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RESUME

Holarrhena floribunda est une espece de plante tropicale utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter diverses maladies infectieuses et métaboliques. La
présente étude vise a évaluer la toxicité aigué et subaigué de 1’extrait sec
aqueux des feuilles de Holarrhena floribunda chez les rongeurs. La toxicité
orale aigué de I’extrait a été déterminée selon la méthode OCDE 423 chez les
souris. La toxicité subaigué par voie orale de 1’extrait a été évaluée selon la
méthode OCDE 407 modifiee avec la dose de 500 mg/Kg de poids corporel
chez les rats pendant 28 jours. Les résultats ont révélé que 1’extrait n’a pas de
toxicité aigle car la dose létale 50 % était supérieure a 5000 mg/Kg de PC.
Concernant 1’étude de la toxicité subaigué, 1’extrait ne provoquait pas de
variation des concentrations sériques d’ALAT, d’ASAT, d’urée, de créatinine
et des paramétres hématologiques au bout de 28 jours d’administration
quotidienne de 500 mg/Kg de poids corporel. Cependant, cet extrait entrainait
une diminution significative des concentrations sériques du cholestérol total
(P <0,01) et des triglycérides (P < 0,05). L’extrait aqueux des feuilles de
H. floribunda est donc non toxique par voie orale. De plus, il pourrait avoir un
effet cardioprotecteur et améliorer la fonction reproductrice par la réduction du
cholestérol de I’organisme.
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ABSTRACT

Acute and subacute oral toxicity of aqueous extract of Holarrhena
floribunda leaves in rodents

Holarrhena floribunda is a tropical plant species used in traditional medicine
to treat various infectious and metabolic diseases. The present study aimed to
evaluate the acute and subacute toxicity of the aqueous dry extract of
Holarrhena floribunda leaves in rodents. The acute oral toxicity of the extract
was determined according to OECD 423 in mice. The subacute oral toxicity of
the extract was assessed according to the modified OECD 407 method with the
dose of 500 mg/Kg body weight in rats for 28 days. The results showed that
the extract was not acutely toxic as the 50 % lethal dose was greater than
5000 mg/Kg body weight. In the sub-acute study, the extract did not induce
changes in serum ALT, AST, urea, creatinine and haematological parameters after
28 days of daily administration of 500 mg/Kg body weight. However, this extract
significantly decreased serum total cholesterol (P < 0.01) and triglyceride
(P < 0.05) concentrations. The aqueous extract of H. floribunda leaves is therefore
non-toxic by the oral route. In addition, it could have a cardioprotective effect and
improve reproductive function by reducing the body's cholesterol.

Keywords : Holarrhena floribunda, acute toxicity, subacute toxicity, leaves.

I - INTRODUCTION

Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et Schinz est une espéce végétale
présente du Sénégal au Cameroun, jusqu'a la république démocratique du
Congo. Elle est peu commune, trés répandue mais disséminée. Dans les régions
tropicales, c’est un petit arbre de 10 a 25 metres de haut au fit élancé de 30 cm
de diameétre [1]. Les feuilles sont utilisées contre la diarrhée, la gonorrhée,
comme hémostatiques pour traiter les plaies et coupures, les urticaires, les
maladies infantiles, le paludisme. Le décocté des feuilles est prescrit contre la
dysenterie amibienne [1]. Au Sénégal, I’infusion ou le macéré des feuilles est
utilisé pour traiter le diabéte et 1’aménorrhée [2]. Les racines associées aux
feuilles sont utilisées lors des accouchements [1]. Des études antérieures ont
démontré que les feuilles de H. floribunda contiennent surtout des alcaloides
stéroidiques dérivés de la prégnane tels que 1’holarrhimine, I’holaphyllamine,
I’holamine et I’holaphylline ainsi que des alcaloides dérivés de I’adénine
comme la triacanthine [3, 4]. Les feuilles de H. floribunda contiennent
également des flavonoides et certaines flavones comme le robinoside [5, 6]. Il
est donc opportun d’étudier la toxicit¢ des feuilles de cette plante afin
d’optimiser son usage. Ainsi, la présente étude vise a évaluer les toxicites aigué
et subaigué de I’extrait aqueux des feuilles de H. floribunda chez les rongeurs.
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Il - MATERIEL ET METHODES
11-1. MATERIEL

11-1-1. Matériel animal

Des souris adultes de souche Swiss et des rats adultes de souche Wistar ont été
utilisées pour la réalisation des tests de toxicité aigué et subaigué
respectivement. Les souris étaient agées de 9 semaines et leur poids variait de
21 a 26 g. L’age des rats variait entre 9 et 10 semaines et leurs poids étaient
compris entre 150 et 200 g. Les animaux femelles éetaient nullipares et non
gravides. Tous les animaux avant expérimentation ont été acclimatés pendant
une semaine dans des cages, a ’animalerie de I’Unité de Formation de
Recherche (UFR) en Biosciences de 1’Université Félix Houphouét-Boigny
(Abidjan, Cote d’Ivoire), afin de réguler et harmoniser leurs états
physiologiques avant les expériences. Dans cette animalerie la température
moyenne était de 26 £ 4 °C avec une humidité relative de 60 % et une
photopériode de 12/24. Les animaux ont été nourris avec une alimentation
standard pour animaux d’expérimentation et ont regu de 1’cau a volonté.

11-1-2. Matériel végétal

Les feuilles de Holarrhena floribunda ont été récoltées en mars 2019 dans la
région d’Issia, a I’Ouest de la Cote d’Ivoire. Aprés nettoyage, les feuilles ont
¢été séchées a ’ombre, a la température du laboratoire pendant deux semaines.
Apres séchage, elles ont été rendues en poudre fine grace a un broyeur
mécanique (RESCHT GM 300). La poudre végétale obtenue a été ensuite
stockée dans des bocaux a fermeture hermétique puis conservés a I’abri de la
chaleur et de I’humidité.

11-2. METHODES
11-2-1. Extraction

Une quantité de 100 g de poudre de feuilles séchées a été porté a ébullition
dans un bécher contenant un litre d’eau distillée a 1’aide d’un chauffe-ballon
thermostatée a 100°C pendant 30 minutes. L’homogénat obtenu a été d’abord
essoré dans un carré de tissu, puis filtré successivement deux fois sur du coton
hydrophile et une fois sur du papier filtre Wathman trois mm. Le filtrat
recueilli, a été évaporé dans une étuve (MEMMERT) a 50 °C et la poudre
obtenue a constitué 1’extrait sec de feuilles séchées (EAHY).
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I1-2-2. Toxicité aiglie par voie orale

La toxicité aigué par voie orale de 'EAHTf a été évaluee selon la méthode
OCDE 423; essai limite avec 1’ajout de la dose de 1000 mg/Kg. Quatre lots de
six souris femelles ont été formeés. A chaque lot, 2 mL de solution aqueuse de
1000, 2000, 5000 mg/Kg de poids corporel (PC) d’extrait ou d’eau distillée a
¢été administré par gavage intra gastrique (voie orale). Puis, I’observation de la
mortalité, morbidité et la variation de poids a été notée sur 14 jours [7].

11-2-3. Toxicité subaigué par voie orale

La toxicité subaigué par voie orale de ’EAHT a été évaluée selon la méthode
OCDE 407 modifiée avec la dose de 500 mg/Kg de PC [8]. Ainsi deux (2) lots
de cinq (5) rats ont été constitués. Le premier lot (témoin) a recu de 1’eau
distillé tandis que le second a recu 500 mg/Kg de PC d’EAHTf. Les animaux
recevaient quotidiennement 1 mL/100 g du produit d’essai par gavage pendant
28 jours. Au terme de I’expérience, des échantillons de sang ont été récupérés
d’une part dans des tubes secs pour mesurer les taux sériques d’urée, de
créatinine, des transaminases (AST, ALT), des triglycérides, du cholestérol
total, du HDL- cholestérol, et d’autre part dans des tubes héparinés pour
mesurer les taux de globule blanc, de globule rouge, d’hémoglobine,
d’hématocrite et des plaquettes sanguines.

11-2-4. Examens biochimiques et hématologiques

Le cholestérol total, le HDL-cholestérol et les triglycérides sériques sont dosés
par des méthodes enzymatiques [9, 10]. L’aspartate aminotransférase (AST) a
été dosée selon la méthode colorimétrique standard [11]. L’alanine
aminotransférase (ALT) a été dosée selon la méthode colorimétrique
recommandée par la Fédération Internationale de Chimie Clinique (FICC)
[12]. Le dosage de la créatinine repose sur la méthode colorimétrique standard
[14]. La concentration sérique de I’urée a été effectué par un dosage cinétique
dans lequel le début de la réaction est linéaire dans un intervalle de temps défini
[14]. La numération de la formule sanguine (NFS) a été faite selon les
méthodes standards [15].

11-2-5. Analyses statistiques

Les differentes valeurs obtenues ont été exprimées sous la forme de moyenne
suivie de I’erreur standard sur la moyenne (M£ESM). La signification des
différences observées entre les groupes experimentaux a été appréciée par le
test T Student et 1’analyse des variances (ANOVA) du test de comparaison multiple
de Turkey-Kramer via le logiciel GraphPad Prism 7.03 (California, USA).
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111 - RESULTATS
I11-1. Toxicite aigué par voie orale

L’administration par voie orale de 1000, 2000 et 5000 mg/Kg de PC d’EAHf
aux souris n’entrainait aucune mort. L’EAHf a donc une dose létale 50 %
(DL50) supérieures a 5000 mg/Kg de PC par voie orale selon la ligne directrice
de ’OCDE 423 [6]. Cependant une baisse de I’activité motrice et une
somnolence ont été enregistrées juste apres 1’administration des substances
d’essai et ce, pendant 1 heure de temps. Les différentes doses n’avaient pas
d’effet significatif (p > 0,05) sur I’évolution de la masse pondérale des animaux
testés pendant 14 jours d’observation comparativement aux animaux témaoins
ayant recu de ’eau distillée (Figure 1).
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Figure 1 : Variation de la masse corporelle des souris aprés administration
unique par voie orale des doses 1000, 2000 et 5000 mg/kg de
PC de EAHf

I11-2. Toxicité subaigué par voie orale

111-2-1. Effets de ’EAHfsur le profil lipidique des rats

L’EAHT{ entrainait au bout de 28 jours d’administration orale quotidienne de
500 mg/kg PC (EAHTfse0) a des rats sains, des diminutions significatives des
concentrations sériques du cholestérol total (P < 0,01) et des triglycérides
(P < 0,05) ce qui peut étre mis a profit dans le cas de sujets obéses (Figure 2).
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Figure 2 : Effets d’EAHfsoo0 sur le profil lipidique biochimique des rats sains
p>005; p<0,05; p<0,01; ™ p<0,001par rapport aux
rats témoins sains
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111-2-2. Effets de ’EAHf sur la fonction hépatique des rats

L’EAHfs00 ne provoquait pas de variation des concentrations sériques des
ALAT et ASAT des animaux apres 28 jours de traitement (Figure 3).
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Figure 3 : Effets d’EAHfs00 sur les parameétres sériques de la fonction
hépatique des rats sains
111-2-3. Effets de ’EAHf sur la fonction rénale des rats

L’EAHfs00 ne provoquait pas de variation des concentrations sériques d’urée
et de créatinine des rats aprés 28 jours d’administration (Figure 4).
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Figure 4 : Effets d’EAHfso0 Sur les paramétres sériques de la fonction rénale
des rats sains
p>0,05; " p<0,05; p<0,01; " p<0,001 par rapport aux rats
témoins sains
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111-2-4. Effets de ’EAHf sur les paramétres hématologiques de rats

Le traitement quotidien des animaux a I’EAHfso0 n’entrainait pas de variation
des parametres hématologiques (Figure 5).
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Figure 5 : Effets d’EAHfso0 Sur les parametres hématologiques des rats sains
p>0,05;p<0,05; " p<0,01; ™ p<0,001 par rapport aux rats témoins sains
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IV - DISCUSSION

Le test de toxicité aigué par voie orale montrait que la DL50 de I’EAHT était
supérieure a 5000 mg/Kg de PC. D’autres études de toxicité aigué réalisées en
Cote d’Ivoire et au Togo sur I’extrait d’acétate d’éthyle et d’éthanol des feuilles
de H. floribunda ont aussi révélé une DL50 supérieure a 3000 mg/kg [16 - 19].
Cependant la majorité des études réalisées en dehors du pays ont révélé une
toxicité aigué peu élévée avec une DL50 du maceré des feuilles de 495 mg/Kg
PC et une DL50 du décocté des feuilles de 1000 mg/kg ont été retrouvé au
Burkina [5 - 20]. Ces différences peuvent étre dues a des variations d’extrait
ou d’espéces d’une région a ’autre. Afin d’évaluer la toxicité subaigué, une
dose quotidienne de 500 mg/kg de chague extrait a été administrée a des rats
sains pendant 28 jours. Aucun changement significatif (P < 0.05) n’a été
observé au niveau des paramétres hématologiques (Globules blancs, hématie,
hémoglobine, plaquettes), des parametres biochimiques de la fonction
hépatiqgue (ASAT, ALAT) et des paramétres biochimiques rénaux
(urée, créatinine). Cependant, ’EAHTf a provoqué une baisse peu significative
(P > 0.05) des triglycérides a J28. L’EAHTf a entrainé une baisse du cholestérol
total peu significative a J21 puis significative a J28. Aucun changement
significatif n’a été observé au niveau du HDL-cholestérol encore appelé bon
cholestérol. L’EAHf a donc une action sur le profil lipidique diminuant le
cholestérol et les triglycérides. Des études de toxicité subaigué réalisées sur un
extrait méthanolique des écorces, un extrait d’acétate d’éthyle de feuilles et un
extrait méthanolique de racine de H floribunda ont révélé les mémes variations
[21 - 24]. Ceci pourrait étre mis a profit dans le traitement des dyslipidémies,
de I’obésité. En effet, H floribunda a une action plus prononcée sur le
métabolisme du cholestérol car il a ét¢ démontré qu’il contient des analogues
structuraux de cholestérol [25]. Ces analogues structuraux améliorent le niveau
d’hormones sexuelles males et femelles [21]. Ce qui pourrait améliorer les
fonctions de reproduction chez les sujets normaux et ceux qui ont perdu la
fonction de reproduction comme c¢’est le cas des patients diabétiques. [24]. La
diminution des taux de cholestérol et des triglycérides indique aussi que cet
extrait aurait des effets cardioprotecteurs et pourrait prévenir et diminuer des
risques de maladies cardio-vasculaires comme le démontre des études de
koudou et Amaechi [24 - 26].

V - CONCLUSION

En définitive ’EAHT est non toxiques par voie orale. De plus 1I’administration
continue de doses non toxiques ’EAHf n’a pas entrainé de Iésions aux organes
mais pourrait méme avoir au niveau physiologique un effet cardioprotecteur et
améliorer la fonction reproductrice.
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