]_p
$P]^ha -%*

i�$I3 S- Mq]jpep]pera ldupk_daie_]h ]j]huoao*

+RN,3Nja�jCRN CN =* i]_nklduhh] 3uja�,j R8 c3I3,j30 U@wjR,@3LC,�Ic
Pkp]h lnkpaejo /-*/2 � -*23 ic Am >O=
Pkp]h ldajkho -,*.0 � ,*11 ic Am c]hhe_ ]_e`
Bh]rkjke`o 5*32 � ,*55 ic Am mqan_apej
Bh]rkjkho /*22 � ,*.1 ic Am mqan_apej

Pkp]h lnkpaejo _kj_ajpn]pekj eo atlnaooa` ej ic ^kreja oanqi ]h^qiej $>O=% amqer]hajpo* Pkp]h ldajkho _kj_ajpn]pekj eo atlnaooa` ej ic
c]he_ ]_e` amqer]hajpo( sdeha Bh]rkjke`o ]j` }]rkjkho _kj_ajpn]pekjo ]na atlnaooa` ej ic mqan_apej amqer]hajpo*

($�.4 BOBMZTJT

Psahra _kilkqj`o sana e`ajpe|a` ]ikjc pda 2. _kilkqj`o k^p]eja` bnki pda C? lnk|hao ]j` pdana]bpan `e)
re`a` ejpk oaraj cnkqlo* Pdaoa cnkqlo sana i]`a ql kb ]_apkja ]h_kdkh $-%( ]h`adu`a $-%( ^e_u_he_ _kilkqj`o
$-%( ]ie`a $-%( ]_e`o $2%( ]ieja $.%( ]j` ]hg]ja $-7 P]^ha .%* Pda opnq_pqnao kb pda i]fkn }]rk)_kilkqj`o e`ajpe)
|a` ej �Y L�,aRU@wII� ]na `ale_pa` ej P]^ha .( sdana]o pda _dnki]pkcn]i kb ] nalnaoajp]pera o]ilha eo lnkre`a`
ej Becqna -*

i�$I3 l- ?daie_]h _kjopepqajpo e`ajpe|a` bnki �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p*

+@3LC,�I N�L3 M�jna3 R8 j@3
,RLURnN0

KRI3,nI�a
8RaLnI�

`YiY VcW �a3� VXW bjan,jna3

Dat]`a_]jke_
]_e`( iapduh
aopan

B]ppu ]_e` iapduh
aopan

?-3D/0K. -/-5*. -2*3.5

5)K_p]`a_ajke_
]_e` $V%)( iapduh
aopan

Qjo]pqn]pa`
b]ppu ]_e` iapduh
aopan

?-5D/2K. -0-5*3. -*3.2-

--)K_p]`a_ajke_
]_e`( iapduh
aopan

Qjo]pqn]pa`
b]ppu ]_e` iapduh
aopan

?-5D/2K. -0-5*2. -*,,--

Lnkl]jke_ ]_e`(
.)lnklajuh aopan

=_e` aopan ?2D-,K. /,0*10 ,*,20-.

Iapduh opa]n]pa O]pqn]pa` b]ppu
]_e` iapduh

?-5D/4K. -0//*/. .*1.2.

?]n^]ie_ ]_e`(
ikjk]iik)
jeqi
o]hp

=_e` ?D2J.K. -45*.4 1*2/53

Lnkl]ja)-(.(/)
pnekh

=h_kdkh ?/D4K/ -40*34 ,*144-4

Lnkl]j]ie`a(
.)du`nktu)

=ie`a ?/D3JK. -4/*3. -*,-,3

?u_hkdat]ja(
-)iapduh)0)$-)
iapduhapdajuh%)(
pn]jo

=hg]ja ?-,D-4 -0-2*3. ,*05/54
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@echu_kh]ieja =ieja ?0D--JK. -4.*52 ,*0-2--

Apduhaja`e]ieja =ieja ?.D4J. -50*.2 15*.43

-)Kt])/)
]v]olenkW0*1Y`a_]j)
.)kja(
/)_u_hkdatuh)0)
du`nktu)0)
iapduh)

=_apkja ]h_kdkh ?-1D.1JK/ --12*- 2*,5,/

N*P* 9 Napajpekj peia7 o 9 oa_kj`*

7C<na3 S- ?dnki]pkcn]i kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p na_kn`a` ej C?)IO*

&ǭGFDUT PO .$'�� DFMMT

Aopn]`ekh ]j` mqan_apej lnkikpa` I?B)3 _ahh lnkheban]pekj ]j` ej_na]oa` ep ^u -,,! $l 8 ,*,,-% _kil]na` pk pda
_kjpnkh cnkql $Becqna .%* �Nj@RNRj@� L�,aRU@wII� naranoa` pdeo a{a_p ]p ]hh pda paopa` _kj_ajpn]pekjo sepd oecjeb)
e_]jp a{a_po ]p -, ׅc+iH $23*/2! ej`q_pekj%( 1, ׅc+iH $20*44! ej`q_pekj%( ]j` -,, ׅc+iH $25*.3! ej`q_pekj7
l 8 ,*,1%* I?B)3 _ahh lnkheban]pekj nai]eja` ejde^epa` sdaj aopn]`ekh s]o _k]`iejeopana` sepd �Y L�,aRU@wII�
]p ]hh paopa` _kj_ajpn]pekjo $l 8 ,*,,-7 Becqna .%*
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7C<na3 l- A{a_po kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p kj I?B)3 _ahh lnkheban]pekj*
Pdeo a{a_p s]o ejraopec]pa` ^u ia]oqnejc I?B)3 _ahh lnkheban]pekj* LA s]o ia]oqna` ej pda lnaoaj_a kb @IOK $,*,-!%(
-3ֻ)aopn]`ekh $-, jI%( mqan_apej $1, jI%( ]j` �Y L�,aRU@wII�* LA 9 $i]teiqi _ahh jqi^an kb pda o]ilha%+$_ahh jqi^an kb
@IOK _kjpnkh%* &l 8 ,*,1( &&&l 8 ,*,,- _kil]na` pk _kjpnkh7 ���l 8 ,*,,- _kil]na` pk A.>*

&ǭGFDUT PO VUFSVT

Becqna /= odkso pd]p �Y L�,aRU@wII� lkpajpe]pa` pda ej_na]oa kb qpaneja sap saecdp ej`q_a` ^u aopn]`ekh ]o
bkhhkso6 .0*/5! ]p 31 ic+gc( 44*-3! ]p -1, ic+gc $l 8 ,*,-%( ]j` ./*52! ]p /,, ic+gc* Ej _kjpn]op( ] ohecdp `koa)
`alaj`ajp `a_na]oa kb qpaneja alepdahe]h pde_gjaoo s]o k^oanra` sdaj A.R s]o _ki^eja` sepd �Y L�,aRU@wII�*
Sa pdanabkna jkpe_a` ] `a_na]oa kb -.*3-! ]p 31 ic+gc ]j` .3*54! $l 8 ,*,1% ]j` 0,*23! ]p /,, ic+gc $l 8
,*,-% _kil]na` pk A.R $Becqna />%*
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7C<na3 k- A{a_po kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p kj qpanqo*
Nalnaoajp]pekj kb sap saecdp $=%( qpaneja alepdahe]h pde_gjaoo $>%( ]j` ie_nkldkpkcn]ldo $dai]pktuhej)akoej op]ejejc(
·0,% kb qpaneja oa_pekj $?% ]bpan / `]uo kb pna]piajp* KRT( ]jei]ho pna]pa` sepd pda rade_ha $`eopehha` s]pan%7 A.R( ]je)
i]ho pna]pa` sepd A.R7 =I ' A.R( ]jei]ho _kpna]pa` sepd ]mqakqo atpn]_p kb �Y L�,aRU@wII� opai ^]ngo ]p 31( -1,( ]j` /,,
ic+gc >S ]j` A.R $,*31 ic+gc >S%* Hq( hqiaj kb qpaneja7 Aj( aj`kiapne]h7 Op( opnki]* ���l 8 ,*,,- _kil]na` pk KRT7
&l 8 ,*,1( &&l 8 ,*,- _kil]na` pk A.R*

&ǭGFDUT PO WBHJOBM FQJUIFMJVN

A.R ej`q_a` r]cej]h alepdahe]h _ahh lnkheban]pekj ]j` _knje|_]pekj $Becqna 0>%* Pdeo naoqhpa` ej -,,! ej_na]oa
kb r]cej]h alepdahe]h pde_gjaoo _kil]na` pk pda _kjpnkh cnkql $l 8 ,*,,-7 Becqna 0=%* �Nj@RNRj@� L�,aRU@wII�
na`q_a` pda a{a_p kb A.R ^u -4*15! ]j` --*0! ]p 31 ic+gc >S $l 8 ,*,-% ]j` /,, ic+gc >S $l 8 ,*,1%(
naola_perahu( _kil]na` pk ]jei]ho pna]pa` sepd A.R kjhu*

7C<na3 :- A{a_po kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p kj r]cej]*
Ie_nkldkpkcn]ldo $dai]pktuhej)akoej op]ejejc( ·0,% kb r]cej]h peooqa $=% ]j` nalnaoajp]pekj kb r]cej]h alepdahe]h pde_g)
jaoo $>% ]bpan / `]uo kb pna]piajp* ?Ca( opn]pqi caniej]perqi7 ?Cn( opn]pqi cn]jqhkoqi7 ??( opn]pqi _knjaqi7 Hr( hq)
iaj kb r]cej]* @]p] ]na ia]j � OAI* ���l 8 ,*,,- _kil]na` pk KRT7 &l 8 ,*,1( &&l 8 ,*,- _kil]na` pk A.R*

&ǭGFDUT PO NBNNBSZ HMBOE

K^oanr]pekjo kb i]ii]nu ch]j` oa_pekjo odksa` pd]p A.R ej_na]oa` pda `e]iapan ]j` hqiaj kb pda ]hrakhe*
Bqnpdanikna( ]hrakh]n hqiaj s]o |hha` sepd ]^qj`]jp akoejkldeh oa_napekj ]bpan pna]piajp sepd A.R* Pdaoa
l]n]iapano sana bkqj` na`q_a` sdaj A.R s]o _k]`iejeopana` sepd �Y L�,aRU@wII� ]p 31 ]j` -1, ic+gc >S
$Becqna 1%*
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7C<na3 9- A{a_po kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p kj i]ii]nu ch]j`o*
=_( ]hrakhe alepdaheqi7 =p( ]`elkoa peooqa7 Oa( akoejkldeh oa_napekj7 ?p( _kjfqj_pera peooqa*

"DVUF UPYJDPMPHJDBM FWBMVBUJPO

Jk oecj kb pkte_epu s]o k^oanra` ]bpan ] hk]`ejc `koa kb .,,, ic+gc >S �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p qjpeh pda
aj` kb atlaneiajp* Jk _d]jca s]o k^oanra` ej pda >S $Becqna 2=% ]j` pda nah]pera saecdp kb knc]jo( at_alp bkn
hqjc sap saecdp pd]p oecje|_]jphu $l 8 ,*,-% ej_na]oa` $P]^ha /%* Bqnpdanikna( jk oecj kb ]hpan]pekj s]o bkqj`
ej pda deopkl]pdkhkce_]h oa_pekjo kb pda i]fkn pkte_epu knc]jo $Becqna 2%* =__kn`ejc pk KA?@( H@1, s]o pdaj
aopei]pa` pk ^a haoo pd]j .,,, ic+gc*
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7C<na3 f- >k`u saecdp ar]hq]pekj $=% ]j` ie_nkldkpkcn]ldo kb op]eja` oa_pekjo kb ge`jauo( heran( ]j` hqjco $dai]pktuhej)
akoej op]ejejc( ·.1,7 >% kb n]po ]bpan ] oejcha kn]h ]`iejeopn]pekj kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p ]p .,,, ic+gc*
?kjpnkh( ]jei]ho pna]pa` sepd `eopehha` s]pan7 =I .,,,( ]jei]ho pna]pa` sepd �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p ]p .,,,
ic+gc >S* ?r( _ajpn]h raej7 D( dal]pk_upa7 =( ]hrakhe7 >]( ]hrakh]n ^]c7 C( chkianqh]n* A]_d lkejp nalnaoajpo ia]j �
OAI $j 9 /%* Jk oecje|_]jp `e{anaj_a*

i�$I3 k- Nah]pera saecdp kb knc]jo $ic+gc >S% ej _kjpnkh ]j` �Y L�,aRU@wII� atpn]_p cnkqlo*

Qa<�Nc. L<gG< +RNjaRI �K lzzz
Qpanqo -30.*1. � /..*-3 --55*.2 � .,2*10
Kr]nu 3,2*-1 � 0.*,- 11/*213 � 05*02
Heran //241*1, � .,04*2- //(30-*4- � -44/*23
Hqjco 30.,*0. � //4*41 --(105*./ � 0.4*-/]

Olhaaj 2-0,*0/ � /,.*21 2121*-0 � ./5*4/
=`naj]ho 11-*21 � 15*3, 023*5/ � 21*41
Ge`jauo 25,5*/. � /3,*0/ 243.*40 � .11*..
Da]np /303*43 � -5,*,2 /-42*34 � -.4*,3
Opki]_d -.(0-3*,5 � 133*04 --(442*/. � 5.3*4.

?kjpnkh( ]jei]ho pna]pa` sepd rade_ha7 =I .,,,( ]jei]ho pna]pa` sepd �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p ]p .,,, ic+gc >S* @]p] ]na ia]j �
OAI $j 9 /%* ]l 8 ,*,- _kil]na` pk _kjpnkh*

%JTDVTTJPO

Pda lqnlkoa kb pdeo skng s]o pk ]ooaoo pda ]jpeaopnkcaje_ a{a_po kb �Y L�,aRU@wII� ]mqakqo atpn]_p CN qCjaR ]j`
CN qCqR* I]ju na_ajp CN qCjaR opq`eao kj dqi]j ^na]op _]j_an d]ra atlhkna` _kilkqj`o atpn]_pa` bnki r]nekqo
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ia`e_ej]h lh]jp ola_eao W./Y( W.0Y* Ej pdeo opq`u( sa ]ooaooa` pda ]jpelnkheban]pera ]_pekjo kb �Y L�,aRU@wII� ]mqa)
kqo atpn]_p kj I?B)3 _ahho* Bnki kqn |j`ejco( �Y L�,aRU@wII� ej`q_a` ]jpeaopnkcaje_ a{a_po ]p ]hh pda paopa`
_kj_ajpn]pekjo ^u ejde^epejc I?B)3 _ahho* Pda i]fknepu kb ldupkaopnkcajo d]ra ] -,)bkh` decdan ]{ejepu bkn ANֻ
pd]j bkn ANֺ W.1Y* Pdeo decd ]{ejepu bkn ANֻ( sde_d eo na_kcjeva` ]o ^aejc ejrkhra` ej pda ]jpeaopnkcaje_ ]_pere)
peao( eo kb cna]p ejpanaop ej pda |cdp ]c]ejop aopnkcaj)`alaj`ajp _]j_ano jks]`]uo W.2Y*

Bk_qoejc kj CN qCjaR ]jpelnkheban]pera ]_perepeao kb �Y L�,aRU@wII�( sa bkqj` ep n]pekj]h pk ejraopec]pa epo CN qCqR
]jpeaopnkcaje_ lkpajpe]h* =o atla_pa`( A.R ej`q_a` ^kpd qpaneja cnkspd ]j` r]cej]h lnkheban]pekj* Iknakran(
i]ii]nu ch]j`o kb ]jei]ho pna]pa` sepd A.R odksa` jkni]h ]_eje `e{anajpe]pekj _kil]na` pk pda _kjpnkh* Pda
a{a_p kb A.R kj pda nah]pera qpaneja sap saecdp s]o lnkikpa` ^u �Y L�,aRU@wII� ]p /,, ic+gc( oqccaopejc pd]p
�Y L�,aRU@wII� skqh` d]ra ^aaj pda _kqnoa kb aopn]`ekh)ej`q_a` s]pan ei^e^epekj ]j` qpaneja _ahh lnkheban]pekj*
>kpd arajpo sana nalknpa` pk naoqhp ej pda ej_na]oa ej qpaneja sap saecdp W.3Y( W.4Y* Pdeo naoqhp bqnpdan oqccaopo
pd]p �Y L�,aRU@wII� i]u lkooaoo oa_kj`]nu iap]^khepao aj`ksa` sepd aopnkcaje_ lnklanpeao*

Ej cajan]h( lh]jp atpn]_po _kjp]ej pdkqo]j`o kb oa_kj`]nu iap]^khepao pd]p _]j d]ra `e{anajp ik`ao kb ]_pekj
]j` p]ncap `e{anajp peooqao* Bh]rkjke`o ]na pda ikop eilknp]jp cnkql kb j]pqn]h ldajkhe_ _kilkqj`o ]j` odks
at_ahhajp aopnkcaj)hega a{a_po* Pdeo i]u ]__kqjp bkn pda ]jpeaopnkcaje_ ]_perepu k^oanra` sepd �Y L�,aRU@wII�
atpn]_p kj pda qpanqo( r]cej]( ]j` i]ii]nu ch]j`o ej pdeo opq`u* Dksaran( pda o]ia lh]jp ejde^epa` I?B)
3 _ahh lnkheban]pekj CN qCjaR sdaj ]`iejeopana` ]hkja kn ej _ki^ej]pekj sepd aopn]`ekh* A.R a{a_po sana ]hok
ejde^epa` CN qCqR kj i]ii]nu ch]j` `e{anajpe]pekj ]j` qpaneja ]j` r]cej]h alepdahe]h pde_gjaoo* Pdaoa naoqhpo
oqccaop pd]p pda ]_qpa a{a_p kb �Y L�,aRU@wII� _kjoeopo kb ejde^epejc aopn]`ekh)ej`q_a` _ahh lnkheban]pekj( sdeha
_ahh lania]^ehepu nai]ejo qj_d]jca`* Iknakran( ]p _kj_ajpn]pekjo decdan pd]j -,,o-,,, peiao kb aopn]`ekh(
ldupkaopnkcajo _kilapa sepd aj`kcajkqo aopnkcajo bkn ANo ]j` lnarajp cnkspd ej opeiqh]pa` aopnkcajo kb
i]ii]ho W.5Y* I]ju opq`eao d]ra `aikjopn]pa` pd]p dat]`a_ajke_ ]_e` iapduh aopan ]j` 5)k_p]`a_ajke_ ]_e`
$V% iapduh aopan ]na aj`ksa` sepd ]jpeaopnkcaje_ ]j` ]jpepqikn a{a_po W/,Y( W/-Y* Pdaoa o]ia _kilkqj`o sana
e`ajpe|a` ej �Y L�,aRU@wII� ]j` ok _kqh` ^a naolkjoe^ha bkn epo ]jpeaopnkcaje_ ]j` ]jpelnkheban]pera a{a_po* Pdeo
]hok ej`e_]pao pd]p pdaoa ejcna`eajpo skqh` ]p ha]op d]ra _kilapa` sepd A.R bkn ANo ]j` l]npe]hhu lnarajp A.R
a{a_po*

Ej _kj_hqoekj( �Y L�,aRU@wII� `eolh]ua` l]npe]h ]jpeaopnkcaje_ ]_perepeao ej`e_]pa` ^u ] lnkikpekj kb A.R
ej_na]oa kj qpaneja sap saecdp( ejde^epekj kb A.R opeiqh]pekj kb I?B)3 _ahho( ]j` qpaneja ]j` r]cej]h alepdahe]h
_ahh lnkheban]pekj* Pdaoa |j`ejco klaj nkki bkn ikna opq`eao pk atlhkna pda lkpajpe]h kb �Y L�,aRU@wII� pk lnarajp
aopnkcaj)`alaj`ajp _]j_ano*

"DLOPXMFEHNFOUT

Pda ]qpdkno skqh` hega pk gej`hu pd]jg Lnkbaookn PÂje] >a]pnev ?na_vujoge)L]o] $Ba`an]h Qjeranoepu kb O]jp]
?]p]nej]% bkn dan _khh]^kn]pekj* @n* OpÉld]ja Vejcqa s]o ] ?JLm)PS=O bahhks $cn]jp jk* -5,30-+.,-1)1%* Pda
]qpdkno skqh` ]hok hega pk pd]jg pda =hat]j`an rkj Dqi^kh`p Bkqj`]pekj bkn pda i]pane]h oqllknp k{ana` pk
@eaq`kjjÉ Jf]iaj*

�nj@Ra ,RNjaC$njCRNc- =hh ]qpdkno d]ra ]__alpa` naolkjoe^ehepu bkn pda ajpena _kjpajp kb pdeo i]jqo_nelp ]j`
]llnkra` epo oq^ieooekj*
`3c3�a,@ 8nN0CN<- Jkja `a_h]na`*
+RLU3jCN< CNj3a3cjc- Pda ]qpdkno `a_h]na pd]p pdana ]na jk _kj}e_po kb ejpanaop nac]n`ejc pda lq^he_]pekj kb pdeo
l]lan*
/�j� �q�CI�$CICjw cj�j3L3Nj- Pda `]p] qoa` pk oqllknp pda |j`ejco kb pdeo opq`u ]na ej_hq`a` sepdej pda ]npe_ha*
2j@C,�I �UUaRq�I- =hh pda atlaneiajpo sana _]nnea` kqp ej opne_p ]__kn`]j_a sepd pda lnej_elhao ]j` lnk_a`qnao
kb pda Aqnkla]j Qjekj _kj_anjejc pda _]na kb ]jei]ho $AA? ?kqj_eh 42+2,5% ]`klpa` ^u pda J]pekj]h Ejopepq)
pekj]h Apde_o ?kiieppaa kb ?]iankkj( Iejeopnu kb O_eajpe|_ Naoa]n_d ]j` kb Pa_djkhkce_]h Ejjkr]pekj $Nac*
Jk* BS=)EN@ ,,,-510%*

3FGFSFODFT
<�> 0BPTLJ "- ,FOOFMMZ &+� 1IZUPFTUSPHFOT� B SFWJFX PG UIF QSFTFOU TUBUF PG SFTFBSDI� 1IZUPUIFS 3FT �����������o���
<�> 4POOFOTDIFJO $ 4PUP ".� "O VQEBUFE SFWJFX PG FOWJSPONFOUBM FTUSPHFO BOE BOESPHFO NJNJDT BOE BOUBHPOJTUT� + 4UFSPJE #JPDIFN .PM

#JPM �����������o���
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<�> "OEFSTFO (%� 1IZUPFTUSPHFOT� XIBU UIFZ BSF BOE IPX UIFZ XPSL� %ZO $IJSPQSBDU �����������
<�> -JNFS +- 4QFJST 7� 1IZUP�PFTUSPHFOT BOE CSFBTU DBODFS DIFNPQSFWFOUJPO� #SFBTU $BODFS 3FT ����������o���
<�> $BODFS SFQPSU XPSMEXJEF� *O� #FSOBSE 8� 4UFXBSU $ISJTUPQIFS 1� 8JME FEJUPS	T
� $SJTJT PG DBODFS JNQBDU XPSMEXJEF FYQPTFE� 1SFTT 3FMFBTF

8$% �������o��� *4#/� ������������������
<�> $MBSLF 3 -JV .$ #PVLFS ,# (V ; -FF 3: ;IV : FU BM� "OUJFTUSPHFO SFTJTUBODF JO CSFBTU DBODFS BOE UIF SPMF PG FTUSPHFO SFDFQUPS TJHOBMJOH�

0ODPHFOF ������������o���
<�> ,FNGBOH /HPXB +% ,BTJB +. :PNJ + /BOB /" /HBTTBN " %PNLBN * FU BM� #SFBTU DBODFS TVSWJWBM JO $BNFSPPO� BOBMZTJT PG B DPIPSU PG

��� QBUJFOUT BU UIF :BPVOEÍ (FOFSBM )PTQJUBM� "EW #SFBTU $BODFS 3FT ���������o���
<�> 1PJSJFS %� /FX DBODFS ESVHT UBSHFUJOH UIF CJPTZOUIFTJT PG FTUSPHFOT BOE BOESPHFOT� %SVH %FW 3FT �����������o���
<�> -B[[FSPOJ . 4FSSBOP % %VOO ,# )FDLNB�4UPEEBSE .# -FF 0 ,IBO 4 FU BM� 0SBM MPX EPTF BOE UPQJDBM UBNPYJGFO GPS CSFBTU DBODFS QSF�

WFOUJPO� NPEFSO BQQSPBDIFT GPS BO PME ESVH� #SFBTU $BODFS 3FT ������������
<��> #PSPXTLJ & #POUFNQT�(SBD[ .. 1JXLPXTLB "� 4USBUFHJFT GPS PWFSDPNJOH "#$ USBOTQPSUFST�NFEJBUFE NVMUJESVH SFTJTUBODF 	.%3
 PG

UVNPS DFMMT� "DUB #JPDIJN 1PM �����������o���
<��> 4VZBUNJ 4 4VTFMP :) +VTVG 4"� 5IF TFMFDUJWF DZUPUPYJDJUZ PG FUIBOPMJD FYUSBDU PG "OOPOB NVSJDBUB MFBG PO )F-B DFSWJDBM DBODFS DFMMT� *O�

*OUFSOBUJPOBM $POGFSFODF� 3FTFBSDI BOE "QQMJDBUJPO PO 5SBEJUJPOBM $PNQMFNFOUBSZ BOE "MUFSOBUJWF .FEJDJOF JO )FBMUI $BSF +VOF ��o
�� ���� 4VSBLBSUB *OEPOFTJB �����

<��> 1JFSBOHFMJ ( 7JUBM ( 3JWFSB 8� "OUJNJDSPCJBM BDUJWJUZ BOE DZUPUPYJDJUZ PG $ISPNPMBFOB PEPSBUB 	-� G
 ,JOH BOE 3PCJOTPO BOE 6ODBSJB
QFSSPUUFUJJ 	"� 3JDI
 .FSS &YUSBDUT� + .FE 1MBOUT 3FT ����������o��

<��> #VSLJMM #VSLJMM ).� " SFWJFX PG %BM[JFM�T� 5IF VTFGVM QMBOUT PG XFTU USPQJDBM "GSJDB� 3 #PU (BSEFO ,FX ����������o����
<��> "XBE "# %PXO "$ 'JOL $4� *OIJCJUJPO PG HSPXUI BOE TUJNVMBUJPO PG BQPQUPTJT CZ ֻ�TJUPTUFSPM USFBUNFOU PG .%".#���� IVNBO CSFBTU

DBODFS DFMMT JO DVMUVSF� *OU + .PM .FE ����������o���
<��> -J +) "XBE "# 'JOL $4 8V :8 5SFWJTBO . .VUJ 1� .FBTVSFNFOU WBSJBCJMJUZ PG QMBTNB CFUB�TJUPTUFSPM BOE DBNQFTUFSPM UXP OFX

CJPNBSLFST GPS DBODFS QSFWFOUJPO� &VS + $BODFS 1SFW �����������o��
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Abstract
Breast cancer is one of the leading causes of cancer deaths in women worldwide. Many women rely on plants as alternatives to
prevent/treat cancer. Anthonotha macrophylla (Ceasalpiniaceae) is one of this ethnomedicinal plant used to cure cancer in
Cameroon. This study was therefore undertaken to bring scientific evidence to this claim. The in vitro cytotoxicity of
A. macrophylla aqueous extract was evaluated using resazurin reduction assay in five tumors and two non-tumor cell lines.
Moreover, the chemopreventive potential of A. macrophylla aqueous extract was evaluated on 7,12 dimethylbenz[a]anthracene
(DMBA) induced breast cancer in rats. The research focused on the incidence, burden, volume and histological analysis of breast
tumors. In vitro, A. macrophylla extract exhibited cytotoxic effect in all tested cell lines with a CC50 ~ 279 and 132 μg/mL in
human (MCF-7 and MDA-MB-231) and rodent breast cancer cells, respectively after 24 h. In vivo, the untreated DMBA-rats
presented 100% of tumor incidence, while no tumor was detected in normal rats. Interestingly, a seven-month oral administration
ofA.macrophylla extract at the doses of 75 and 150mg/kg BW resulted in a significant decrease of tumor incidence (p < 0.01 and
p < 0.05), burden (70.01% and 53.28%) and volume (p < 0.001 and p < 0.01) compared to DMBA rats. The presence of
polyphenols in the aqueous extract of Anthonotha macrophylla, as well as its antiradical properties, may account for its antitumor
effects. These results therefore support the traditional use of Anthonotha macrophylla against breast cancer.

Keywords Anthonothamacrophylla . Breast cancer cell . Cytotoxicity . DMBA . Resazurin assay

Abbreviation
AM Anthonotha macrophylla
AI Atherogenic index

BW Body weight
CC50 Cytotoxic concentration for 50% of the cells
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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DMBA 7,12 Dimethylbenz(a)anthracene
DMSO Dimethylsulfoxide
ER Estrogen receptor
FBS Fetal bovine serum
GSH Glutathione
Hb Hemoglobin
Ht Hematocrit
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethane

sulfonic acid
MDA Malondialdehyde
MCH Mean corpuscular hemoglobin
MCHC Mean corpuscular hemoglobin concentration
MCV Mean corpuscular volume
NHC National Herbarium of Cameroon
NOR Normal control
RBC Red blood cell
RPMI Roswell Park Memorial Institute
SEM Standard Error of Mean
TAM Tamoxifen

Background

Breast cancer is the most frequent neoplasia and the second
cause of cancer deaths in women worldwide (Siegel et al.
2018). In Cameroon, 2625 new cases of breast cancer are
catalogued every year and this incidence is supposed to in-
crease by 2030 (WHO 2014; Kemfang Ngowa et al. 2015).
Chemical compounds found in the environment such as poly-
cyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are recognized as can-
cer initiators (Gelboin 1980). These PAHs are metabolized
and transformed into DNA that attack electrophiles in the
body, producing PAH-DNA adducts that are found in human
breast tumors (Leung et al. 2009). Although modern medicine
has established treatments for breast cancer, however, there
are adverse effects to these therapies. In fact, paclitaxel (an
antimicrotubular agent), induces myelosuppression that af-
fects the immune system; doxorubicin (a cytotoxic antibiotic)
leads to a serious irreversible cardiotoxicity; while tamoxifen
(an antiestrogen) increases the risk of endometrial cancer (Wu
2012; Lazzeroni and DeCensi 2013). The development of
more efficient and safe alternatives for the treatment of breast
cancer is therefore needed for better management of this ma-
lignant tumor. Anthonotha macrophylla (Ceasalpiniaceae), is
a medicinal plant widely distributed in Tropical Africa includ-
ing Cameroon and traditionally recommended as a cure for
various diseases including cancer, venereal diseases and intes-
tinal worms (Ugoeze et al. 2014). The leaves are used to treat
diarrhea, dysentery and skin infections (Burkill 1985). A gas
chromatography coupled with mass spectrometry analyses re-
vealed the presence of phytosterols in A. macrophylla.
Phytosterols, especially campesterol was reported to have an-
ticancer properties (Awad et al. 2000; Li et al. 2001). In

addition, this extract also showed in vitro and in vivo anti-
estrogenic effects on ovariectomized Wistar rats (Gueyo
et al. 2019). However, this plant has not yet been investigated
for its probable anticancer properties. The present study there-
fore aimed at investigating the in vitro cytotoxicity of the
aqueous extract of A. macrophylla in a panel of cancerous
and non-cancerous cell lines, and its protective effects against
7,12 dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)-induced breast
cancer in female Wistar rats. Breast tumors obtained after
exposing prepubescent female rats (~55 days) to the environ-
mental carcinogen DMBA is similar to that of women in their
molecular and genetic characteristics, biochemical properties,
hormonal reactivity and histology (Russo and Russo 1996).

Methods

Chemicals and reagents

Fetal bovine serum and antibiotics, 2-[4-(2-hydroxyethyl)
piperazin-1- yl] ethane sulfonic acid (HEPES), DMBA and
Tamoxifen citrate were bought from GIBCO (Grand Island,
NY, USA), Ludwig Biotecnologia Ltda (Alvorada, RS,
Brasil), Sigma-Aldrich (Stanford, Germany) and Mylan SAS
(Saint-Priest, France) respectively. Trypan blue (0,4%),
Alamar blue and cell culture mediums were bought from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Plant material and extraction

The stem barks of Anthonotha macrophylla were harvested in
August 2015 in Yato, Cameroon Littoral region and the plant
was authenticated at the Cameroon National Herbarium
(CNH) where a voucher specimen has been deposited under
the number 37148 CNH.

Four kilograms of powder from dried stem barks of
A. macrophylla were boiled in 13 L of potable water for
25 min and then filtered with Wattman paper N04. The filtrate
was freeze-dried and a total mass of 80 g (2%) of the crude
aqueous extract was obtained.

In vitro antioxidant assay

Antioxidant activity by DPPH radical scavenging assay

Free radical scavenging activity of A. macrophylla was mea-
sured using DPPH radical scavenging assay (Katalinić et al.
2004). For the assay, 500 μL of A. macrophylla extract at
different concentrations (100–300 μg/mL) were introduced
into test tubes and 500 μL of the freshly prepared solution
of 400 μmol/L DPPH in methanol were then added. The mix-
ture was incubated at 37 °C for 30 min in the dark and the
absorbance was measured at 517 nm using a UV-1605
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Shimadzu spectrophotometer and Ferulic acid was used as the
positive control. The DPPH radical scavenging effect was
calculated using the following formula:

percentage of inhibition %ð Þ
¼ control absorbance−sample absorbanceð Þ=control absorbance½ � � 100f g

ABTS radical scavenging assay for antioxidant activity
of the extract

ABTS free radicals scavenging activity was evaluated accord-
ing to Re et al. (Re et al. 1999). In brief, 1 mL of ABTS
reagent was added to 100 μL of A. macrophylla extract at
different concentrations (100–300 μg/mL). The blend was
stirred and kept in the dark for 30 min. The absorbance was
measured at 734 nm using UV-VIS 1605 Shimadzu spectro-
photometer. Ferulic acid was used as the positive control. The
ABTS radical scavenging effect was calculated as aforemen-
tioned in “Antioxidant activity by DPPH radical scavenging
assay” section.

In vitro cytotoxicity assessment

Cell lines and culture

The in vitro anticancer activity was evaluated on five tumor
cell lines to evaluate the difference in the sensitivity depend-
ing on the tissue of origin where cancer is developed: MCF-7
[human estrogen receptor (ER)-positive breast adenocarcino-
ma cells], MDA-MB-231 (human ER-negative breast adeno-
carcinoma cells), SK-MEL-28 (human melanoma cells), 4 T1
(mouse mammary tumor cells), SF-295 (human glioblastoma
cells) and two non-tumors: HUVEC (human umbilical vein
endothelium cells) and MCR-5 (human fetal lung fibroblast
cells) procured from the Rio de Janeiro Cell Bank, Brazil. The
cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) and Roswell Park Memorial Institute (RPMI-
1640) medium completed with 10% of FBS, 100 U/mL pen-
icillin, 100 μg/mL streptomycin and 10 mM HEPES in hu-
midified atmosphere of 37 °C in a 5% CO2. The number of
viable cells was assessed by the trypan blue method and the
count was made in a Neubauer chamber.

Cell viability assay

This assay was done following the method depicted by
O’Brien et al. (O’Brien et al. 2000) which assesses the mito-
chondrial production as a measurement of cell viability. To do
this, a density of 1 × 104 cells/well in 100 μL of culture me-
dium was seeded in a 96-well plate and allowed to adhere
overnight. After 24 h, cells were exposed to different sub-
stances at concentrations ranging between 50 and 500 μg/

mL. The fluorescent intensity was determined by a Perkin
Elmer LS55spectrofluorimeter (Becton Dickinson, San Jose,
CA) with excitation at 530 nm and emission at 590 nm. The
cytotoxic concentration which kill 50% of cells (CC50) was
determined by nonlinear regression analysis of the logarithm
of concentration in function of the normalized response (per-
centage of cell viability) using the software GraphPad Prism
6.0. The assay was done in triplicate.

In vivo experiment

Experimental animals

Healthy female Wistar rats aged 30–37 days (49–55 g) were
supplied by the production facility of the Animal Physiology
Laboratory, University of Yaounde I (Cameroon). Rats were
housed in plastic cages and maintained at room temperature in
the Laboratory of Animal Physiology, University of Yaounde
I (Cameroon). The animals had access to a soy-free diet
established by the Laboratory of Animal Physiology and wa-
ter ad libitum. The composition of animal diet was: corn
(36.7%), bone flour (14.5%), wheat (36.6%), fish flour
(4.8%), crushed palm kernel (7.3%), sodium chloride (0.3%)
and vitamin complex (Olivitazol® - 0.01%).

Ethics and consent to participate

Housing of animals and all experiments were approved by the
Cameroon Institutional National Ethic Committee (Ref
n°.Fw-IRb00001954), which adopted all procedures recom-
mended by the European Union on the protection of animals
used for scientific purposes (CEE Council 86/609).

Determination of doses

The environmental carcinogen DMBA was used in this study
to induce mammary tumors in prepubescent rats at a single
oral dose of 70 mg/kg as previously reported by Dias et al.
(2000) and Mohamed and Alshaimaa (2016).The doses of
A. macrophylla extract were acquired based on the preparation
method of the extract and the posology recommended by the
traditional healer. For the pharmacological dose obtained
(150 mg/kg) in rats, a middle dose of 75 mg/kg and a lower
dose of 37.5 mg/kg were obtained by dividing the pharmaco-
logical dose by a factor of 2 twice. Tamoxifen was adminis-
tered at the dose of 3.3 mg/kg (Maltoni et al. 1997) and served
as the positive control.

Induction of breast tumors in rats

After 15 days of acclimatization, sixty animals were random-
ized and assigned to six treatment groups (n = 10 animals per
group) as follows: Group I, normal control (NOR); Group II,
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negative control (DMBA); Group III, positive control
(Tamox+DMBA); Group IV to VI, animals treated with
A. macrophylla extract at the doses of 37.5, 75 and
150 mg/kg (AM 37.5 + DMBA, AM 75 + DMBA, AM
150 +DMBA). Breast cancer was induced by a single dose
of DMBA (70 mg/kg) dissolved in olive oil and orally given
to all experimental animals except normal control. Treatment
continued in the same way from the day of cancer induction
until the 196th day. After 28 weeks of experimentation, all
survivor rats were euthanized after a 12 h overnight non-
hydric fasting under diazepam and ketamin anesthesia (re-
spectively 10 mg/kg and 50 mg/kg BW; i.p.). Blood was col-
lected with and without anticoagulant tubes for hematological
analysis and centrifuged at 3000×g for 15min for biochemical
analysis. Moreover, all tumors were removed, counted and
weighed. A 1 mm precision sliding caliper (IGAGING®)
was served tomeasure the size of tumors. Tumorous incidence
was noticed, and tumor volume was calculated using the fol-
lowing formula: length × weight × height ×π/6 (Faustino-
Rocha et al. 2013). Uterus, vagina, mammary glands (estrogen
target organs), femur, brain, liver, lungs (metastatic organs of
breast cancer), spleen and kidneys (other toxicity organs) were
removed and weighed. At last, all these organs were fixed in
10% formalin solution for histological analysis.

Histological analysis

The histological analysis of different organs was done using
the techniques described by Cannet (Cannet 2006). An
axioskop 40 microscope connected to a computer where the
image was transferred using MRGrab1.0 and axio vision 3.1
soltware (Zeiss, Hallbergmoos, Germany) was used to deter-
mine histomorphological changes. Histologic classification of
tumors of rat mammary gland from Russo and Russo (Russo
and Russo 2000) were used in this study.

Hematological and biochemical analyses

Hematological parameters were assessed using a
Mindray BC-2800 Auto Hematology Analyzer. These
parameters include white blood cell (WBC), lympho-
cytes, monocytes, granulocytes, red blood cell (RBC)
count, hematocrit, hemoglobin, mean corpuscular vol-
ume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH),
mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC)
and platelets.

The determination of Malondialdehyde (MDA) and gluta-
thione reduced (GSH) levels as well as FRAP activity were
performed according to the methods of Wilbur et al. (Wilbur
et al. 1949), Ellman (Ellman 1959) and Benzie and Strain
(Benzie and Strain 1996) respectively.

Statistical analysis

Results were expressed as mean ± standard deviation (SD) for
each experimental group and each in vitro experiment which
were performed in triplicate and repeated three independent
times. Statistical significance was evaluated by one-way anal-
ysis of variance followed by Dunnett’s post hoc test using the
Graphpad Prism software version 5.03. the p value <0.05 was
considered as significant.

Results

Scavenging free radical activities

The concentrations of A. macrophylla extract which resulted
in 50% of radical scavenging (EC50) were 198.7 μg/mL
(DPPH) and 198.4 μg/mL (ABTS) (Table 1).

Cytotoxicity of A. macrophylla extract

Cytotoxic activity of A. macrophylla extract on cancer cell
lines (MCF- 7, MDA-MB-231, 4 T1, SK-MEL-28, and SF-
295) and non-tumors cell lines (HUVEC and MRC-5) is pre-
sented on Table 2. A. macrophylla extract induced a cytotoxic
effect on all cancer cell lines with a less pronounced effect in
MCF- 7 (CC50 = 300 μg/mL) and MDA-MB-231(CC50 =
279 μg/ mL) cancer cells, while the most important effect
(CC50 = 132 μg/mL) was observed in mouse 4 T1 cells.
Moreover, A. macrophylla exhibited a CC50 of 147 and
155 μg/mL in SF-295 and SK-MEL-28, respectively.

Cancer chemopreventive effects of aqueous extract of
a. macrophylla

Effects on mammary tumors

Data related to the chemopreventive activity of A. macrophylla
aqueous extract on mammary tumor incidence, total tumor

Table 1 Scavenging free radical activities of A. macrophylla aqueous
extract

EC50 (μg/mL)

DPPH ABTS

Ferulic acid (control) 3.44 ± 0.46 3.68 ± 0.81

A. macrophylla 198.71 ± 8.92 198.42 ± 11.3

EC50 = concentration of Anthonotha macrophylla extract which results in
50% of scavenging. The results are expressed as mean ± SD of at least 3
independent experiments

Biologia



burden, average tumor weight and tumor volume after 28 weeks
of treatment are presented in Table 3. No tumors were observed
in normal animals while animals in the DMBA group presented
100% of mammary tumors with a tumor volume of 1.25 cm3 at
the end of experiment. In the tamoxifen group, animals showed a
significant (p < 0.001) reduction in tumor incidence (25%), tu-
mor volume (0.25 cm3) and an average tumor weight of
72.33% as compared to DMBA group. A. macrophylla extract
(75 and 150 mg/kg) significantly (p < 0.01 and p < 0.05 respec-
tively) reduced the tumor incidence (30% and 50%), the inhi-
bition related to average tumor weight (70% and 53.28%) and
tumor volume (0.26 cm3 and 0.59 cm3) as compared to DMBA
group.

Effects on oxidative stress status in mammary glands

Oxidative stress status in mammary glands homogenates was
evaluated. An increase in MDA levels and a non-significant
decrease of GSH level and FRAP activity were observed in
mammary glands of DMBA rats as compared to normal ani-
mals (Fig. 1). A. macrophylla extract significantly (p < 0.01)
decreased MDA levels in mammary glands at the doses of
37.5 and 150mg/kg BW. Furthermore, A. macrophylla extract

induced a significant increase (p < 0.05) in GSH level at the
doses of 37.5 and 75 mg/kg and FRAP activity at the dose of
150 mg/kg as compared to DMBA group.

Effect on the Histomorphology of mammary glands

After 7 months of treatment, in situ carcinoma of mammary
glands of the DMBA group was observed. This was charac-
terized by a hyperplasia of the lobular units of mammary and
the dilated ducts with a diminution of the conjunctive tissue
(Fig. 2). No sign of hyperplasia was observed in the mammary
glands of animals treated with tamoxifen. Rats treated with
A. macrophylla extract showed hyperplasia at the dose of
37.5 and 150 mg/kg. However, animals that received
A. macrophylla extract at the doses of 75 presented quasi-
normal histoarchitecture.

Effects of a. macrophylla on relative organ weights

Only tamoxifen and A. macrophylla extract at dose of
75 mg/kg (at day 56 and 84) significantly (p < 0.01) lowered
body weight as compared to the normal control group (data
not shown).

Table 3 Breast cancer chemopreventive activity of A. macrophylla extract after 28 weeks of treatment

Items NOR DMBA TAMOX+DMBA A. macrophylla (mg/kg) + DMBA

37.5 75 150

N° of rats with tumors/total rats 0/10 10/10 2/10 6/10 3/10 5/10

Tumor incidence (%) 0 100### 20*** 60 30** 50*

Average tumor weight (mg/kg) – 318.3 ± 136.4 88.1 ± 31.5** 298.7 ± 100.2 98.2 ± 49.5.1** 148.7 ± 62.2*

% Inhibition related to tumor weight – – 72.3 6.2 70.0 53.3

Total tumor burden (mg) 0 3183.2 880.5 2987.2 981.6 1487

% Inhibition related to tumor burden – – 72.34 6.16 70.01 53.28

Tumor volume (cm3) – 1.25 ± 0.11 0.25 ± 0.07*** 0.86 ± 0.04 0.26 ± 0.09*** 0.59 ± 0.18**

NOR =Normal control rats receiving vehicle (distilled water); DMBA=Rats serving as a negative control, receiving vehicle; TAMOX + DMBA= rats
serving as a positive control, receiving tamoxifen (3.3 mg/kg BW); A. macrophylla +DMBA=Rats receiving the aqueous extract of A. macrophylla at
doses of 37.5, 75 and 150 mg/kg BW. Data are represented as mean ± SD (n = 10). * p < 0.05, ** p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared to negative
control. ###p < 0.001 as compared to normal control

Table 2 CC50 values of aqueous extract of Anthonotha macrophylla in tumoral and non tumoral cell lines

CC50 (μg/mL)

MCF-7 MDA-MB-231 HUVEC MCR-5 4 T1 SK-MEL-28 SF-295

A. macrophylla 300 ± 31.2 279 ± 16.9 156 ± 18.9 140 ± 12.3 132 ± 30.25 155 ± 12.6 147 ± 11.4

Selectivity index (SI)

HUVEC/MCF-7 HUVEC/MBA-MB-231 MCR 5/MCF-7 MCR-5 /MDA-MB 231

0.52 0.56 0.46 0.50

CC50 = Concentration of A. macrophylla aqueous extract which results in 50% of cell viability. The results are expressed as mean ± SD of at least 3
independent experiments. SI = CC50 of Anthonotha macrophylla on non-tumoral cell lines (MCR-5 and HUVEC) divided by CC50 determined for
cancer cells (MCF-7, MDA-MB-231 and 4 T1)
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Table 4 presents the relative weights of various organs
following 28 weeks of treatment with A. macrophylla. No
significant difference was observed in the weight of various
organs in animals that received DMBA, exception made with

the spleen wet weight which significantly (p< 0.001) de-
creased as compared to normal rats.

Treatment of rats with tamoxifen significantly decreased uter-
ine wet weight (p< 0.001) and increased brain (p< 0.001), lungs
(p< 0.05) and spleen (p< 0.05) wet weight as compared to
DMBA control group. Concerning treatment with
A. macrophylla extract, it induced a significant (p < 0.001) de-
crease in the uterine wet weight at all tested doses, while the lung
weight increased (p< 0.001) at the dose of 150 mg/kg.

Effects on toxicological parameters

No statistical significance was observed between the
different groups in all measured hematological parame-
ters (Table 5). Exception made for the A. macrophylla
extract at the dose of 75 mg/kg (p < 0.05), which sig-
nificantly increased hematocrit and hemoglobin as com-
pared to DMBA group. No metastasis and damages
were noted in the histoarchitectures of the liver, lungs,
kidneys, bone and brain (Fig. 3).

Discussion

New anticancer molecules are continuously being targeted
and developed from medicinal plants, which in general are
less toxic and have presented effective results on cancer
(Burkill 1985). As a contribution to this search, we focused
on Anthonotha macrophylla, a medicinal plant used in
Cameroon to cure cancer. The aqueous extract of
A. macrophylla exhibited cytotoxic effect on 5 cancer cell
lines with a more pronounced effect on mouse mammary tu-
mor cells (4 T1). The fact that A. macrophylla extract induced
quite similar cytotoxic effect on both ER+ (MCF-7) and ER-
(MDA-MB-231) cells suggests that it killed the cells by an
estrogen receptor independent pathway. Furthermore,
A. macrophylla extract was not selective to cancer cells (with
a selectivity index <1), which is a drawback in the research for
an alternative therapy for breast cancer. However, the LD50 >
2000 mg/kg obtained with A. macrophylla extract (Gueyo
et al. 2019) encourages in-depth phytochemical study to iso-
late its bioactive components, which could have better selec-
tivity for cancerous cells (> 3).

Available phytochemical reports on A. macrophylla extract
shows that it contains flavonoids, particularly flavonols,
which might account for its cytotoxicity; given that quercetin
the most abundant flavonol in plants has been described to be
cytotoxic in vitro (Murakami et al. 2008; Gibellini et al. 2011).

DMBA, an organic environmental pollutant was used in
this study to induce cancer in rats. It is highly lipophilic and
requires metabolic activation for its carcinogenicity. Several
tissues, including the mammary glands are capable of activat-
ing DMBA. In the breast, DMBA is converted to epoxides;

Fig. 1 Effects of A. macrophylla aqueous extract on GSH (a) and MDA
(b) levels as well as FRAP (c) activity in mammary glands. NOR =
Normal control rats receiving vehicle (distilled water); DMBA =Rats
serving as a negative control, receiving vehicle; TAMOX + DMBA=
rats serving as a positive control, receiving tamoxifen (3.3 mg/kg BW);
A. macrophylla + DMBA = Rats receiving the aqueous extract of
A. macrophylla at doses of 37.5, 75, and 150 mg/kg BW. Data are rep-
resented as mean ± SD (n = 10). * p < 0.05, ** p < 0.01 as compared to
negative control
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active metabolites with the capacity to damage DNA mole-
cules and this is the main event in carcinogenicity initiation
(Clarke 1997; Balogh et al. 2003). In this study, DMBA was
administrated at a single dose of 70 mg/kg BW by gavage to
Wistar rats to induce mammary tumors. Due to the active
proliferation of the terminal ducts in breast tissue of rats in
this age range (45 to 60 days), they become very susceptible to
carcinogens and tumor development (Ariazi et al. 2005). After
28 weeks of treatment, it was observed that DMBA induceed
100% tumors in the experimental animals that only received
DMBA whereas animals in the normal group did not exhibit
tumors. This result is in accord with the study of Zingue et al.
(2016) who also reported 100% tumors with DMBA in female

Wistar rats. The significant reduction in tumor volume and
average tumor weight observed with A. macrophylla extract
at the doses of 75 and 150 mg/kg BW suggests protective
effects of this extract on the mammary tumorigenesis. These
effects could be explained by the ability of compounds of
A. macrophylla extract to kill cancer cells, as observed
in vitro in this study. These results suggest that the acute effect
of A. macrophylla involves inhibition of cell proliferation.
Flavonols detected in A. macrophylla extract, might have
counteracted the estrogen activity in vitro and in vivo via
ER-binding to inhibit tumor growth. This is in line with the
lately reported antiestrogenic effects of A. macrophylla aque-
ous extract (Gueyo et al. 2019). Histopathological

Fig. 2 Effects of A. macrophylla
aqueous extract on the
microarchitectures of mammary
glands. a Normal control rats
receiving vehicle (distilled water);
b Rats serving as a negative
control, receiving vehicle; c rats
serving as a positive control,
receiving tamoxifen (3.3 mg/kg
BW); d, e and f Rats receiving the
aqueous extract of
A. macrophylla at doses of 37.5,
75, and 150 mg/kg BW, respec-
tively. Ac = Acinus; AT =
Adipose tissue; FT = Fibrous tis-
sue; L = Lobule; AD=Atypical
duct; HLU =Hyperplastic lobular
unit
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examination of the mammary gland sections revealed in-situ
carcinoma in DMBA control animals as compared to the nor-
mal group that exhibited quite-normal histological sections.
This result is in accordance with several studies (Russo et al.
1982; Silihe et al. 2017). Tamoxifen and A. macrophylla ex-
tract at the doses of 75 and 150 mg/kg protected the mammary
gland against DMBA-induced histological alterations. Based
on the fact that the extract of A. Macrophylla was adminis-
tered for a long time (7 months), its impact on body weight
and relative organ weight was assessed. These are indicators
of toxic effects when testing substances (Michael et al. 2007),
and the fact that no changes were seen at this level, suggest
that the aqueous extract of A. Macrophylla is not toxic.

The antioxidant activity of A. macrophylla extract could be
due to the presence of the analogues of quercetin, given that its
chemopreventive properties have been linked to its antioxidant
properties (Murakami et al. 2008; Gibellini et al. 2011).
Antioxidant-based drug formulations are used for the prevention
and treatment of complex diseases including cancer (Khalaf et al.
2008). It is worth noting that DMBA metabolites are toxic and
cause oxidative stress, leading to cell structural damage and pos-
sibly cell necrosis (Patri and Padmini 2009). In this study, MDA
level increased following DMBA exposure in mammary glands,
while, GSH level and FRAP activity decreased. A. macrophylla
extract significantly decreased MDA levels in mammary glands
at the doses of 37.5 and 150 mg/kg and induced a significant

Table 5 Effects of A. macrophylla aqueous extract on hematological parameters after 28 weeks of treatment

Items Control DMBA TAMOX+DMBA A. macrophylla (mg/kg) + DMBA

37.5 75 150

WBC (×103 μL−1) 5.41 ± 0.68 6.62 ± 1.13 6.37 ± 0.98 7.48 ± 1.01 7.74 ± 0.81 8.42 ± 1.21

Lymphocytes (%) 78.18 ± 5.95 71.00 ± 1.74 66.77 ± 2.38 68.70 ± 2.25 74.18 ± 1.91 67.04 ± 1.76

Monocytes (%) 5.88 ± 1.07 7.66 ± 0.74 6.55 ± 0.55 7.44 ± 0.72 7.40 ± 0.70 8.10 ± 0.68

Granulocytes (%) 24.03 ± 0.92 21.34 ± 2.29 26.67 ± 2.32 23.86 ± 1.70 18.42 ± 1.62 24.86 ± 2.20

RBC(×103 μL−1) 5.68 ± 0.40 5.76 ± 0.27 6.35 ± 0.15 6.28 ± 0.61 7.01 ± 0.24 7.05 ± 0.31

Hematocrit (%) 32.48 ± 2.73 32.46 ± 2.10 36.85 ± 0.74 39.26 ± 1.87 41.5 ± 1.29* 40.18 ± 1.62

MCV (fL) 57.82 ± 2.17 56.20 ± 1.02 58.10 ± 1.14 58.54 ± 0.66 59.30 ± 0.22 57.12 ± 0.78

Platelets (×103 μL−1) 307.75 ± 13.57 320.60 ± 33.83 349.40 ± 40.13 402.60 ± 57.25 421.20 ± 31.13 383 ± 17.78

MCH (pg) 18.66 ± 0.90 18.14 ± 0.66 18.82 ± 0.46 18.32 ± 0.87 19.20 ± 0.31 18.40 ± 0.28

Hemoglobin (g/dL) 10.75 ± 0.99 10.54 ± 0.83 11.97 ± 0.32 12.73 ± 0.57 13.48 ± 0.46* 13 ± 0.54

MCHC (g/dL) 32.42 ± 1.15 32.32 ± 0.74 32.45 ± 0.31 31.38 ± 1.28 32.44 ± 0.53 32.44 ± 0.53

NOR =Normal control rats receiving vehicle (2% ethanol); DMBA =Rats serving as a negative control, receiving vehicle; TAMOX + DMBA= rats
serving as a positive control, receiving tamoxifen (3.3 mg/kg BW); A. macrophylla +DMBA=Rats receiving the aqueous extract of A. macrophylla at
doses of 75, 150 and 300 mg/kg BW. Data are represented as mean ± SEM (n = 10). * p < 0.05 as compared to negative control

Table 4 Effects of A. macrophylla aqueous extract on relative weights of organs after 28 weeks of treatment

Organs (mg/kg) NOR DMBA TAMOX+DMBA A. macrophylla (mg/kg) + DMBA

37.5 75 150

Uterus 2510.8 ± 392.7 3119.4 ± 562.5 860.7 ± 151.6*** 1995.6 ± 474.9** 1918.3 ± 580.1*** 1886.6 ± 292.2***

Ovary
Liver

515.7 ± 72.3
32,180.8 ± 2415.8

553.0 ± 84.1
33,445.9 ± 2448.38

271.3 ± 34.5***
32,885.5 ± 1403.2

508.1 ± 126.7
32,666.7 ± 2733.3

633.1 ± 86.7
31,340.7 ± 1222.1

560.67 ± 96.2
32,650.9 ± 2642.6

Lungs 7519.7 ± 711.4 7438.2 ± 710.2 8683.4 ± 694.1* 7829.4 ± 718.7 7072.6 ± 412.5 9722.9 ± 577.9***

Spleen 4494.1 ± 925.5 2432.2 ± 435.4### 3589.4 ± 1150.2* 2796.9 ± 363.4 3430.7 ± 492.14 3308.5 ± 203.7

Adrenals 287.1 ± 69.1 304.5 ± 52.2 278.1 ± 27.7 312.3 ± 45.5 315.7 ± 53.5 308.5 ± 68.9

Kidneys 5762.8 ± 217.14 5336.3 ± 417.8 5831.2 ± 317.9 5482.3 ± 504.7 5644.4 ± 396.4 6236.3 ± 279.6

Femur 2889.8 ± 296.78 2569.7 ± 215.2 2776.2 ± 354.4 2574.5 ± 171.6 2710.9 ± 200.6 2459.4 ± 186.2

Brain 7996.2 ± 456.3 8137.3 ± 271.5 9335.1 ± 350.7*** 8016.7 ± 606.9 8158.2 ± 324.1 7877.8 ± 295.5

NOR =Normal control rats receiving vehicle (distilled water); DMBA=Rats serving as a negative control, receiving vehicle; TAMOX + DMBA= rats
serving as a positive control, receiving tamoxifen (3.3 mg/kg BW); A. macrophylla +DMBA=Rats receiving the aqueous extract of A. macrophylla at
doses of 37.5, 75 and 150 mg/kg BW. Data are represented as mean ± SD (n = 10). * p < 0.05, ** p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared to negative
control. ###p < 0.001 as compared to normal control
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Fig. 3 Effects of A. macrophylla aqueous extract on microphotographs
(H&E, × 400) of liver, lungs, kidneys, brain and bone after 28 weeks of
treatment. aNormal control rats receiving vehicle (distilled water); bRats
serving as a negative control, receiving vehicle; c rats serving as a positive
control, receiving tamoxifen (3.3 mg/kg BW); d, e and f Rats receiving

the aqueous extract ofA. macrophylla at doses of 37.5, 75, and 150mg/kg
BWmg/kg BW, respectively. Vp = portal vein; H = hepatocyte; S = sinu-
soids; A = alveoli; Ba = aveolar bag; G = glomerulus; Dt = distal tube;
Ne = neuron; Co = cortex; TB = Trabecular bone; MB=marrow bone
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increase in GSH (75 mg/kg) and FRAP (150 mg/kg). Since
flavonoids are well known natural antioxidant compounds, the
effects of this extract could be due to the ability of its flavonoids
to reduce oxidative stress and free-radical formation. The in vitro
study showed that the concentrations of A. macrophylla extract
which resulted in 50% of radical scavenging (EC50) were
198.7 μg/mL (DPPH) and 198.4 μg/mL (ABTS).

Conclusion

In summary, the aqueous extract of A. macrophylla induced cy-
totoxicity in a panel of cell lines with a CC50 ~ 132 μg/mL in
rodent breast tumor 4 T1 cells. Moreover, A. macrophylla extract
inhibits the DMBA-induced mammary glands hyperplasia in fe-
male rats at the dose of 75 and 150mg/kg. These antitumor effects
might be attributed partly to its flavonoids and to its ability to exert
both antioxidant and antiestrogenic activities. Taken altogether,
these results support traditional use of the aqueous extract of
Anthonotha macrophylla to fight against breast cancer.
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