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ATTESTATION DE CORRECTION

Nous, soussignés Pr. NJAYOU Frédéric Nico et Pr. MOUNDIPA FEWOU Paul
respectivement Examinateur et Président du jury de Thése de Doctorat/Ph.D en Biochimie
spécialité Sciences des Aliments et Nutrition, soutenue par Monsieur NGOUMEN NGASSA
Dany Joél (Matricule 06R728) le Mardi 01 Février 2022 a 09 heures dans la Salle de I’ Annexe
de la Faculté des Sciences de I'Université de Yaoundé I, sous le théme : "Activités
anticholinestérasique, neuroprotectrice et neuroregénératrice de I’extrait hydroéthanolique
d’Autranella congolensis (Sapotaceae)", attestons que le candidat a effectué les corrections

conformément aux exigences du jury.

En foi de quoi, la présente attestation lui est établie pour servir et valoir ce que de

droit.

Fait a Yaoundé, le...® .. ooiiiiiieeniins

Examinateur Président du jury
—

' Proiessor
Enzymology-Toxicology
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Division of Programming and Follow-up

of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS | LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 22 septembre 2021

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal,

Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :
AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37) |

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
NINTCHOM PENLAP V. épse Professeur En poste
7 | BENG
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
ACHU Merci BIH Maitre de En poste
9 Conférences
ATOGHO Barbara Mma Maitre de En poste
10 Conférences




AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de En poste
11 Conférences

BELINGA née NDOYE FOE F. M. | Maitre de Chef DAF/ FS
12 | C. Conférences

BOUDJEKO Thaddée Maitre de En poste
13 Conférences

DJUIDJE NGOUNOUE Marceline | Maitre de En poste
14 Conférences

EFFA ONOMO Pierre Maitre de En poste
15 Conférences

EWANE Cécile Annie Maitre de En poste
16 Conférences

. . Maitre de Inspecteur de Service

17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Conférences MINESUP

NANA Louise épouse WAKAM Maitre de En poste
18 Conférences

NGONDI Judith Laure Maitre de En poste
19 Conférences

NGUEFACK Julienne Maitre de En poste
20 Conférences

NJAYOU Frédéric Nico Maitre de En poste
21 Conférences

TCHANA KOUATCHOUA Angele | Maitre de En poste
22 Conférences
23 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours | En poste

BEBEE Fadimatou Chargée de En poste
24 Cours
25 | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie | Chargé de Cours | En poste
25 | DAKOLE DABOY Charles Chargeé de Cours | En poste

DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de En poste
26 Cours
27 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours | En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours | En poste
29 | KOTUE TAPTUE Charles Chargé de Cours | En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours | En poste
51 | MANANGA Marlyse Joséphine ggﬁgee de En poste

MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargee de En poste
32 Cours
33 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargeé de Cours | En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours | En poste
33 | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Assistant En poste
34 | KOUOH ELOMBO Ferdinand Assistant En poste
35 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle | Assistante En poste
36 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
37 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste




[ 2- DEPARTEMENT 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 Vice Doyen/FMSB/UYI
7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
14 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
15 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
16 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
17 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste
18 ﬁgé’:;%ﬁéENG Hermine epse Maitre de Conférences | En Poste
19 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. | Maitre de Conférences | En poste
20 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
21 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
22 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
23 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
27 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
28 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline | Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
32 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
34 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
35 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Charge de Cours En poste
36 g;)(gUATEU KENFACK Omer Chargé de Cours En poste
37 | NGUEMBOK Charge de Cours En poste
38 | NJUA Clarisse Yafi Chargeée de Cours Chef Div. UBA




39 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste

40 | TADU Zephyrin Charge de Cours En poste

41 | TAMSA ARFAOQ Antoine Chargé de Cours En poste

42 | YEDE Chargé de Cours En poste

43 BA$SOCK BAYIHA Etienne Assistant En poste
Didier

44 | ESSAMA MBIDA Désirée Assistante En poste
Sandrine

45 | FEUGANG YOUMSSI Francois Assistant En poste

46 | FOKAM Alvine Christelle Epse Assistante En poste
KEGNE

47 | GONWOUO NONO Legrand Assistant En poste

48 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste

49 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste

50 | MAPON NSANGOU Indou Assistant En poste

51 | NWANE Philippe Bienvenu Assistant En poste

52 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

| 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste
4 | MBOLO Marie Professeur En poste
5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
6 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
. Maitre de
3 ANGONI Hyacinthe Conférences En poste
: Maitre de
9 BIYE Elvire Hortense Conférences En poste
- Maitre de
10 MALA Armand William Conférences En poste
MBARGA BINDZI Marie Alain | Maltre de CT/ MINESUP
11 Conférences
Maitre de
12 NDONGO BEKOLO Conférences CE / MINRESI
NGODO MELINGUI Jean Maitre de
13 | Baptiste Conferences En poste
NGONKEU MAGAPTCHE Eddy | Maitre de
14 | L. Conferences En poste
15 . . Maitre de
TONFACK Libert Brice Conférences En poste
16 y Maitre de
TSOATA Esaie Conférences En poste
| 17 | DIJEUANI Astride Carole | Chargé de Cours | En poste




18 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
19 | GONMADGE CHRISTELLE Chargée de Cours En poste
20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
MAHBOU SOMO TOUKAM. Chargé de Cours En poste
21 | Gabriel g P
22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
23 EQJQNGA MEBENGA Ruth Chargé de Cours En poste
24 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
25 | NSOM ZAMBO EPSE PIAL Charaé de Cours En poste
ANNIE CLAUDE g P
26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 | GODSWILL NTSOMBOH Assistant En poste
NTSEFONG P
28 | KABELONG BANAHO Louis- Assistant
En poste
Paul-Roger
29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
33 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (32)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
2 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel | Professeur En poste
3 Florence UFI CHINJE épouse Professeur Recteur Univ.Ngaoundere
MELO
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé
deMiss.PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
11 | ACAYANKA Elie Maitre de En poste
Conferences
12 | EMADACK Alphonse Maitre de En poste
Conferences
13 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de En poste
Conferences
KEMMEGNE MBOUGUEM Jean | Maitre de
14 . En poste
C. Conférences
15 | KONG SAKEO Maitre de En poste
Conférences




16 | NDI NSAMI Julius Maitre de En poste
Conférences

17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG | Maitre de En poste
Conférences

. Maitre de

18 | NJOYA Dayirou Conférences En poste

19 | TCHAKOUTE KOUAMO Herve | Maitre de En poste
Conférences

20 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua

21 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

22 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste

23 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste

24 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

25 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

26 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

NEBAH Née NDOSIRI Bridget .

27 NDOYE Chargée de Cours CT/ MINPROFF

28 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

29 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste

30 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste

31 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste

32 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (40)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UY

2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA

3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Département UDS

4 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste

PEGNYEMB Dieudonné Professeur Directeur/ MINESUP/

5 | Emmanuel Chef de Département

6 | WANDJI Jean Professeur En poste

7 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Vice-Doyen / DPSAA
Conferences

8 | AMBASSA Pantaléon Maitre de En poste
Conferences

9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de En poste
Conferences

10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG | Maltre de En poste
Conferences

11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de En poste
Conferences

12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de En poste
Conferences

13 | KENMOGNE Marguerite Maltrg de En poste
Conférences

Vi



14 | KOUAM Jacques Maltrfe de En poste
Conférences
15 | MBAZOA née DJAMA Céline | Maitre de En poste
Conférences
16 | MKOUNGA Pierre Maltr,e de En poste
Conférences
17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de En poste
Conférences
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Sous/Direct. MINERESI
Conférences
19 NGONO BIKOBO Dominique Maltrg de C.E/ MINESUP
Serge Conférences
20 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide | Maltre de C.S/ MINESUP
Conférences
21 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot | Maltre de En poste
Conférences
22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de En poste
Conférences
23 | TAGATSING FOTSING Maurice | Maitre de En poste
Conférences
24 | TCHOUANKEU Jean-Claude | Maltre de Doyen /FS/ UYI
Conférences
TIH née NGO BILONG E. Maitre de
25 . ) En poste
Anastasie Conférences
26 | YANKEP Emmanuel Maitre de En poste
Conférences
27 | ZONDEGOUMBA Ernestine Matlre de En poste
Conférences
28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
29 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
31 |(\)/|UAHOUO WACHE Blandine Chargée de Cours En poste
32 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
33 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
34 | MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste
35 | NONO NONO Eric Carly Assistant En poste
36 | OUETE NANTCHOUANG Judith .
Laure Assistante En poste
37 | TCHAMGOUE Joseph Assistant En poste
38 | TSAFFACK Maurice Assistant En poste
39 | TSAMO TONTSA Armelle Assistante En poste
40 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste

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

| 1 | ATSA ETOUNDI Roger

| Professeur

| Chef Div.MINESUP

vii




FOUDA NDJODO Marcel Professeur Chef Dpt ENS/Chef
2 | Laurent IGA.MINESUP
NDOUNDAM Réné Maitre de En poste
3 Conférences
4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département
6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue | Chargé de Cours En poste
8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
9 | KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
11 | MONTHE DJIADEU Valery M. | Chargé de Cours En poste
12 OLE OLE Daniel Claude Delort | Chargé de Cours Directeur adjoint Enset.
Ebolowa
13 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
17 | EKODECK Stéphane Gaél Assistant
Raymond En poste
18 | HAMZA Adamou Assistant En poste
19 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
20 | MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
21 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
22 | NKONDOCK. MI. Assistant En poste
BAHANACK.N.
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (35)
1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
2 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
KIANPI Maurice Maitre de En poste
3 Conférences
4 MBANG Joseph 'C\:/l:rﬁ%ergrfces En poste
MBEHOU Mohamed Maltrfe de En poste
5 Conférences
MBELE BIDIMA Martin Maitre de En poste
6 | Ledoux Conférences
_ Maitre de Chef service des
NOUNDJEU Pierre Conférences programmes &
7 Diplomes/FS/UYI
TCHAPNDA NJABO Sophonie I\/Ialtr,e de Directeur/AIMS Rwanda
8 |B. Conférences

viii




Maitre de

9 TCHOUNDJA Edgar Landry Conférences En poste
10 | BOGSO ANTOINE MARIE Chargé de Cours En poste
AGHOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule
11 | Gérard MINPLAMAT
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 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe | Chargé de Cours En poste
19 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
21 | POLA DOUNDOU Emmanuel | Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. .
E Chargé de Cours En poste
25 | TIAYATSAGUE N. Anne- Chargée de Cours En poste
Marie
26 | BITYE MVONDO Esther Assistante
: En poste
Claudine
27 | FOKAM Jean Marcel Assistant En poste
28 | LOUMNGAM KAMGA Victor | Assistant En poste
29 | MBATAKOU Salomon Joseph | Assistant En poste
30 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
31 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
32 | OGADOA AMASSAYOGA Assistant En poste
33 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
34 | TENKEU JEUFACK Yannick Assistant
. En poste
Léa
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (21) |
1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
NYEGUE Maximilienne Professeur VICE-DOYEN / DSSE
2 | Ascension
3 | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste
ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de En poste
4 Conferences
BOYOMO ONANA Maitre de En poste
5 Conferences
KOUITCHEU MABEKU Epse Maitre de En poste
6 | KOUAM Laure Brigitte Conférences




Maitre de

RIWOM Sara Honorine , En poste
7 Conférences
3 SADO KAMDEM Sylvain Leroy EZ/I:r::‘réergr?ces En poste
9 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
10 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
11 (EfSONO OBOUGOU Germain Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
14 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
15 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
16 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
MONI NDEDI Esther Del Assistante
17 | Florence En poste
18 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
19 | SAKE NGANE Carole Stéphanie | Assistante En poste
TAMATCHO KWEYANG Assistante En poste
20 | Blandine Pulchérie
21 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (44)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
5 DJUIDJE KENMOE épouse Professeur En poste
ALOYEM
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
6 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
8 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
9 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste
10 | NOUAYOQOU Robert Professeur En poste
11 | PEMHA Elkana Professeur En poste
12 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS Univ/Bda
13 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
14 | WOAFO Paul Professeur En poste
15 | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
16 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de DG/HYDRO Mekin
Conféerences
17 | BODO Bertrand I\/Ialtr,e de En poste
Conféerences
18 | ENYEGUE A NYAM épse Maitre de En poste




Maitre de

19 | EYEBE FOUDA Jean sire Conférences En poste
, Maitre de
20 | FEWO Serge Ibraid Conférences En poste
Maitre de
21 | HONA Jacques Conférences En poste
. Maitre de
22 | MBANE BIOUELE César Conférences En poste
. Maitre de
23 | MBINACK Clément Conférences En poste
Maitre de
24 | NDOP Joseph Conférences En poste
Maitre de Chef de
25 | SAIDOU Conférences centre/IRGM/MINRESI
. Maitre de
26 SIEWE SIEWE Martin Conférences En poste
27 . Maitre de
SIMO Elie Conférences En poste
28 i _ Maitre de
VONDOU Derbetini Appolinaire Conférences En poste
29 . . Maitre de .
WAKATA née BEYA Annie Conférences Directeur/ENS/UYI
30 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
31 | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste
32 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
33 . . Chef Cell.
FOUEDJIO David Chargé de Cours MINADER
34 | MBONO SAMBA Yves Christian U. | Chargé de Cours En poste
35 | MELI'I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
37 | OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inter
Etat/Sangmalima
38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
39 AY[S_SI EYEBE Guy Frangois Assistant En poste
Valérie
40 | DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie Assistante En poste
Angennes
41 | LAMARA Maurice Assistant En poste
42 | OTTOU ABE Martin Thierry Assistant En poste
43 | TEYOU NGOUPOQU Ariel Assistant En poste
44 | WANDJI NYAMSI William Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA/
1 UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy | Professeur En poste

Xi




NDJIGUI Paul Désiré

Professeur

Chef de

4 Département

5 | NGOS Ill Simon Professeur En poste

6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste

7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

3 ABOSSOLO nee ANGUE Monique | Maitre de Conférences \[/)llc?:t(-:‘:-Doyen /
Directeur/Projet

9 | BISSO Dieudonne Maitre de Conférences Barrage
Memve’ele

10 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste

11 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste

12 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma

13 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT

14 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI

15 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste

16 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
Chef service

17 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Maintenance &
du Matériel/UY1I

18 | TCHAKOUNTE J. épse NUMBEM | Maitre de Conférences al‘el\lf;égll

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. IMINTP

22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

28 . ) Sec.

FUH Calistus Gentry Charge de Cours D Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MAMDEM TAMTO LIONELLE Chargé de Cours En poste
ESTELLE

31 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste

32 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste

33 | METANG Victor Chargé de Cours En poste

34 | MINYEM Dieudonné-Lucien Charge de Cours CD/Uma

35 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste

36 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargeée de Cours En poste

37 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste

38 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste

39 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Charge de Cours En poste

40 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste

41 | TEMGA Jean Pierre Charge de Cours En poste

xii




42

FEUMBA Roger

Assistant

En poste

43

MBANGA NYOBE Jules

Assistant

En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de

Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de Assistants Total
Conférences Cours

BCH 8 (01) 14 (10) 13 (05) 05(02) 40 (18)
BPA 15(01)  8(06) 19 (06) 10(03) 52 (16)
BPV 07(01)  9(01) 10 (08) 07(01) 33 (11)
cl 10(01) 09 (02) 10 (02) 03(0) 325
co 6 (0) 21 (05) 05 (02) 08(02) 40 (9)
IN 2 (0) 1(0) 12 (01) 07(00)  22(1)
MAT 2 (0) 7 (0) 15 (01) 09(02)  33(7)
MIB 3(0) 5 (03) 06 (01) 06(02) 20 (6)
PHY 15 (0) 14 (02) 09 (03) 08(03) 46 (8)
ST 7(1) 15 (01) 19 (06) 02(0)  43(8)
Total 75 (5) 103 (30) 118 (35) 65(15) 361 (89)
Soit un total de 361 (89) dont:

Professeurs 75 (5)

Maitres de Conférences 103 (30)

Chargés de Cours 118 (35)

Assistants 65 (15)
() = Nombre de Femmes 89

Xiii



l DEDICACES ]

A ma grand-mere ZEUGANG Elisabeth

Xiv



lREMERCIEMENTS]

Au terme de ce travail, ¢’est avec émotion que je tiens a remercier tous ceux qui de pres

ou de loin ont contribué a sa réalisation. En particulier :

OBEN E. Julius, Professeur a I’Université de Yaoundé I, co-directeur de these, qui m’a
accueilli avec enthousiasme dans son laboratoire et qui m’a témoigné sa confiance. Je suis
grandement reconnaissant d’avoir travaillé a vos cotés. Vous m’avez encadré avec ouverture
pour les nouveaux défis. Tout en étant une inspiration et poussant ma réflexion, vous avez su
m’encourager, étre disponible et me conseiller a chaque étape du parcours. VVotre bonne humeur
et votre enthousiasme face aux difficultés que j’ai pu rencontrer ont ét¢ une source de

motivation.

NGONDI Judith L., Maitre de Conférences a I’Université de Yaoundé I, co-directeur
de thése, pour m’avoir fait bénéficier tout au long de la these de ses critiques, de ses conseils
de son savoir ainsi que de sa riche expérience. Je vous remercie également pour 1’aide a la
rédaction de la these et pour les discussions fructueuses que nous avons eues qui m’ont

beaucoup appris et m’ont permis a bien mener ce travail.

MOUNDIPA Paul, Professeur a I’Université de Yaoundé I et Chef du Département de
Biochimie ainsi que les enseignants du dit Département, qui par leurs remarques constructives

et leurs conseils ont contribué a la cohérence de ce projet de these.

Tous les membres de I’équipe de recherche du Laboratoire de Nutrition et de
Biochimie Nutritionnelle, pour leur assistance et pour avoir participé chacun a leur fagon a

rendre ces années de thése exceptionnelles.

Le projet YaBiNAPA financé par la DAAD & I’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé
| (ENS), pour la caractérisation phytochimique de ’extrait hydroéthanolique d’Autranella

congolensis.

Le Laboratoire de Physiologie Animale du Département de Physiologie et Biologie
Animales de 1’Université de Yaoundé I, pour avoir contribué a la réalisation des études

histopathologiques et neuro-comportementales.

Ma famille, mes beaux-fréres et amis pour leurs soutient et encouragements.

XV



lTABLE DES MATIERES ]

LISTE PROTOCOLAIRE ...ttt ettt I
DEDICACES ...ttt ettt ettt s bt et e e bt e et e e nbe et e e beeenee e Xiv
REMERCIEMENTS ..ottt ettt sae et e e be e e e e XV
TABLE DES MATIERES ......ooiiiie e XVi
LISTE DES ABREVIATIONS ..ottt XXi
LISTE DES FIGURES.......co ittt XXivV
LISTE DES TABLEAUX ..ottt XXViii
RESUME ...ttt bbbt XXIX
ABSTRACT et b bbb bbbt b et b et e bt b et b e XXX
INTRODUGCTION ...ttt bbbttt XXXi
CHAPITRE | : REVUE DE LA LITERATURE ......oooi e 4
1.1, Le Vieillissement CErEDIal ... e 4
111, Le VIEHTISSEMENT.....cc.oiiiiiee e 4
I.1.2. Le déclin cognitif 1ié & IPAge .............cccoeiiiiiiiiiie e 4
1.1.2.1. Les fonctions cognitives affeCtées .........ccocviiiiiiiiiiie s 4
I.1.2.1.1. L’hippocampe structure cérébrale impliquée dans la mémoire.................... 4
1.1.2.1.2. Le déclin COgNITIT..........ooviiiiiieeee e 5

1.1.2.2. Les modifications morphologiques cérébrales et altération de la mémoire....6

1.1.2.2.1. Les modifications morphologiQUES............covveiuiiieiieie i 6
1.1.2.2.2. AIteration des MEMOITES .......c.ccuiieieieieie ettt 6
1.1.3. Le déclin cognitif Iéger (MCI) : un état précurseur de laMA ..........c.ccooeevvenee. 7
I.2. La maladie d’ AIZREImer ..............ooooviiiiiiiiii e 8
1.2.1. Diagnostiquer la maladie d’Alzheimer ....................cccooiiii 8
1.2.2. Neuropathologie caractéristique de la maladie d’Alzheimer ....................c........ 8
1.2.2.1. LeS 18SioNS NISTOIOGIGQUES. ........oiuiiiiiiieiiiieieie et 8



1.2.2.2. L’atrophie cérébrale................cocoiiiiiiiiiiiiii e 12

1.2.3. Autres caractéristiques neuropathologiqUES............cccvveviiieieeie s 13
1.2.3.1. Dysfonctionnement du métabolisme du cholestérol .............cccccevveviiiiineenne. 13
1.2.3.1.1. LeS HIPIAES ...ttt 13
1.2.3.1.2. Métabolisme du cholestérol cérébral .............cccooviiiiiiini 14
1.2.3.1.3. Localisation et trafic du cholestérol cellulaire ...........ccccooevivieniiininininnnn, 16
1.2.3.2.4. Taux de cholestérol chez les patients atteints de la MA ..........cccooceniine. 17
1.2.3.2.5. Modulation des taux de cholestérol : impact sur la MA ..........cccccooniienne. 18
1.2.3.2. Implication du stress oxydant dans la pathogénie de la MA ............cccccoene. 19
1.2.3.2.1. Le STreSS OXYAANT .....cvoiviiiiiiiieiieieiee et 19
1.2.3.2.2. Stress oxydatif et la maladie d’Alzheimer ......................cccooiiiiniinis 23
1.2.3.3. Aluminium et maladie d’Alzheimer................c...cccoooiiiiiiiii i, 27
1.2.3.4. Perturbation de ’homéostasie calcique...................cccooiiiiiini 28
1.2.3.4.1. Homéostasie du calcium intracellulaire...........ccccooeveieieneinciineseen 28
1.2.3.4.2. Perturbation de I’homéostasie calcique...............c.ccoccvvrriiiiiiiiniiiniieciis 29
1.2.3.5. Altérations de la neurotransmission cholinergique............ccccceevveveiievvenee, 29
1.2.4. Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer et traitements disponibles....... 30
1.2.4.1. FACLEUIS U FISTUE. ... ccviieieieeie ettt sttt ettt sttt te e e e e sne e enes 30
1.2.4.1.1. Facteurs de risque non Modifiables ............ccccoveviiiiiieii e 30
1.2.4.1.2. Facteurs de risque modifiables...........cccooiiiiii 31
I =T 4 = ) (=] 0 1=T SO SS 31
1.2.5. Modeéles animauX de [a MA ..o 32
1.2.5.1. MOJEIES tranSPENIQUES ......cvereeviieeieieeieieeietesie ettt ene s 32
1.2.5.2. Modéles d’injection intracranienne de peptides amyloides...........cc.ccocveenee. 32
1.2.5.3. Mode¢les de neurotoxicité aux métaux cas de aluminium ............................. 33
1.3. Vers une approche nutritionnelle préventive du vieillissement pathologique........ 33
R 0 B O | ()4 L= USSR U PO UR PP PTRRPP 33
1.3.2. Les polyphénols, des molécules naturelles d’intérét thérapeutique.................. 35



R T2 N B =] i [ T ([0 F TSR RTRRRRRRRRRT 35

1.3.2.2. Structure et ClasSifiCatioN.........ccccuieiiiiieie e 36
1.3.2.3. Propriétés DIOIOQIQUES .........ecuiiieiieeie et 41
1.3.3. LES THILEIPENES ...ttt ettt e et essa e re e e e s reenne e 43
1.3.4. Les sapotacées : plantes riches en molécules neuroprotectrices ....................... 43

1.3.4.1. Description de la famille et quelques composés neuroprotecteurs isolés des

plantes de Cette FamIlle ... 43

1.3.4.2. Arganier plante de la famille des sapotacées ayant démontrée des activités

QL O T o] o] 0] (=0 1 Tt USRS PORSSRRN 45
1.4. Autranella congolensis (SAPOTACEE) .......cccveiveiieiieie e 45
1.4.1. Description DOLANIQUE ........c.ecviiieiece e 45
R U Y 1o [ ST UPRUPRRN 47
1.4.3. Travaux antérieurs sur les écorces d’Autranella congolensis.............cccccocevenee. 47
CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES ... 49
L IMIAEETTEL ...t 49
TLL.1 Matériel VEQELAL..........ccoiiiiiiiee e e 49
11.2.2. Matériel animal ..........ccoooiiiie e 49
11.1.3. Matériel de [aboratoire. .........ccccooiiiiieiiee e 50
TEL.3. L APPArEIHIAQE. ... 50
F1.0.3.2. REACHITS ...t 50
1.2, IMIBENOUES ...ttt ettt e e ene e 52
11.2.1. Préparation des extraits de la plante..........ccccooveieiieiicic e, 52
I1.2.2. Dosages des composés bioactifs d’intérét....................ccooiiiiiiiii, 52
11.2.3. Mesure du potentiel antioxydant in vitro des extraits ...........cccceeveveeiiecnnnne, 54
11.2.3.1. Capacité antioxydante totale (C.A.T)....cccceoeiieiecc e 54
11.2.3.2. Piégeage du radical 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH?®)..........c..c.......... 55
11.2.3.3. Piégeage du radical oxyde nitrique (NO®) ......cccoveiiiiicececeece e 56
11.2.3.4. Capacité chélatice des i0NS fErreUX..........cccevveieeiiiie i 57



I1.2.4. Analyse phytochimique de I’extrait le plus actif par chromatographie liquide a

haute performance couplée a la spectrométrie de Masse. .........ccccevvvvvvereerenieereereennns 57
11.2.5. Etude in vivo sur un modéle animal de NeurotoXiCité............c.ccocevvrivrvninrienn. 58
11.2.5.1. Modeéle eXperimental............c.ccceviiiiiieiicce e 58
11.2.5.2. Etudes neuro-comportementales ... 59
11.2.5.2.1. Mémoire de reconnaissance a court et a long terme par le « Objet
FECOGNITION TEST » ..ot 59
11.2.5.2.2. Mémoire spatiale par le test du « Morris Water Maze ».........c.cccccoceeveunnne. 61
11.2.5.2.3. Coordination motrice par le « Wire-Suspension Grip/Agility Test » ....... 62
11.2.5.3. Sacrifice, prélevement et préparation des tiSSUS ..........ccceeveveeieevieiicinernenn 63
11.2.5.3.1. Sacrifice et prélevement des tiSSUS........cccveveieeieiiieieece e 63
11.2.5.3.2. Préparation des TISSUS .........c.cciveiiiieiieiie et este et sne e 63
11.2.5.4. Analyses DIOChIMIQUES...........coviiiiiieic e 65
11.2.5.4.1. Dosage des marqueurs du stress OXydant ............cccocveveevreiieieevieseese e 65
11.2.5.4.2. Dosages des marqueurs de la transmission cholinergique, de I’homéostasie

du calcium et dosages des taux de cholestérol total, phospholipides totaux,

plasmalogenes, triglYCEITURS . ......couii it 73
11.2.5.4.3. Dosage des marqueurs du métabolisme du glucose..........ccccccvveveiievvennenne 81
11.2.5.4.5. Dosages de protéines totales .........cccoveviiieiieie e 86
11.2.5.5. Etudes histopathologiQUES..........ccocviiieiiciicc e 87
I1.2.5.5. 1. Marquage a I’hématoxyline-€0sine (H&E) ...........cccooviiiiiiniiiicnn, 87
11.2.5.5.2. Marquage au Crésyl VIOIEL ..........cccoveiiiii i 89
11.2.6. ANAlySeS STALISLIQUES .......eoivieiiiiieiieee ettt 90
CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSION ......oooiiiiiiiiiiieceeee e 91
FEL L. RASUITALS ...ttt e et e e e e ne e nneenee e 91

I11.1.1. Teneurs en composés bioactifs et potentiel antioxydant des extraits aqueux,

hydroéthanolique et éthanolique d’A. CONGOIENSIS........cccviiiiiiiiieie e 91
111.1.1.1. Teneurs en cOmMpPOSES PRENOIIGUES .......cc.eiviriiiiiiiiiieiee e 91
111.1.1.2. Potentiel antioxydant des différents extraits .............cccoceevveveivcieeic s, 91



I11.1.2.1. Composés majoritaires de PEHEAC .................ccoooiiiiiinice, 94
I11.1.2.2. Effet de L’EHEAC sur les marqueurs du stress oxydant in vivo................ 97

111.1.3. Effet de PEHEAC sur la transmission cholinergique, I’homéostasie ionique et

les taux de cholestérol et glycérophospholipides cérébrauX...........ccccvvvevviveieennnnn, 107
I11.1.3.1. Effet de PEHEAC sur Pactivité des cholineStérases ............cocceevvevvvervvennee. 107
111.1.3.2. Effet de PEHEAC sur I’homéostasie du calcium............................cccoeee. 109

111.1.3.3.- Effet sur les taux de cholestérol, phospholipides, plasmalogénes et
EFIGIYCATIARS .ottt 112

11.1.4. Effets de PEHEAC sur les modifications structurales de I’hippocampe et sur les

parametres NeUroCOMPOITEMENTAUX........ccueiviiieieeiesee st eee e te e se e sre e sraesaeas 120
I11.1.4.1. Modifications structurales de I’hippocampe...............c.ccoocvvviiiniiiiiiinnenn, 120
I11.1.4.1.1. Cartographie des lésions a I’hématoxyline-€0Sine.............cc.ccoverennnnn, 120
I11.1.4.1.2. Analyse morphométrique des structures de I’hippocampe au crésyl violet
......................................................................................................................................... 125
111.1.4.2. Effet de PTEHEAC sur les parametres neurocomportementaux ............... 127
111.1.4.2.1. Effet sur la mémoire de reconnaissance d’objet.....................ccocceeeennnn 127
111.1.4.2.2. Effet sur Papprentissage et la mémoire spatiale.....................ccccoeeennnn. 130
111.1.4.2.3. Effet sur la motricité des rates ............cccoeovviiiiiiiieiicce e 133

I1I.1.5. Effet de PEHEAC sur les paramétres plasmatiques de toxicité et sur la

variation de poids corporel et la masse relative des organes ............ccccccoevevveiveennenn, 135
I11.1.5.1. Effet de PEHEAC sur les parametres plasmatiques de toxicité ............... 135

111.1.5.2. Effet de PEHEAC sur la variation de poids corporel et les masses relatives

OBS OFQANES ...ttt b bbbt h et e bbb bbbt 136
FEE. 2. DISCUSSION. ...ttt bbbttt nb bbbt 137
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ...ttt 153
REFERENCES BIBIOGRAPHIQUES. ... 156
ANNEXES ... XXXIX
ARTICLE SCIENTIFIQUE ... ..ot xli

XX



lLISTE DES ABREVIATIONS ]

4-HNE : Hydroxynonenal
4-HHE : Hydroxyhexénal
a7nAChR : Récepteur a7 nicotinique a I’acétylcholine, de 1’anglais « nicotinic acetylcholine
receptor »
AChE : acétylcholinestérase
AP : Peptide amyloide 3
ABCAT7 : Membre 7 de la sous famille A des transporteurs ABC
ACAT : Acétyl-CoA AcétylTransferase
AGPI : Acide gras polyinsaturé
AICD : Domaine amyloide intracellulaire, de 1’anglais « Amyloid Intracellular Domain »
ALAT : Alanine aminotransférase
AMP : Adénosine MonoPhosphate
APOE: Apolipoprotéine E
APP : Protéine précurseur du peptide amyloide B, de I’anglais « Amyloid B Precursor
Proteinx»
ASAT : Aspartate aminotransférase
ATP : Adénosine tri-phosphate
ATPase : Adénosine triphosphatases
AVC : Accident Vasculaire Cérébral
BACEL : Autre nom de la B-sécrétase, de 1’anglais «  site APP Cleaving Enzyme 1 »
B-CTF : Fragment C terminal 3 de I’APP, de I’anglais « B C Terminal Fragment »
BHE : Barriere Hémato-Encéphalique
BuChE : Butyrylcholinestérase
CALHML1 : Modulateur 1 de I’homéostasie Ca?*, de I’anglais « Ca?" homeostasis modulator
1»
CaMKI1 : Protéine kinase Ca?*/calmoduline-dépendante II, de 1’anglais « Ca?*/calModulin-
dependent protein Kinase Il »
CAT : Catalase
CICR : Libération de Ca?* induite par le Ca?*, de I’anglais « Ca?* induced Ca?" release »
DHA : Acide docosahexaénoique
DNF : Dégenérescence NeuroFibrillaire
DPPH : Diphényl picryl-hydrayl
DTNB : 5-5’-dithiobis (acide -2- nitrobenzoique)
XXi



EDTA : Acide éthylene diamine tétraacétique

EHEAC : Extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis

GPx : Glutathion Peroxydase

HMGCR : Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (ou 3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA
réductase)

LC/MS : Chromatographie en phase liquide — Spectrométrie de masse

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien

LDL : Lipoprotéines de basse densité, de I’anglais « Low-Density Lipoprotein »
LDLR : Récepteur de lipoprotéines de faible densité (LDL)

LTP : Potentialisation a long terme, de 1’anglais « Long Terme Potentiation »

LXR : Récepteur hépatique X, de I’anglais « Liver X Receptor »

MA : Maladie d’ Alzheimer

MAPK : Protéine Kinase activée par des agents mitogénes, de I’anglais « Mitogen-Activated
Protein Kinase »

MCI : Déclin cognitif 1éger, de 1’anglais « Mild Cognitive Impairment »

MDA : Malondialdéhyde

MRCT : Mémoire de reconnaissance a court terme

MRLT : Mémoire de reconnaissance a long terme

NCX : Echangeur sodium calcium, de 1’anglais « Sodium Calcium Exchanger »
NMDA : Acide N-méthyl-D-aspartique

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PHFs : Filaments appariés en hélice, de I’anglais « Paired Helical Filaments »

PKC : Protéine kinase C

PI3K : Phosphatidylinositol kinase de type 3

PMCA : Plasmalemmal Ca?*-ATPase de I’anglais « Plasma Membrane Ca?*-ATPase »
PSENL : Préséniline 1

PSEN2 : Préséniline 2

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

ROS : Espéces réactives de 1’oxygene, de 1’anglais « Reactive oxygen species »

SCAP : Protéine activant le clivage de SREBP, de 1’anglais « SREBP Cleavage-Activating
Protein »

SNC : Systéeme Nerveux Central

SOD : Superoxyde Dismutase

XXii



SREBP : Protéine de liaison a I’élément de régulation des stérols, de 1’anglais « Sterol
Regulatory Element-Binding Protein »

TEMP : Tomographie d’Emission MonoPhotonique

TEP : Tomographie a Emission de Positrons

Tau : « Tubulin Associated Unit »

xxiii



lLISTE DES FIGURES]

Figure 1 : Anatomie transversale de 1’hippocampe de SOUTIS. ..........cccccveverereririririiiiesieieiane, 5
Figure 2: Plaque amyloide a noyau dense aprés un immunomarquage utilisant un anticorps
ANEE-AP (DAKO). w.vvcveiieiiiee ettt bbbttt bbb 9
Figure 3: Séquence des dépots amyloides (Plaques SENiles). ..., 9
Figure 4: Métabolisme de I’ APP. .......cooiiiiiiiiccee s 10
Figure 5 : Quatre exemples de dégénérescence neurofibrillaire marqués avec 1’anticorps
1 TSSO T TSP 11
Figure 6: Atrophie CErEDIal ............ccoiiiiiiiceee e 12
Figure 7: Principales classes de lipides et sous-types bien connus..........ccccoevevevevevennnnne, 15
Figure 8 : Représentation du cholestérol en structure plane ............cccccoevevviiiiiciicisienan, 15
Figure 9 : Métabolisme, transport et internalisation du cholestérol dans le SNC............ 18
Figure 10: Espéces réactives de I’oxygene (ROS). ..., 20
Figure 11 : Fonction synchronisée des activités enzymatiques de la SOD, CAT et GPx.23
Figure 12 : Formations des aldéhydes réactifs lors de la peroxydation des AGPI............ 25
Figure 13 : Production de ROS par les peptides AP en présence d'ions métalliques. ...... 27
Figure 14 : Synthése et dégradation de 1’acétylcholing ............cccoovviiiinnniiiinncie, 30
Figure 15 : Prévalence mondiale de la maladie d’Alzheimer selon 1’age et le sexe......... 31

Figure 16 : Schéma representatif du moment le plus approprié (hypothétiquement) pour
prevenir la maladie d” AlZhEIMET ... 34
Figure 17 : Classification des polyphenols.............ocooviiineiniceeeeesee s 37
Figure 18 : Principales classes de I’acide phénolique..........cccoovvriiininininicnsnene, 38
Figure 19 : Structure générale des flavonoides............cocovirrierniesiceneeeeeesees 39
Figure 20 : Schéma général du métabolisme des polyphénols ..o, 40
Figure 21 : Structure moléculaire d’un triterpéne pentacyclique le taraxérol ................... 43
Figure 22 : Distribution de Baillonella toxisperma et Autranella congolensis................. 46
Figure 23: Autranella congolensis : arbres, feuilles et écorces, fruits et graines .............. 47
Figure 24 : Vue générale du protocole de réalisation de I'OR : phase de familiarisation.61
Figure 25 : Capacité antioxydante des eXtraitS ...........cccoovevevevereveeeeccceceeeee e, 92

Figure 26 : Concentrations de piégeage 50 du radical DPPH® des extraits et de la
QUETCELINE. ...ttt ettt s sttt b bbbt bbb et et et et e bt eb e s s esesn e 92

Figure 27: Concentrations de piégeage 50 du radical NO des extraits et de la quercétine.



Figure 28: Concentrations de piégeage 50 du Fe?* des extraits et de la quercétine. ......... 93

Figure 29 : Profil chromatographique de I'extrait hydroéthanolique d'A. congolensis..... 94
Figure 29 a: Spectre de masse du COMPOSE A .......covriiririiererererieeee e 94
Figure 29 b : Spectre de masse du COMPOSE B ........ccoiueuriiernirirceereeeee s 95
Figure 29 ¢ : Spectre de masse COMPOSE C ......cucviueureeeeeiiiieirerereseeee et 95
Figure 29 d : Spectre de masse du COMPOSE D ........cccuvururirirnirircerieeee s 96
Figure 29 e : Spectre de masse du COMPOSE E ......cccvveiirireriririririeieieeeete e 96

Figure 30 : Effet protecteur de ’EHEAC contre la formation de dienes conjugues dans le
CEIVEBAU.....vveveieieeseeetesestesesete st s s esssssese st s s et e s e s s s ase s e s et e s s se s et et s s s s se s et et es s s e sn bbb s s s e sesesene 98

Figure 31: Effet protecteur de ’TEHEAC contre la génération de MDA dans le cerveau9s

Figure 32: Effet protecteur de ’"EHEAC contre 1’accumulation des protéines oxydées dans
[ CEIVBAU ...ttt 99

Figure 33: Effet protecteur de ’"EHEAC contre I’oxydation des thiols protéiques dans le
L01 ] V= L PPN 99

Figure 34: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la superoxyde dismutase
CEIBITAIR ...ttt 100

Figure 35: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la catalase cérébrale............ 101

Figure 36 : Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la glutathion peroxydase
CETBIITAIE ... 101

Figure 37 : Effet stimulateur de ’EHEAC sur la capacité antioxydante totale plasmatique

Figure 40: Effet protecteur de "EHEAC contre la génération de MDA dans le plasma 104

Figure 41: Effet protecteur de "EHEAC contre la formation des diénes conjugués dans les
BIYENTOCYLES ...ttt ettt ettt e s s s bbb st seaes 104

Figure 42: Effet protecteur de 'EHEAC contre la génération de MDA dans les
BIYENTOCYEES........ceceeeve ettt bbb bbbt b bbbt sns 105

Figure 43: Effet protecteur de ’"EHEAC contre 1’accumulation des protéines oxydées dans
18 PIASIMA. ...ttt bbbt s bt a et e tens 106

Figure 44: Effet protecteur de ’EHEAC contre I’accumulation des protéines oxydées dans
185 EIYENIOCYLES......ecvivieieiiie ettt s bbbttt b s sesesenens 106

Figure 45: Effet inhibiteur de "EHEAC sur ’activité de I’acétylcholinestérase cérébrale

XXV



Figure 46: Effet inhibiteur de PTEHEAC sur I’activité de la butyrylcholinestérase cérébrale
AES TALES ..ottt ettt ettt et st aeaenenenes 108
Figure 47: Effet de ’TEHEAC sur le maintien du rapport BUChE/AChE céreébral.......... 108
Figure 48: Effet protecteur de ’"EHEAC contre 1’accumulation du calcium cérébral.... 109
Figure 49: Effet de ’TEHEAC sur le maintien du taux de magnésium cérebral .............. 109
Figure 50: Effet de ’TEHEAC sur le maintien du rapport calcium/magnésium cérébral 110
Figure 51: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la Mg®*-ATPase cérébrale . 111
Figure 52: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de la Ca?*-ATPase cérébrale .. 111
Figure 53: Effet stimulateur de '"EHEAC sur I’activité de la Na*, K*-ATPase cérébrale
..................................................................................................................................................... 112
Figure 54: Effet protecteur de ’EHEAC contre I’accumulation du cholestérol au niveau
(012 2= o] | OO 113
Figure 55: Effet protecteur de ’"EHEAC sur les phospholipides cérébraux .................... 113
Figure 56: Effet de "TEHEAC sur le maintien du ratio molaire Cholestérol/Phospholipides
(012 0= o] | T T ORI PPTO 114
Figure 57: Effet protecteur de "EHEAC sur les plasmalogénes cérébraux..................... 114
Figure 58: Effet antihypercholestérolémiant de PEHEAC ........cccooooieeevniicreennnns 115
Figure 59: Effet antihyperlipidémiant de PEHEAC ..o 116
Figure 60: Effet protecteur de ’EHEAC sur les plasmalogénes dans le plasma............ 116
Figure 61: Effet protecteur de ’EHEAC sur les plasmalogénes érythrocytaires............ 117
Figure 62: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’utilisation du glucose cérébral.............. 118
Figure 63: Effet hypoglycémiant de PEHEAC ... 118
Figure 64: Effet inhibiteur de PTEHEAC sur Iactivité de LDH.........ccccocoovviiennnninns 119
Figure 65: Effet inhibiteur de P"EHEAC sur ’activité de 1’aconitase cérébrale.............. 119
Figure 66 : Microphotographies du gyrus denté (x200) de I’hippocampe aprés coloration

a I’hématoxyline-éosine

Figure 67 : Microphotographies de la corne d’Ammon 1 (CA1) (X200) de I’hippocampe
aprés coloration a I’hématoxyline-éosine

Figure 68 : Microphotographies de la corne d’Ammon 2 (CA2) (X200) de I’hippocampe
apres coloration a I’hématoxyline-€osine

Figure 69 : Microphotographies de la corne d’Ammon 3 (CA3) (X200) de I’hippocampe
apres coloration a I’hématoxyline-éosine

Figure 70: Microphotographies des cornes d’Ammon 1 (X200) de I’hippocampe ;
Coloration au CréSYl VIOIEL .........c.coviieiieeeeceetee ettt

Figure 71: Microphotographies des cornes d’Ammon 3 (X200) de I’hippocampe ;
Coloration au CreSYl VIOIEL.........cocvveiiieieieeeeeteee ettt



Figure 72: Préservation de la mémoire a court terme par ’EHEAC (semaine 4)........... 128

Figure 73: Présevation de la mémoire a court terme par ’EHEAC (semaine 7) ............ 128
Figure 74: Comparaison des indices de reconnaissance en % contréle des semaines 4 et 7
dans chaque groupe (MEMOIre & COUNt tEIME) ........ccceuevverieeerereiririeeeie e eeeeeeens 129
Figure 75: Préservation de la mémoire de reconnaissance a long terme par ’EHEAC
(SEIMAINE 4) ..ottt b bbbttt s s st s s s e st sn s s s s sebesenas 129
Figure 76: Préservation de la mémoire de reconnaissance a long terme par ’EHEAC
(SBIMAINE 7).ttt ettt bbbt et e s e s se e e e e e s s e s st esnsnsesnnas 130
Figure 77: Comparaison des indices de reconnaissance en % contréle des semaines 4 et 7
dans chaque groupe (MEmMOIre & IoNG tEIME) .......ccveveueueuiueeeeieeeeee e 130
Figure 78: Préservation de l'apprentissage par "EHEAC (semaine 5).......c.ccccevvueureenne. 131
Figure 79: Préservation de la mémoire spatiale par ’"EHEAC (Semaine 5)................... 131
Figure 80: Préservation de l'apprentissage par 'EHEAC (semaine 8).........cccoevueurennne. 132
Figure 81: Préservation de la mémoire spatiale par ’"EHEAC (semaine 8) .................... 133
Figure 82: Préservation de la coordination motrice par "EHEAC (semaine 4).............. 134
Figure 83: Préservation de la coordination motrice par "EHEAC (semaine 7).............. 134

Figure 84: Comparaison des temps de latence en % contrGle des semaines 4 et 7 dans
chaque groupe (coordination MOTIICE) .......cccvuviiueieiriririeeeie e 135

XXVii



lLISTE DES TABLEAUX]

Tableau | : quelques composés phénoliques isolés des especes de Sapotacees...........cou..... 44
Tableau Il : Composition en molécules bioactives de I’huile d’argan ............cccccevveveinennen. 45
Tableau Il : Travaux antérieurs sur les écorces d’Autranella congolensis ............cccccccvenee. 48
Tableau 1V: Composition de 12 AIEte .........ccveiieiiiece e 49
Tableau V: Repartition des animaux et traitemeNntS...........ccevveveiieie e 59
Tableau VI : Préparation des tubes pour 1’étalonnage de 1’activité de la catalase ................. 70
Tableau VII : Préparation des tubes pour 1’étalonnage de 1a GPX......coooevvveiiiiiinnnienienen, 71
Tableau V111 : Préparation des tubes pour le dosage de I’activité¢ des ATPases.................... 76
Tableau IX: Préparation des tubes pour I’étalonnage de 1’activité des transaminases........... 84
Tableau X : Préparation des tubes pour I’étalonnage des protéines totales...........cc.cuevvenennen. 86
Tableau XI : Teneurs en composés bioactifs des extraits d’A. cONgoIeNnsis ...........c.cccveveneee. 91

Tableau XII : Composés identifiés par HPLC/MS dans I’extrait hydroétanolique d’Autranella

(o7 1o 0] 1=1 0] SSTPSI 97

XXViii



l RESUME ]

L’incidence de la maladie d’Alzheimer (MA), I'une des principales maladies associées
au vieillissement cartactérisée par la détérioration progressive de la mémoire est en
augmentation. Il est suggéré que les polyphénols peuvent moduler les fonctions cérébrales et
permettre de prévenir le déclin cognitif lié a I’4ge ou a la MA. L’objectif de cette thése était
d’évaluer les effets modulateurs d’Autranella congolensis, sur quelques modifications
biochimiques, neuropathologiques et cognitives impliquées dans le développement de la MA.
Dans un premier temps, nous avons préparé trois extraits (aqueux, éthanolique et
hydroéthanolique) d’écorces de la plante et déterminé leurs teneurs en polyphénols,
flavonoides. Ensuite, nous avons évalué le potentiel antioxydant de ces extraits et caractériser
par HPLC /SM le meilleur extrait. Dans un second temps, nous avons évalué sur un modele
animal de neurotoxicité induit par 1I’AICI5 les activités biologiques du meilleur extrait sur des
paramétres impliqués dans le développement de la MA (stress oxydant, dysfonctionnement
métabolique cérébral, neurodégénérescence, déclin cognitif). Les résultats ont montré que
I’extrait hydroéthanoliqgue (EHEAC) présentait les meilleures teneurs en polyphénols
(28,77£2,39 mgeAG/g MS) et flavonoides (14,93+£0,133 mgEQ /g MS) et le meilleur potentiel
antioxydant in vitro. La caractérisation a révélé la présence de la catéchine, 1’acide férulique et
le taraxérol connus comme étant neuromodulateurs ou neuroprotecteurs. Ces composes ont été
précédemment isolés de la plante. In vivo, ’"EHEAC (150 mg/kg PC) a significativement (p <
0,05) empéché la formation de diénes conjugués, la production de MDA et I’accumulation des
protéines oxydées induit par I’AICI; mieux que la vitamine E. Cet effet résultait d’une
augmentation de [D’activité cérébrale des enzymes antioxydantes (catalase, glutathion
peroxydase). L’EHEAC empéchait également 1’hyperactivité des cholinestérases, prévenait
I’accumulation du cholestérol cérébral tout en augmentant les niveaux de
glycérophospholipides, favorisait 1’utilisation du glucose cérébral en augmentant la glycolyse
et le cycle de krebs et favorisait ’homéostasie du calcium en augmentant I’activité enzymatique
des pompes ionniques. L’EHEAC préservait également I’architecture neuronale des couches de
I’hippocampe. La co-administration de I’EHEAC permettait une amélioration et une
conservation des performances mnésiques des animaux. L.’ensemble des résultats suggére que
I’EHEAC pourrait avoir de I’intérét pour prévenir ou tout au moins ralentir la progression de la
MA.

Mots clés : Maladie d’Alzheimer ; Extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis,

Chlorure d’aluminium, Déclin cognitif, In vivo, Rat.
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l ABSTRACT ]

Due to progressive population aging, the incidence of aging-related diseases, especially
Alzheimer’s disease characterized by progressive cognitive decline is increasing. There has
been emerging evidence on the link of certain dietary components, particularly polyphenols, to
brain wellness and cognitive outcomes. The objective of this thesis was to evaluate the
modulative effects of Autranella congolensis, on biochemical, neuropathological and
cognitives alterations implicated in AD development. Firstly, three extracts were prepared
(aqueous, ethanolic and hydroethanolic) from bark of A. congolensis and their total phenolics,
flavonoids contents were determined by colorimetric tests. The antioxidant potential of these
plant extracts was also evaluated. We further characterized the best extract using liquid
chromatographic coupled with mass spectrometry technics (HPLC/MS). Secondly, we
evaluated biological activities of best extract on parameters involved in the development of the
AD (oxidative stress, brain metabolic dysfunction, neurodegeneration, cognitive decline). In
order to accomplish these, the AICIs rats model that develops pathologic processes close to
what is observed in AD was used. The hydroethanolic extract (HEEAC) showed more
polyphenols (28.77+2.39 mgEAG/g DM) and flavonoids (14.93+0.133 mgEQ /g DM). This
extract also showed the best in vitro antioxidant activity and was therefore used for the rest of
the study. We identified three compounds in this extract: catechin, ferulic acid and taraxerol
(known as neuroprotector and neuromodulator). All those compounds were previously isoled
from this plant. In vivo, HEEAC (150 mg/kg) significantly (p < 0,05) prevents the formation of
conjugated diene, generation of MDA and accumulation of oxidized proteins induced by AICIs
better than vitamin E. This effect was the result of modulation of brain antioxidant enzyme
activities (catalase and glutathione peroxidase). HEEAC also prevents the hyperactivity of brain
cholinesterase, lowering brain cholesterol, improve brain glucose utilization by increasing
glycolysis and Krebs cycle and improve calcium homeostasis by increasing the enzymatic
activities of ion pumps. Futhermore, the HEEAC co-administration resulted in preservation of
neuronal morphology of hippocampus layers and in conservation of memory abilities. Taken
together, these results show that HEAAC could be a relevant therapeutic agent to prevent or at

least slow down the evolution of the pathology in Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer's disease, Hydroethanolic extract of Autranella congolensis, Aluminum
chloride, Cognitive decline, In vivo, Rat.
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L INTRODUCTION \‘




L’un des phénoménes marquants de ce XXle siecle est le vieillissement de la population,
c'est-a-dire I’allongement de la durée de vie et en conséquence, I'augmentation considérable du
nombre et de la proportion de personnes &gées. Avec ce vieillissement accélére, la maladie
d'Alzheimer (MA) comme les autres types de démence, ainsi que toutes les pathologies
chroniques liées au vieillissement sont devenus un probléme majeur de santé publique (Prince
etal., 2016 ; Lane et al., 2018).

La MA se caractérise par une détérioration des fonctions cognitives touchant
principalement la mémoire. Au niveau clinique, une perte a la fois neuronale et synaptique,
associee a la formation de plagues amyloides extracellulaires constituées de peptide beta-
amyloide (AB) mais aussi a des dépdts intracellulaires de protéine tau (tubule associated unit)
formant des enchevétrements neurofibrillaires (Galvin et al., 2012). Les personnes atteintes par
la MA présentent également des dépdts de gras dans le cerveau. Ces accumulations de gras
pourraient constituer un déclencheur de la maladie (Hamilton et al., 2015). En effet, le Dr Alois
Alzheimer lui-méme avait déja noté la présence des dépdts de lipides dans le cerveau des
patients apres leur mort, lorsqu’il a décrit la maladie pour la premiére fois en 1906. En effet, il
a été montré que ces acides gras sont produits par le cerveau, qu’ils s’accumulent lentement
avec le vieillissement normal, mais que le processus est fortement accéléré en présence des
génes prédisposant a la MA (Hamilton et al., 2015). L’accumulation de ces acides gras ne serait
pas une conséquence mais bien une cause ou un facteur accélérant de la maladie. Cette
découverte soutient ainsi la thése a I’effet que la MA serait une maladie métabolique du cerveau,
un peu comme 1’obésité ou le diabéte sont des maladies métaboliques périphériques (de la
Monte et Tong, 2014). Par ailleurs, une diminution du métabolisme du glucose, avant
I’apparition des symptomes, de la MA, suggere qu’elle puisse prendre une part prépondérante
dans sa genése, en participant a la perturbation de la communication neuronale (Abolhassani et
al. 2017). De nombreux autres dysfonctionnements cellulaires ont été mis en évidence dans le
développement de la MA. Ainsi, la libération des neurotransmetteurs pré-synaptiques, tels que
I’acétylcholine, et les courants ioniques induits par les récepteurs post-synaptiques sont alterés
(Querfurth et LaFerla, 2010). Un dysfonctionnement mitochondrial et une perturbation de
I’homéostasie ionique a 1’origine d’un stress oxydatif majeur ont ét¢ également observés

(Huang et al., 2016 ; Tonnies et Trushina, 2017).

Des études ont également montré une corrélation entre 1’ingestion d’aluminium présent
dans I’eau et une diminution des facultés cognitives (Rondeau et al., 2001) ; il semblerait que

I’aluminium, tout comme d’autres ions métalliques tels que le fer, favorisent 1’apparition des



Iésions caractéristiques de la maladie (Banksa et al., 2006).

L’aspect évolutif des mécanismes pathogénes mis en jeu dans le développement des
maladies liées au vieillissement incite donc largement a considérer I’intérét d’interventions
préventives dés le milieu de vie, permettant d’envisager la montée en age vers un vieillissement
normal ou réussi, minimisant ainsi les risques de développer ces diverses maladies ou au moins
ralentissant les processus délétéres afin d’en retarder la survenue (Vifia et Sanz-Ros, 2018).
Développer de telles approches préventives est d’autant plus important pour la MA qu’aucune
mesure thérapeutique n’a encore été développée permettant de la soigner efficacement, ni méme
d’en empécher son évolution (Cummings et al., 2017). Dans ce contexte, les méthodes
nutritionnelles apparaissent comme une stratégie réaliste capable de préserver les capacites
cognitives, limiter le vieillissement cérébral et enrayer 1’augmentation automatique de la

prévalence de la maladie avec la croissance des populations des 3° et 4° ges (Duflot, 2018).

Les connaissances acquises au cours des derniéres années grace aux études
épidémiologiques, précliniques et cliniques ont permis de révéler I’importance de 1’apport
alimentaire en polyphénols et d’autres métabolites secondaires pour la physiologie du systéme
nerveux et les fonctions cognitives (Williams et Spencer, 2012 ; Rajaram et al., 2019 ; Yang et
al., 2021). A ce titre, la littérature scientifique a trés largement identifié ces composés comme
des molécules globalement protectrices et biodisponibles pouvant faire d’eux les éléments clés
de stratégies préventives vis-a-vis du développement de différentes pathologies, et
particulierement la MA (Wahl et al., 2017). Ces composés neuroprotecteurs ou
neuromodulateurs sont abondamment retrouvés dans les plantes de la famille des sapotaceées
y compris Argania spinosa (Badreddine et al., 2017). Cette plante endémique au Maroc suscite
aujourd’hui beaucoup d’intéréts notamment dans la fonction neurologique et dans certaines
maladies liées a I’age (Badreddine et al., 2017). Autranella congolensis encore appelée « elang
Adjap » en langue Ewondo (Cameroun) est une plante de cette famille également riche en
polyphénols et triterpenes pentacycliques (Fokou, 2006). Cette plante endémique des régions
du bassin du Congo est utilisée pour ses nombreuses propriétés biologiques y compris
cardiotoniques. Aucune étude sur les effets protecteurs contre les maladies neurodégénératives

n’a été réalisée sur cette plante. D’ou le présent travail dont les hypothéses étaient les suivantes :



HYPOTHESES

1. Le meilleur extrait antioxydant d’Autranella congolensis contient des composés bioactifs
et est actif contre le stress oxydatif;

2. Autranella congolensis est susceptible de moduler les systétmes de transmission
cholinergiques, 1’homéostasie du calcium et le métabolisme du cholestérol et du glucose
cérébral;

3. Autranella congolensis permet de préserver les couches neuronales de 1’hippocampe et
favoriser une régulation ou une conservation des capacités de mémorisation.

OBJECTIF GENERAL
Evaluer les effets modulateurs d’A. congolensis sur quelques altérations biochimiques,

neuropathologiques et cognitives associées a maladie d’Alzheimer.
OBJECTIFS SPECIFIQUES

1- Déterminer le meilleur extrait antioxydant des écorces d’A. congolensis, sa composition

phytochimique et son effet sur le stress oxydatif ;

2- Déterminer les effets du meilleur extrait sur les déficits cholinergiques, la perte de
I’homéostasie du calcium, I’accumulation du cholestérol cérébral et I’altération du métabolisme

du glucose ;

3- Déterminer ’effet de cet extrait sur les modifications structurales de 1’hippocampe et sur les

performances amnésiques des rats.
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I.1. Le vieillissement cérébral
1.1.1. Le vieillissement

La complexité et la multitude de facteurs qui interviennent dans les processus de
vieillissement rendent sa définition difficile. De nombreuses théories ont émergé depuis les
années 1960, jusqu’a celle de John Rowe et Robert Kahn qui proposent en 1987 qu’un
vieillissement « réussi » réunit les trois éléments suivants ; 1’absence de maladie, le maintien
d’une bonne condition physique et cognitive et une implication active dans la vie courante
(Cosco et al., 2017). Cependant, la frontiére entre le vieillissement sain et le vieillissement
pathologique est ténue et constitue plutdt un continuum. En effet, le vieillissement par essence
augmente le risque de développer diverses maladies, notamment les maladies
neurodégeénératives (Hou et al., 2019). De Winter va méme jusqu’a considérer que le
vieillissement est une maladie en soi, en définissant celle-ci comme un état dans lequel
I’organisme rencontre des limitations de ses capacités et de son fonctionnement par rapport a
la normale (De Winter, 2015). Toutefois, le vieillissement peut se définir comme 1’ensemble
des modifications physiologiques que connait I’organisme tout au long de sa vie, conduisant au
déclin lent et progressif de toutes les fonctions et aboutissant a la mort. Bien que complexe, la
définition du vieillissement a I’échelle cellulaire fait intervenir un processus nommeé sénescence
réplicative. Le terme « sénescence » réfere a I’arrét définitif de la prolifération de cellules agées
et/ou endommagées (McHugh et Gil, 2018).
1.1.2. Le déclin cognitif lié a ’Age
1.1.2.1. Les fonctions cognitives affectées
1.1.2.1.1. L’hippocampe structure cérébrale impliquée dans la mémoire

Le lobe temporal joue de trés nombreux réles dans les fonctions cognitives, telles que
’audition, le langage, la perception visuelle, et la mémoire. 1l présente de plus un role central
dans I’apparition et le décours temporel de la maladie d’ Alzheimer. Dans ce dernier se retrouve
I’hippocampe (Figure 1). L’hippocampe est divisé en quatre régions distinctes : les trois cornes
d’Ammon (CA1-2-3) et le gyrus denté (DG). De plus, il est possible de distinguer cing couches
dans la région CAIl, soit I’alveus, les stratums oriens, pyramidale, radiatum et

lacunosummoleculare (Anderson et al., 2006).



Figure 1 : Anatomie transversale de I’hippocampe de souris (Gervais, 2019).

O/A : stratum oriens/alveus; PYR : stratum pyramidale; RAD : stratum radiatum ; LM : stratum

lacunosum moleculare; DG : gyrus denté;CA1-CA2-CA3 : subdivisions de la corne .

Dans 1’hippocampe, deux principaux neurotransmetteurs ont un role essentiel:
I’acétylcholine (Ach) et le glutamate. L’Ach est un neurotransmetteur impliqué dans les
processus d’apprentissage et de mémoire, c’est le seul qui n’est pas fabriqué a partir d’un acide
aminé (AA). Il provient de la choline et de la forme active de la vitamine B5 (ou acide
pantothénique) présents dans I’alimentation. Son role est de déclencher la contraction
musculaire et de stimuler 1’excrétion d’hormones. Au niveau de la mémoire, un taux élevé
d’Ach facilite 1’étape d’encodage des informations tandis qu’un faible taux permet la

consolidation de nouveaux souvenirs (Micheau et Marighetto, 2011).
1.1.2.1.2. Le déclin cognitif

Les effets du vieillissement sur le cerveau renvoient inévitablement au déclin lié a I’age
des fonctions cognitives. Les principales fonctions cognitives comprennent la mémoire, les
capacités d’attention, le langage ou encore les fonctions exécutives telles que le raisonnement
ou la planification (Harada et al., 2013). Non seulement ces fonctions ne sont pas toutes
affectées au méme rythme, mais 1’age d’apparition des premiers déficits varie d’une personne
a lautre (Carmona et Michan, 2016), ce qui introduit une importante variabilité

interindividuelle et empéche de fixer de fagon univoque 1’age de début du déclin cognitif lié¢ a



I’age (Salthouse, 2009). L’alimentation, le stress ou I’activité physique sont des facteurs qui ont

une incidence sur la vitesse du déclin cognitif notamment au niveau de 1’hippocampe (Jaroudi

etal., 2017).

1.1.2.2. Les modifications morphologiques cérébrales et altération de la mémoire

1.1.2.2.1. Les modifications morphologiques

Au cours du vieillissement, le volume du cerveau diminue mais contrairement a une
idée préconcue, cette réduction de volume n’est pas associée a une mort neuronale significative
(Lupo et al., 2019). En revanche, le vieillissement cérébral met en cause une importante
altération de la morphologie des neurones et de leurs réseaux. Une diminution du nombre, de
la densité et de la longueur des épines dendritiques ainsi que le volume des dendrites a été
décrite chez I’Homme, le singe, la souris et le rat (Coskren et al., 2015). De plus, il semblerait
que ce sont les axones des neurones sénescents qui dégénerent, et non leur corps cellulaire,
contribuant a diminuer le volume cérébral. Les structures cérébrales qui subissent une réduction
notable au cours du vieillissement comprennent certaines zones du cortex et I’hippocampe (Fjell
et al.,, 2014). La diminution de volume de I’hippocampe se produit a 1’approche de la
soixantaine d’années et se poursuit @ mesure que 1’age progresse a raison de 0,8 a 2% de perte
par an (Fjell et al., 2014). Ces perturbations morphologiques s’accompagnent d’altérations
fonctionnelles. L’excitabilité intrinséque des neurones de 1’hippocampe, c’est-a-dire la
propension a générer un potentiel d’action en réponse a des stimuli excitateurs, est modifiée par
I’age chez les rongeurs (Dunn et Kaczorowski, 2019). L’age induit également un remaniement
de la configuration post-synaptique, avec une baisse de la présence des récepteurs du glutamate
(NMDA, AMPA), un affaiblissement de I’expression des protéines de densité post-synaptique
(PSD-95, synaptophysine, certaines protéines de la famille SNARE), ce qui affecte ’efficacité
de transmission synaptique (Fan et al., 2017). Par ailleurs, une réduction de la quantité de
cellules prolifératives dans le gyrus denté, ainsi que des modifications liées a 1’age de la
signalisation dans les niches neurogéniques, seraient également a 1’origine d’un effondrement

de la neurogenése hippocampique adulte (Fan et al., 2017).

1.1.2.2.2. Altération des mémoires

Toute cette déstabilisation du fonctionnement de 1I’hippocampe vieillissant se répercute
irremédiablement sur les mémoires qui en dépendent. Notamment, la mémoire spatiale et la
mémoire épisodique dépendent toutes deux de I’hippocampe (Moser et al., 2015; Fan et al.,

2017). La mémoire spatiale fait référence a la capacité a former et retenir une représentation



spatiale mentale. Elle repose notamment sur la symétrie entre les déplacements successifs de
I’individu dans 1’espace et I’activation séquentielle de neurones de I"hippocampe appelés «
cellules de lieu » (Moser et al., 2015; Lester et al., 2017). Autrement dit, la séquence
d’activation de ces cellules dans I’hippocampe suit le déplacement physique de 1’individu dans
I’espace. Ces cellules de lieu sont présentes chez un grand nombre de mammiféres, dont
I’Homme et la souris, et coopérent avec d’autres types de neurones dans le but d’intégrer les
informations nécessaires a la formation d’une carte mentale et faciliter la navigation spatiale
(Lester et al., 2017). La préservation de cette mémoire est fondamentale pour le maintien de
I’indépendance des sujets. La mémoire épisodique correspond schématiquement a la mémoire
de I’expérience personnelle, des souvenirs autobiographiques et retient les informations
correspondant aux « ou », « quoi » et « quand » (Harada et al., 2013). Ces deux types de

mémoire sont altérées au cours du vieillissement normal (Lester et al., 2017).

1.1.3. Le déclin cognitif Iéger (MCI) : un état précurseur de la MA

Le déclin cognitif 1éger ou MCI, défini comme intermédiaire entre le déclin cognitif
normal et pathologique, est une période charniére pour le basculement dans la démence, ou
I’éventuel retour a une cognition normale. De nombreux facteurs liés a I’hygi¢ne de vie ou a la
santé genérale des sujets influencent la vitesse de progression de cet état pré- dément a la
démence (Campbell et al., 2013; Jongsiriyanyong et Limpawattana, 2018). Des sous-types de
MCI ont été définis dans le but de mieux caractériser le risque de développer une démence
d’une part, et quel type de démence d’autre part (Campbell et al., 2013). En effet, le statut MCI
conduit préférentiellement au développement de la MA, mais peut aussi déboucher sur d’autres
types de démences (Campbell et al., 2013; Vega et Newhouse, 2014). Plusieurs définitions des
sous-types de MCI ont été proposées sur la base de 1’observation de biomarqueurs et du type
de fonction cognitive altérée (Vega et Newhouse, 2014), mais toutes s’accordent sur la
cooccurrence des éléments suivants pour définir le statut MCI : (i) une plainte cognitive
subjective ; (ii) au moins une fonction cognitive altérée objectivement ; (iii) le déroulement
normal des activités de la vie quotidienne, en toute autonomie, (iv) ’absence de démence (Vega
et Newhouse, 2014; Petersen, 2016). L’atteinte de la mémoire du sujet MCI plutdt qu’une autre
fonction cognitive, fait de lui un MCI dit amnésique, et est trés fortement liée au risque de
développer la MA (Petersen, 2016).



1.2. La maladie d’Alzheimer

1.2.1. Diagnostiquer la maladie d’Alzheimer

La MA est la cause de demence la plus répandue dans le monde ; parmi 47 millions de
personnes atteintes de démence, 24 millions sont des cas d’Alzheimer (Winblad et al., 2016;
Knopman et al., 2018). Au vu de I’espérance de vie qui s’allonge continuellement (GBD 2015
Mortality and Causes of Death Collaborators, 2016), la MA pourrait affecter 100 millions de
personnes d’ici 2050 (Skaper, 2012). Cette maladie neurodégénérative se manifeste par des
atteintes prédominantes de la mémoire, des troubles de I’humeur, une altération des fonctions
exécutives ainsi qu’une désorientation importante (Tromp et al., 2015; Hou et al., 2019).
L’ensemble de ces perturbations, qui apparaissent progressivement, conduit inexorablement a
la perte d’autonomie des patients. Le coft li¢ au diagnostic et a la prise en charge des patients
est considérable (Winblad et al., 2016). Le diagnostic irréfutable et définitif de la MA ne peut
se faire que post-mortem, avec 1’observation dans le cerveau des Iésions histologiques
caractéristques : les plaques amyloides (pathologie amyloide) et les enchevétrements
neurofibrillaires (pathologie tau) (Tremblay et al., 2017). Toutefois, un diagnostic clinique «

probable » peut étre posé du vivant du malade par des tests cognitifs (Webster et al., 2014).
1.2.2. Neuropathologie caractéristique de la maladie d’Alzheimer

1.2.2.1. Les lésions histologiques

L’étude histologique post-mortem du cerveau des patients atteints de MA révéle
I’existence deux grands types de Iésions : les plaques séniles (PS), les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF)

» Les plaques séniles

= Description

Lorsqu’en 1907 Alois Alzheimer décrit la présence de plaques de substance anormale dans
le cerveau de son patient, il observe en réalité des agrégats extracellulaires composés en
majorité d’une protéine appelée peptide AP, qui forme de longues fibrilles insolubles. Ces
plaques séniles (Figure 2), qui sont aujourd’hui reconnues comme des 1ésions caractéristiques
de la MA, contiennent également d’autres molécules : de 1’apolipoprotéine E (Namba et al.,
1991), du fer (Collingwood et al., 2008) et des composantes de la matrice extracellulaire
(Verbeek et al., 2002). Ces lésions s’étendent séquentiellement du néocortex jusqu’a

I’ensemble du cerveau (Figure 3).



P A e — ,s'
g -

. @« < L

5 gl v
-~ }' L b ‘;f:'§~j<

Wpagi s
ST
= i 2. a»

Figure 2: Plague amyloide a noyau dense aprés un immunomarquage utilisant un anticorps
anti-Ap (Dako) (Delatour et al., 2009).
Le dépot focal est entouré d’une couronne légérement marquée de peptides Af (tétes de
fleche). Echelle : 10 um. a : dép6t focal amyloide, b : ceeur amyloide, ¢ : noyaux cellules

gliales

Phase 4 Phase S ‘

Figure 3: Séquence des dépots amyloides (Plaques Séniles) (Thal et al., 2002).

Les dépots de peptides A s’étendent aux différentes structures du cerveau en suivant une
séquence spécifique. A la phase 1, ils sont confinés au neocortex (noir). La phase 2 correspond
a une atteinte supplémentaire de toutes les régions allocorticales (rouge). A la troisiéme phase,
le cortex et le striatum sont également atteints. Les noyaux du tronc cérébral sont atteints en
phase 4. Le cervelet est touché en dernier (phase 5) avec le reste des structures du cerveau. a :

néocortex, b : cortex, ¢ : régions allocorticales, d : striatum, e : tronc cérébral, f : cervelet.

= Le peptide AP

Le peptide AP est issu de la protéolyse de I’APP (Protéine précurseur du peptide
amyloide ). L’ APP est une protéine transmembranaire de 695 a 770 acides aminés. Elle peut
étre métabolisée selon deux voies (Figure 4) : la voie non amyloidogenique et la voie

amyloidogénique.



En condition physiologique, la voie non amyloidogénique est majoritaire. Dans cette voie,
I’ APP est clivée en premier par une a-sécrétase. Les a-sécrétases appartiennent a la famille des
métalloprotéases & domaine désintégrine (ADAM). Trois de ces ADAM au moins auraient une
activité a-sécrétase : ADAM9, ADAM10 et ADAMI17. Le clivage de I’APP par 1’a-sécrétase
se produit dans le domaine correspondant a celui du peptide AB. Ainsi, cette voie prévient la
production de ce peptide. Deux peptides sont produits par cette protéolyse : le peptide SAPPa,
fragment le plus long et extracellulaire, et le peptide C83, correspondant au fragment C terminal
de ’APP. Les fonctions connues du fragment sAPPa incluent des effets neuroprotecteurs,
neurotrophiques et de maintien des processus sous-tendant la mémoire (Lopez Sanchez et al.,
2019). Le peptide C83 peut subir a son tour un clivage par le complexe y-sécrétase libérant ainsi
un fragment extracellulaire non toxique, p3, et le domaine amyloide intracellulaire (AICD). Le
complexe y-sécrétase est formé de la préséniline 1 ou 2, de la nicastrine, du pharynx antérieur
défectueux 1 (APH-1) et de I’activateur de la préséniline (PEN2).

La voie amyloidogénigque est majoritaire en condition pathologique comme dans la MA
(Coronel et al., 2019). Dans cette voie, I’ APP est clivée en premier par la -sécrétase également
appelée BACEL. Deux peptides sont produits par cette protéolyse : le peptide sAPPp, fragment
extracellulaire, et le fragment C terminal B de I’APP (B-CTF), également appelé peptide C99.
Le B-CTF est clivé a son tour par la y-sécrétase libérant ainsi le peptide AP et I’AICD. Le
complexe y-sécrétase est capable de cliver le B-CTF a plusieurs endroits, expliquant la
production de peptides AP de longueurs différentes. Le peptide AP40 est produit de fagon
majoritaire et en quantité dix fois supérieure a celle du peptide Ap42 (LaFerla et al., 2007).

" Voie non amyloidogénique Voie amyloidogénique

SAPPB

Presenilin 1 or 2
Nicastrin

Figure 4: Métabolisme de I’APP (Laferla et al., 2007).
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> Les dégénerescences neurofibrillaires

= Description

Les faisceaux neurofibrillaires décrits en 1907 par Alois Alzheimer ont largement été
confirmés comme étant des lésions histologiques typiques de la MA, au méme titre que les PS.
Ces faisceaux sont aujourd’hui appelés des dégénéréscences neurofibrillaires (DNF) (Figure 5).

A , B /
Axone _____ —¥ e Noyaux
neuronale . _{$—/_
/'P"“d e Dendrites
noyaux <4 neuronales

c D Aggrégats

il filamenteux

s Abscence de
noyaux

Aggrégats
filamenteux

Abscence
de noyaux

Figure 5 : Quatre exemples de dégénérescence neurofibrillaire observées dans le cortex
enthorinal marqués avec ’anticorps phospho-tau (TG3) (Augustinack et al., 2002).

A et B : « Pré dégénérescence » ; C : « Intra dégénérescence » ; D : « Extra dégénérescence
». Echelle : 50 um

L’apparition des neurofibrilles suit une séquence spatio-temporelle caractéristique (Duyckaerts
et al., 1998) qui présente une corrélation avec la progression clinique de la maladie. Au niveau
cellulaire, ces lésions sont retrouvées dans le cytoplasme des neurones sous forme de dép6ts
filamenteux. Elles sont constituées de paires de filaments appariés en hélice (PHF pour « paired

helical filaments »), dont le constituant principal est la protéine TAU.
= Laprotéine TAU

La protéine TAU (« tubulin associated unit ») appartient a la famille des MAP («
microtubule-associated protein »). Dans les neurones, cette protéine est exprimée au niveau des
axones et joue un role dans la polymérisation des microtubules (Buée et al., 2000). Ainsi, les
processus dynamiques de phosphorylation /déphosphorylation de tau, qui déstabilisent /
stabilisent les microtubules des neurones, permettent une bonne fonction synaptique,
notamment en facilitant la libération de produits synaptiques (Regan et al., 2017). Dans la MA,
la bonne balance phosphorylation/déphosphorylation de TAU semble dérégulée, conduisant a
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une sur-phosphorylation de I’ensemble des isoformes de TAU (Buée et Delacourte, 2006). A
I’¢état physiologique et normalement phosphorylé, TAU est une protéine hautement soluble.
Cependant, lorsque cette protéine est hyperphosphorylée, elle peut s’organiser en neurofibrilles
qui sont a 1’origine des DNFs. Ces neurofibrilles ont dans un premier temps été considérées
comme étant la cause principale de la neurotoxicité de TAU (Igbal et al., 2000). Depuis,
plusieurs études ont cependant montré que, bien que nocives, elles ne représentent pas la forme

la plus toxique de la protéine (Polydoro et al., 2014).

1.2.2.2. L’atrophie cérébrale
» Aspect anatomique

L’accumulation progressive des oligoméres d’AP et des agrégats de protéine tau
phosphorylée induisent une perte neuronale et synaptique significative qui altere les
transmissions cholinergique, sérotoninergique, noradrénergique et dopaminergique (Hou et al.,
2019; Silva et al., 2019). L’aspect macroscopique des cerveaux de patients souffrant de MA
peut étre relativement variable, de presque normal a sévérement atrophié. En général, les
patients qui présentent des symptémes cliniques de la maladie évidents ont généralement une
atrophie du cerveau bien visible. Le cerveau affiche alors un élargissement de ses sillons et
ventricules et un rétrécissement de ses circonvolutions (Figure 6). Cette atrophie corticale peut

étre visible en imagerie bien avant la mort du patient.

Figure 6: Atrophie cérébrale (Ellison, 1998)

Cette image montre une coupe d’un hémisphere de patient sain (a gauche) et celle d’un
hémisphere de patient souffrant de la MA (a droite). L’ hippocampe est atrophié chez le patient
atteint de MA (fleche), de méme que les sillons sont élargis (on peut comparer les deux sillons
latéraux délimitant les lobes temporaux des lobes frontaux et pariétaux) et les circonvolutions

cérébrales rétrécies.
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» Altérations métaboliques

La tomographie par émission (TE) est une technique qui permet de mesurer les parametres
variant avec 1’activité neuronale. Les deux principales techniques de TE qui sont actuellement
utilisées sont la tomographie par émission de simples photons (TEMP) et la tomographie par
émission de positons au 18-fluorodésoxyglucose (TEP-FDG). Elles permettent respectivement
d’étudier le débit sanguin cérébral et le métabolisme cérébral du glucose. Ces techniques ont
permis de mettre en évidence un hypométabolisme du cortex cingulaire postérieur et du cortex
temporo-pariétal a des stades Iégers, puis du cortex frontal aux stades plus avancés de la MA
(Mosconi, 2005). En effet, les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (MA) souffrent
d’altérations métaboliques et synaptiques précoces. Via la glycolyse et le cycle de Krebs, le
métabolisme du glucose permet la production d’ATP, essentielle a 1’activité et la plasticité
synaptique. En effet, ne représentant que 2% du poids total du corps humain, le cerveau
consomme 20% des ressources en oxygene et glucose. Soixante pourcent (60%) de I'énergie
consommeée par le cerveau est utilisée pour la transmission synaptique et la restauration des
gradients ioniques (Abolhassani et al. 2017). Aux stades précoces de la maladie, cette atteinte
métabolique contraste donc avec [Datteinte atrophique de I’hippocampe et du gyrus
parahippocampique. Ceci pourrait étre di a des phénomeénes de compensations fonctionnelles
ou de dysconnections (Chételat et al., 2006). Des études histologiques et biochimiques ont
également mises en évidence une diminution des transporteurs du glucose chez les patients
atteints de la MA de méme qu'une réduction de l'activité d'enzymes du métabolisme (Ann et
al., 2018). Une diminution du taux d’insuline dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et du
nombre de récepteurs a I’insuline dans le cerveau ont été également observes. Cette résistance
a I’insuline centrale se fait de maniére indépendante aux diabétes de type 1 et 2 et ¢’est pourquoi

certains chercheurs parlent de la MA comme étant un diabete de type 3 (Ann et al., 2018).

1.2.3. Autres caractéristiques neuropathologiques

1.2.3.1. Dysfonctionnement du métabolisme du cholestérol

1.2.3.1.1. Les lipides

Les lipides comprennent un grand nombre de molécules chimigquement distinctes. Ils
présentent de multiples fonctions biologiques : ils sont a I’origine de la formation de bicouches
lipidiques, ils permettent le stockage d’énergie sous forme de gouttelettes lipidiques et peuvent
étre les précurseurs de nombreux messagers secondaires. Ils sont classés en huit catégories
(acides gras, glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides, stérols, prénols,

saccharolipides et polycétides) qui incluent différents sous-types (Figure 7). Le métabolisme
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lipidique est particulierement important dans le systeme nerveux central (SNC), étant donné
qu’il est la structure présentant la plus forte concentration de lipides apres le tissu adipeux
(Adibhatla et Hatcher, 2007). Ces phospholipides avec le cholestérol et les glycolipides
constituent 50-60 % de la masse totale des membranes cérébrales et sont essentiels pour la
stabilité, la fluidité et la perméabilité des membranes neuronales. Le maintien d’une
composition lipidique et d’une fluidité membranaire appropriée sont essentiels au bon
fonctionnement des protéines intégralement membranaires, aux enzymes liées aux membranes
ainsi qu’aux récepteurs et canaux ioniques. Les changements dans les niveaux de cholestérol
membranaire, le groupe de téte polaire des glycérophospholipides, la longueur de la chaine
acyle des phospholipides ou degré d’insaturation modifient la charge de surface et des
propriétés physico-chimiques des membranes. De telles altérations ont été observées lors des
processus pathologiques associées aux maladies neurodégénératives telles que la MA. Ceci est
particulierement vrai pour le cholestérol. Alors que le SNC ne représente que 2 % du poids du
corps, il contient 23 % du cholestérol présent dans tout 1’organisme (Dietschy et Turley, 2004).
Dans le SNC, le cholestérol est majoritairement sous forme non estérifiée (> 99,5 %).

1.2.3.1.2. Métabolisme du cholestérol cérébral

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols qui joue un rdle important dans la
structure et la fonction des membranes, en particulier celles de la membrane plasmique. Il est
nécessaire pour la croissance et la viabilité cellulaire. Sa structure, trés hydrophobe, consiste en
quatre cycles carbonés notés de A a D avec un groupe hydroxyle sur le carbone 3 (Figure 8).
Cette fonction est importante car elle peut réagir avec les acides gras pour donner des esters de
cholestérol. Une dérégulation de I’homéostasie du cholestérol est un facteur de risque majeur

dans de nombreuses maladies dont la MA.
> Synthese

Les organes assurent leurs besoins en cholestérol par deux mécanismes : la synthése de
novo et la capture du cholestérol circulant. Or, des études montrent que le cerveau se distingue
par le fait que son cholestérol ne provient pas de celui du plasma par les HDL ou LDL a travers
la barriere hémato-encéphalique (BHE), et que la quasi totalité de ses besoins sont couverts par
une synthese de novo (Bjorkhem, 2006). Cette synthése diminue au cours de la vie adulte, mais
la demi-vie du cholestérol dans le cerveau adulte est tres longue et a été estimée a 5 ans chez
I’homme (Martins et al., 2009).
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Figure 8 : Représentation du cholestérol en structure plane
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Dans le SNC adulte, le cholestérol est synthétisé tres majoritairement par les astrocytes et
les cellules gliales, dans une moindre mesure par les oligodendrocytes et faiblement par les
neurones. Etant donné son rdle crucial dans le fonctionnement du SNC, la synthése, le
métabolisme et I’excrétion du cholestérol sont tous strictement controlés (Schreurs, 2010). I1
est synthétisé a partir de 1’acétyl-CoA par la voie des mévalonates (Figure 9). L’étape limitante
et finement régulée est la conversion de 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMGCoA)
en mévalonate par la HMG-CoA réductase (HMGCR). Cette enzyme et les suivantes
fonctionnent dans la membrane du réticulum endoplasmique de la cellule. Le métabolisme du

cholestérol dans le SNC est similaire a celui du reste de I’organisme.
» Transport, stockage et élimination

Dans les neurones, le cholestérol est incorporé et redistribué au sein des membranes lors
des remodelages synaptiques sous forme libre ou estérifiée, li¢ aux lipoprotéines. L’ ApoE est
I’apolipoprotéine majoritaire dans le cerveau, synthétisée majoritairement par les cellules
gliales, en particulier par les astrocytes qui liberent dans le milieu des particules ApoE-
cholestérol-phospholipides sphériques ou discoidales complexes, comparables en taille aux
HDL et internalisables par les neurones. Ces particules sont assemblées dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) avant d’atteindre les neurones ou elles se lient a des récepteurs membranaires
de la famille des LRP (LDL receptor-related proteins) pour subir ’endocytose. L’endosome
résultant du complexe ApoE-cholestérol-phospholipides fusionne avec les lysosomes dont les
enzymes hydrolytiques libérent le cholestérol dans la cellule. Ce dernier est alors stocké apres
estérification par une acyl-CoA cholestérol acyltransférase (ACAT), ou dirigé vers les
membranes. Le cholestérol libre assure un rétrocontrole négatif sur 1’activité de la HMGCR
pour réduire la synthése endogene du cholestérol. Par contre, 1’estérification par I’ACAT induit
un stockage plus efficace. Ce pool intracellulaire de cholestérol sert de ressource pour la
formation et le remodelage des membranes au niveau synaptique et dendritique (Shobab et al.,
2005). La synthése en excés de cholestérol dans le cerveau entraine une augmentation de son
efflux vers le plasma a travers la BHE, ce qui n’est possible qu’aprés conversion en 24-
hydroxycholestérol par la cholestérol 24-hydroxylase ou CYP46 (Bjorkhem et al., 1997).

L’ensemble de ces étapes est illustré par la Figure 9.
1.2.3.1.3. Localisation et trafic du cholestérol cellulaire

Le cholestérol représente 20 a 25% des molécules lipidiques de la membrane plasmique ou
se trouverait 80 a 90% du cholestérol cellulaire total. Il est abondant aussi dans les endosomes

et ’appareil de Golgi, particuliérement le trans-Golgi. A 1’inverse, le réticulum endoplasmique
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et les membranes mitochondriales internes en contiennent de tres faibles quantites (Mukherjee
etal., 1998). Le cholestérol affecte plusieurs processus cellulaires en interagissant avec d’autres
lipides membranaires et des protéines spécifiques. Sa structure lui confére des propriétés
biophysiques particuliéres comme celle d’augmenter le regroupement et la cohésion des lipides
avoisinants, ce qui entraine une diminution de la fluidité et de la perméabilité membranaire.
Cette organisation latérale orchestre la spécialisation de la membrane plasmique. Méme s’il n’y
a pas de consensus quant a la taille, la dynamique, ou les forces qui gouvernent ces régions, la
composition des radeaux lipidiques postule une association préférentielle du cholestérol avec
les sphingolipides pour former des plateformes stabilisées par des protéines (Simons et Ikonen,
1997). Contenant 30 & 50% de cholestérol, soit 3 a 5 fois plus que les autres régions
membranaires, ces microdomaines tres structurés serviraient notamment pour la transduction

du signal, le trafic membranaire, et 1’adhésion cellulaire (Balasubramanian et al., 2007).
1.2.3.2.4. Taux de cholestérol chez les patients atteints de la MA

» Dans le plasma sanguin

De nombreuses études ont rapporté un lien significatif entre un taux de cholestérol
plasmatique élevé et une plus grande susceptibilité de développer la MA (Mahley, 2016 ; Tini
etal., 2020; Barbiellini ; et al., 2021). Néanmoins, aucun profil lipidique plasmatique particulier
n’est pour I’instant clairement associ¢ a la MA, les résultats contradictoires étant certainement
le fait de la multitude de facteurs qui peuvent influer sur les paramétres lipidiques sanguins

comme le phénotype de I’ApoE, le stade de la maladie, 1’4ge ou les aspects nutritionnels.
> Dans le cerveau

Les auteurs ont isolé les membranes des cerveaux de patients décédés a différents stades de
la maladie et constaté que le taux de cholestérol membranaire augmente significativement au
cours de la maladie, étant supérieur a celui des sujets témoins des le stade modéré et continuant
a s’¢lever au fur et a mesure que la maladie progresse (Zissimopoulos et al., 2017; Zhang et al.,
2018). Une autre étude a détecté davantage de cholestérol dans le cerveau des patients
Alzheimer par des méthodes enzymatiques, chimiques et immunohistologiques (Nugent et al.,
2020). Le cholestérol serait présent autour des plaques séniles et au niveau des neurites
dystrophiques. Les auteurs proposent que I’accumulation du cholestérol soit responsable de
I’augmentation de la production du peptide amyloide par une activité¢ accrue des B- et y-

sécretases (Marquer et al., 2014).
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Figure 9 : Métabolisme, transport et internalisation du cholestérol dans le SNC (Shobab et al.,
2005). BHE : Barriere Hémato-Encéphalique, CNS : Central Nervous System ou Systéme
Nerveux Central (SNC), HDL : High-Density Lipoproteins, CL : Cholestérol Libre, CE :
Cholestérol Estérifié, LRP : Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein ABCAL : ATP
Binding Cassette Subfamily A Member 1

1.2.3.2.5. Modulation des taux de cholestérol : impact sur la MA
» Statines

Les statines sont des inhibiteurs pharmacologiques de la HMG-CoA réductase, utilisés
comme médicaments pour baisser la cholestérolémie de personnes a risque pour les maladies
cardiovasculaires et présentant des taux de cholestérol élevés (Barone et al., 2014). Les études
in vitro sur des lignées neuronales surexprimant la protéine APP montrent que les statines
augmentent 1’activité a-sécrétase, diminuant donc la sécrétion du peptide AB (Tini et al., 2020).
La diminution de la production amyloide a aussi été démontrée in vivo chez des souris

transgéniques modeles de MA traitées par des statines (Langness et al., 2021) et corrélée a une
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protection contre la perte de mémoire. A I’inverse, des régimes riches en cholestérol
augmentent le nombre de plaques séniles. Chez ’homme, des études épidémiologiques ont
montré une diminution de la prévalence de la MA chez les patients atteints de pathologies

cardiovasculaires traités par des statines (Mahley, 2016).
» Acylcoenzyme A cholesterol acyltransférase (EC 2.3.1.26)

Des travaux ont montré qu’il ne semble pas nécessaire de modifier la concentration de
cholestérol pour déréguler la production du peptide AB. Une simple redistribution du
cholestérol dans la cellule semble suffisante pour altérer le clivage de la protéine APP.
L’acylcoenzyme A cholesterol acyltransférase (ACAT) est une enzyme qui génere des esters
de cholestérol a partir du cholestérol libre. Une inhibition de cette enzyme améliore les
performances cognitives chez les souris transgéniques modeles de MA tout en réduisant la
pathologie amyloide en diminuant le nombre de plaques séniles (Hutter-Paier et al., 2004 ;
Huttunen et al., 2010).

» Cholestérol 24-hydroxylase (EC 1.14.13.98)

La cholestérol 24-hydroxylase ou CYP46A1 convertit le cholestérol en 24S-
hydroxycholestérol (24S-OHC) afin d’étre exporté dans la circulation sanguine. Une
surexpression de cette enzyme diminue la quantité de peptide AP et des plaques séniles et
améliore les performances cognitives des souris (Langness et al., 2021). Le mécanisme mis en
jeu est encore mal connu, mais passerait par la diminution de I’activité y-sécrétase. A I’inverse,
I’inhibition de CYP46Al augmente la production de peptide AP dans le cerveau. Un
médicament ciblant les lipides cérébraux est I’Efavirenz (en phase clinique), qui active
I’enzyme CYP46A1 pour favoriser la conversion de I’excés de cholestérol en 24S-OHC qui
peut etre sécrété via la BHE et réduire ainsi ’accumulation du cholestérol cérébral. Efavirenz
abaisse les niveaux de protéines tau dans les neurones de patients atteints de la MA et améliore
le comportement chez les souris transgénique 5XxFAD (Petrov et Pikuleva, 2019; van der Kant
etal., 2019).

1.2.3.2. Implication du stress oxydant dans la pathogénie de la MA
1.2.3.2.1. Le stress oxydant

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est défini comme étant un déséquilibre entre la
production des espéces réactives de 1’oxygeéne, ou ROS (Reactive Oxygen Species), et les

défenses antioxydantes d’un organisme ou d’une cellule (Brigelius-Flohé, 2009).
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> Les espéces réactives de ’oxygene (ROS)

Les ROS sont des radicaux et des molécules dérivés de la réduction incompléte de 1’oxygéne

moléculaire (figure 10).

Dioxygéne (0O,)
e 156% ﬂ
Oxygéne singulet (10,) lon superoxyde (05)
©=© . W :Q:
o
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Figure 10: Espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) (Mhamdi et Van Breusegem, 2018).
La structure de Lewis de chacune de ces ROS est présentée en bleue, avec les électrons
libres en rouge. La démi-vie (t/2) est donnée pour chague ROS.
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En effet, I’excitation de 1’oxygéne produit de 1’oxygéne singulet, tandis que la réduction
produit 1’anion superoxyde (0O2"). Le peroxyde d'hydrogéne (H.02) est le produit de la
réduction d'un électron du superoxyde ; le radical hydroxyle (HO") est le résultat de la troisieme
réduction de 1’oxygene sous un électron et peut étre produit en présence d’ions métalliques et

de H>0».

Elles sont produites en petite quantité, et sont nécessaires au maintien de 1’homéostasie
dans les cellules et jouent un réle important dans la signalisation. Les ROS sont également des
oxydants réactifs capables d’endommager les biomolécules (Halliwell et Gutteridge, 1999 ;
Mhamdi et Van Breusegem, 2018).

> Le systéeme de défense antioxydants

Afin de contréler la quantité de pro-oxydants (ROS) et prévenir les dommages sur les
biomolécules, I’organisme dispose de mécanismes de protection, notamment des antioxydants
enzymatiques :
= Les superoxydes dismutases (SOD)

Les SOD, découvertes en 1969 par Fridovitch, sont des métalloenzymes ubiquitaires chez
les eucaryotes (McCord et al., 1969). Elles catalysent la dismutation de deux anions
superoxydes en peroxyde d’hydrogene (Brawn et Fridovich, 1980). 1l existe plusieurs SOD qui
ont toutes la propriété d’étre liées a un métal, le cuivre, le zinc ou le manganése, qui va Servir

au transfert d’électron :
M™ + 0y ——— MOD* + O, oxydation (a)

MO-D+ 4 0" +2HF —mM88 M"+ H,0O- réduction (b)

207" + 2H——— 02 + H:0>
M représentant la métalloenzyme, M™ & 1’état oxydé et M("D* 3 I”état réduit.

Trois sortes de SOD ont été identifiées dans la cellule eucaryote. La SOD1 a cuivre et a zinc
(Cu-ZnSOD) que I'on retrouve principalement dans le cytosol. Le cuivre (Cu?") est nécessaire
a ’activité catalytique de I’enzyme, tandis que le zinc aide uniquement a la stabilisation de
I’enzyme. La SOD2 a mangan¢se (MnSOD) siege au niveau de la matrice mitochondriale.
Chaque sous-unité comporte un atome de manganése (Mn®") indispensable a D’activité
catalytique. La SOD3 ou EC-SOD, a cuivre et a zinc est une protéine secrétée et présente
principalement dans le milieu extracellulaire (McCord et al., 1971).
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= Lacatalase

C’est une enzyme que 1’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Elle catalyse la dismutation de H20> en
oxygene et en eau. Cette enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant
chacune un atome de Fer sous forme ferrique (Fe®*). Ces derniers constituent les sites actifs de
cette enzyme (Kirkman et al., 2006). L'heme contenu au sein des catalases décompose le H20>
par un mécanisme en deux étapes dans lequel le H,O> s'oxyde et réduit le fer héminique dans
le site actif. Dans la premiere étape, une molécule de H.O; oxyde I’héme en une espéce
oxyferryl. Dans la seconde étape, une seconde molécule H2O. est utilisée comme agent
réducteur pour régénérer I'enzyme, la production deau et d'oxygéne. Le mécanisme de

dismutation du peroxyde d’hydrogene est le suivant :
H20. + Fe(ll)-E ——— > H>0 +O=Fe(IV)-E
H20. + O=Fe(IV)-E ——— Fe(lll)-E + H.O + O2

= Les glutathion peroxydases
Les glutathion peroxydases (GPx) catalysent la décomposition de H202 en couplant sa
réduction en eau avec 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) en bisulfure de glutathion
(GSSG) (Athur, 2000)
2GSH + H,O, — GSSG + 2H20

QOutre le H2O, les GPx peuvent réduire de nombreux peroxydes tels que les
hydroperoxydes lipidiques (ROOH) transformés en groupement alcool (ROH). Le GSH reste
toujours le donneur d’hydrogéne. Les GPx sont composées de quatre sous-unités, chacune
contenant un atome de sélénium essentiel a Dactivité enzymatique. Les GPx sont
majoritairement localisées dans le cytoplasme. Une proportion plus faible est présente dans la
matrice mitochondriale (Brigelius-Flohé, 2009).

Les effets de ces enzymes antioxydantes ne doivent pas étre envisagés isolément. En
effet la fonction synchronisée des activités de ces enzymes antioxydantes protege la cellule
d’une production excessive des ROS et du stress oxydant secondaire tout en maintenant les

concentrations physiologiques (Figure 11) (Saez et Estan-Capell, 2014).
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Figure 11 : Fonction synchronisée des activités enzymatiques de la SOD, CAT et GPx (Saez

et Estan-Capell, 2014). SOD : superoxyde dismutase ; CAT : catalase ; GPx : glutathion
peroxydase ; GSHR : glutathion réductase ; LOOH : hydroperoxydes lipidiques

Cependant, dans certaines maladies telles que la MA, un déséquilibre peut apparaitre
entre les antioxydants et les pro-oxydants, en raison d’une production de ROS plus élevée ou
d’une activité réduite des enzymes responsables de la dégradation des ROS, entrainant des

dommages oxydatifs sur les biomolécules.
1.2.3.2.2. Stress oxydatif et la maladie d’Alzheimer

» Marqueurs du stress oxydant dans la maladie d’Alzheimer

Le stress oxydatif peut étre un événement précoce dans I'étiologie de la MA, car des
marqueurs de I'oxydation apparaissent dans les régions cérébrales a déficience cognitive légere.
Il peut y avoir différentes origines, mais la surproduction de ROS est considérée comme une
contribution majeure. Le cerveau a de nombreuses sources capables de générer des ROS et une
grande capacité d’oxydation (par son grand contenu en acides gras polyinsaturées), mais, ses

capacités a les neutraliser sont trés faibles (Halliwell et Gutteridge, 1999).
= Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que 1’acide
arachidonique (AA) et I’acide docosahexaenoique (DHA) par les ROS produit des aldéhydes
réactifs (Reactive Aldehydes (RASs)) (Figure 12). Ces aldéhydes peuvent étre plus destructeurs
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que les ROS puisqu’ils ont une demi-vie plus longue (minutes a heures comparées aux
microsecondes a nanosecondes de la majorité des radicaux libres). Aussi, la structure non
chargée de ces molécules leur permet de migrer du site de production a travers les membranes
hydrophobiques (Pohl et Jovanovic, 2019). Leurs taux sont augmentés dans le cerveau et le

LCR des personnes atteintes de la MA.

En effet, les patients atteints de désordres cognitifs présentent une augmentation du 4-
hydroxynonénal (4-HNE) lié¢ aux enzymes (ATP synthase, a-enolase, aconitase, aldolase
glutamine synthase, Mn-SOD) et aux protéines (peroxyredoxine 6, dihydropyriminidase reliée
a la protéine-Z, a-tubuline) qui sont associées au métabolisme du glucose, au maintien des taux
de glutamate, au systeme de défense antioxydant, a la croissance axonale et au maintien du
cytosquelette (Butterfield et al., 2010). Le 4-HNE réagit aussi avec I’ADN et les
phospholipides, produisant des adduits covalents intra- et inter-moléculaire. La liaison de 4-
HNE aux histones altére leur capacité a se lier a I’ADN, contribuant ainsi a la vulnérabilité des
neurones (Butterfield et al., 2010). Le 4-hydroxyhexénal (4-HHE) un autre aldéhyde, comporte
un carbone y déficient en électrons qui réagit avec les nucléophiles tels que les thiols ou les
amines et un groupe carbonyl qui forme des bases de Schiff avec les groupements amino. Les
taux de 4-HHE liés aux protéines sont élevés dans le gyrus hippocampique et
parahippocampique des patients atteints de MCI ou de MA preéclinique ou a un stade avancé.
La peroxydation lipidique joue donc un role crucial dans la progression de la MA (Bradley et
al., 2012).

L’acroléine (2-propen-1-al) est ’aldéhyde le plus réactif, agissant sur de nombreuses
molécules. Elle peut alkyler les centres nucléophiles des macromolécules, comme les résidus
cystéine, histidine et lysine des protéines, avec lesquels elle forme des dérivés carbonyles. Sa
liaison aux protéines est d’ailleurs un marqueur puissant des dommages protéiniques oxydatifs
car elle induit un stress oxydant. Elle modifie les bases de ’ADN en s’associant aux sites
nucléophiles pour former des adduits exocycliques. Les taux d’acroléine sont augmentés dans

I’hippocampe et le cortex temporal des malades (Luo et Shi, 2005).

Le malondialdéhyde (MDA) présente lui aussi des taux tres élevés dans le sérum des
patients atteints de la MA (Aybek et al., 2007). Cet aldéhyde possede un plus fort potentiel
mutagénique et carcinogénique dans les cellules des mammiféres comparé au HNE (Pohl et

Jovanovic, 2019).
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Figure 12 : Formations des aldéhydes réactifs lors de la peroxydation des AGPI (Pohl et
Jovanovic, 2019). Des taux élevés de ROS induisent la peroxydation des AGPI et la formation
des différents aldéhydes réactifs a, f-insaturés qui peuvent réagir avec les protéines, lipides et
ADN. AA : acide arachidonique, DHA : acide docosahexaénoique, EPA : acide
eicosapentaénoique, PLA2 : phospholipase A2, AR : adehydes réactifs
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= Autres marqueurs du stress oxydant

La présence de dommages sur les acides nucléiques (en particulier la formation de la 8-
hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG)) et de modifications des protéines sont également
observées dans les régions presentant des neurofibrilles ou des dépdts amyloides, ainsi que sur
les protéines AP et tau elles-mémes (Butterfield et al., 2001; Smith et al., 1997). Les marqueurs
enzymatiques de stress oxydant (CAT, SOD, GPx) sont aussi augmentés dans 1’hippocampe et

le complexe amygdalien des malades d’ Alzheimer (Suh et al., 2002).

1.2.3.2.3. Réle dans I’aggrégation du peptide amyloide et la formation de plaques
séniles

Les zones cérébrales ou la mort cellulaire intervient et ou I'établissement d'un stress
oxydant a été déterminé sont étroitement associées avec le dép6t des plaques séniles,
impliquant I'hypothése selon laquelle les peptides AB-40 et -42 agrégés sont directement
responsables des dommages cellulaires irréversibles liés a la libération des ROS (Bush,
2003). Dans le cerveau des patients atteints de la MA, une forte concentration meétaux,
notamment de Cu, Fe a été détectée dans les plaques amyloides (400 pmol/L) (Lovell et
al., 1998). En effet, les ions Cu?* en complexe avec les fibrilles B-amyloides produisent
de I’'H202, en présence d’agents réducteurs biologiques (Figure 13). Lorsque le rapport
entre le Cu et le peptide augmente, les niveaux d’H20> et la production de radicaux
hydroxyles augmentent, et la morphologie des agrégats passe de fibrillaire a amorphe,
premier signe de formation des plaques séniles. L’élimination du Cu?* du peptide AB
empéche 1’agrégation amyloide in vitro, favorise sa dégradation et prévient la formation
d’H20.. Par conséquent, il diminue la mortalité cellulaire. En raison de ces effets positifs
de I’élimination du Cu, certaines études in vitro ont ciblé les chélateurs du Cu comme
médicaments appropriés. De maniére similaire a I'interaction cuivre-Ap, la liaison du fer
a AP entraine une réduction de Fe®* en Fe? * et la génération de H2O. De plus, I'APP
fonctionne comme une ferroxidase majeure sur la membrane plasmatique et est régulée
par les taux de fer cellulaire. Une augmentation du fer intracellulaire augmente
I'expression de I'APP, tandis que I'exposition aux chélateurs du fer diminue son

expression dans les cellules de neuroblastome (Cheignon, et al., 2018).
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Figure 13 : Production de ROS par les peptides AP en présence d'ions métalliques
(Cheignon, et al., 2018).

Il apparait donc clairement a quel point le contréle du métabolisme de ces métaux de
transition est important, en termes de concentration, de transport, de stockage d’incorporation

dans des sites actifs (Cheignon, et al., 2018).
1.2.3.3. Aluminium et maladie d’Alzheimer

L’aluminium (Al) est bien connu depuis les 100 dernieres années pour sa neurotoxicité
(Oshima et al., 2013). C’est un des métaux les plus abondants dans 1’environnement. Une fois
absorbé dans 1’organisme, il se fixe majoritairement a la transferrine plasmatique ou avec le
citrate afin de traverser la BHE pour atteindre le cerveau. Son transport dans ce dernier permet
de comprendre son implication dans une variété de troubles neurologiques mais le mécanisme
exact de sa toxicité reste encore inconnu. Les études expérimentales réalisées chez les rats et
les souris ont montré que 1’Al s’accumule dans le cortex cérébral, I’hippocampe et le cervelet
apres une administration par voie orale ou parentérale. De nombreux laboratoires ont
documenté une accumulation d’Al dans les cerveaux Alzheimer, et plus particulierement dans
les DNF mais pas dans les plaques séniles (Campbell et al., 2004). Il a donc été suggéré que
I’administration au long cours d’Al aurait un lien avec le risque de développer une MA (Singla
et Dhawan, 2014). Les études comparatives ont permis de mettre en évidence que I’Al se lieait

au peptide Ap forme un complexe capable d’augmenter 1’agrégation des dépots AP en
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comparaison a I’A seul, ce qui induit des changements conformationnels qui peuvent inhiber
la dégradation des dépots. Ce phénomeéne est a mettre en lien avec le fait que I’Al augmente
I’expression de I’APP, de PS1 et de BACE-1, il augmente également les taux de AB42 et
diminue les taux de AB40 dans le cortex de rats recevant une injection plus ou moins dosée de

maltolate d’aluminium.

Des études fréquentes ont confirmé que les concentrations d’Al sont augmentées dans
les cerveaux des patients Alzheimer en raison de la consommation de nourriture et d'eau potable
contenant I’Al (Buraimoh et al., 2012). Il a été établi que AI** comme le Zn?* et Cu?* se trouvent
co-localisés avec des feuillets d’AP 42 dans les plaques séniles dans le cerveau des patients
Alzheimer (Kawahara et Kato-Negishi, 2011). Le taux ¢élevé d’Al favorise également la
production de la protéine tau et par conséquent la formation de la DNF, la stimulation du
processus oxydatifs des cellules gliales, et donc endommager l'intégrité des neurones (Campbell
et al., 2004). De plus I’Al médie la libération des neurotransmetteurs et des activités

enzymatiques. Cela montre un lien entre I’Al et ’hypothése la cascade amyloide de la MA

(Moore et al., 2000).

1.2.3.4. Perturbation de I’homéostasie calcique

1.2.3.4.1. Homéostasie du calcium intracellulaire

L’ion calcium (Ca®") est un second messager ubiquitaire et universel, impliqué, de fait,
dans un large panel de fonctions (Verkhratsky et Butt, 2013). L’entrée de Ca?* en provenance
du milieu extracellulaire est prise en charge par les canaux calciques dépendants du voltage, les
récepteurs ionotropiques associés a une conductance calcique, des canaux cationiques de la
famille des Transient receptor potential channels (TRPs), I’échangeur sodium/calcium (NCX)
et des canaux activés par la déplétion des stocks internes. La libération de Ca?* a partir du
réticulum passe par 1’activation de deux types de canaux intracellulaires, les récepteurs a 1I’l1P3
(inositol-1,4,5-trisphosphate) et ceux sensibles a la ryanodine (RyR) (Berridge et al., 2003).
Ces récepteurs participent & un phénoméne régénératif des mouvements de Ca?* par
I’intermédiaire d’un processus appelé Ca?* induced Ca?* release (CICR). Les récepteurs de la
ryanodine et de 1’IP3 sont activés par une augmentation de Ca?" libre cytosolique qui exerce
alors un rétrocontrole positif sur leur activation et participe ainsi au phénomene régénératif qui
permet la propagation de la signalisation au sein d'une cellule, de proche en proche. Cependant,
lorsque la concentration de Ca®* devient trop élevée, I’effet du Ca?* inhibe les récepteurs RyR
et IP3. Lors de ces contextes d’excés de Ca?" intracellulaire, des systémes d’extrusion

fonctionnant contre le gradient de concentration du Ca?* se mettent en place, comme la pompe
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PMCA (plasmalemmal Ca?*-ATP-ase) et I’échangeur sodium/calcium (NCX). Au niveau du
réticulum la pompe SERCA (sarcoplasmic reticulum ATP-ase) permet la recapture lors des
fortes augmentations de Ca?* (Berridge et al., 2003). Ainsi, ces différents outils associés aux
protéines tampon (telles que les calmodulines) permettent une régulation fine de la
concentration intracellulaire de Ca?* libre, avec pour finalité de restreindre les phénomeénes de

toxicité en n'ayant de cesse de tamponner, extruder ou recapter cet ion.

1.2.3.4.2. Perturbation de I’homéostasie calcique

Au début des années 1990, des augmentations massives de Ca?* intra neuronales furent
observées sur des cultures de neurones foetaux corticaux humains exposés a des concentrations
d’AP1-38/25-35 comprises entre 1 et 80 uM pendant 4 jours (Mattson et al., 1992). Ces
expositions massives et prolongées étaient également liées a une mort neuronale importante.
L’hypothese de I’époque, qui a persisté pendant prés de deux décennies, consistait en la capacité
ionophorétique d’Ap a former de larges pores membranaires perméables au Ca*. En effet, I’ AB
oligomérique soluble s’insérerait dans la membrane plasmique des neurones et cellules gliales
et génererait la production de radicaux libres. Ces derniers induiraient une désorganisation de
la membrane plasmique, conduisant a des processus critiques tels que la perte de I’homéostasie
du calcium, la perte de certaines fonctions protéiques et 1’activation de processus pro-
apoptotiques (Smith et al., 2000). Ces entrées de Ca?" seraient alors amplifiées par des
relachements de calcium via le réticulum endoplasmique. Plus récemment, I’hypothese calcique
a évolué en une modulation des acteurs de la signalisation calcique au sens large (Rush et
Buisson, 2014).

1.2.3.5. Altérations de la neurotransmission cholinergique

Il existe quatre grands systemes de stimulation, ascendants, non spécifiques, pour le
cortex cérébral, les systéemes cholinergiques, noradrénergique, dopaminergique et
sérotoninergique. Ces systemes "diffus™ sont trés importants pour la mémorisation, I'attention
et la motivation. Ils sont trés vulnérables aux processus du vieillissement particulierement le
systeme cholinergique directement impliqué dans la physiopathologie de la MA. Les neurones
cholinergiques utilisent I'acétylcholine (ACh) pour la neurotransmission. L'enzyme de
synthese, la choline acétyltransferase (ChAT) (Figure 14) ainsi que les vésicules transporteur
d'ACh sont situées dans le compartiment présynaptique uniquement, alors que I'enzyme de
dégradation, I'acétylcholinesterase (AChE), se trouve a la fois dans les compartiments
présynaptiques du neurone cholinergique et postsynaptique du neurone cholinoceptif (Smiley

et al., 1997). Le compartiment postsynaptique répond a I'ACh par I'intermédiaire de récepteurs
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de type muscariniqgue ou de type nicotinique. La glie adjacente contient de la

butyrylcholinesterase (BChE).

\ 0 AChE \ 0
/&IWOJ\ P E— /[}J\_}/\\OH M )‘LO— + Hf
ACh ChAT ch

Figure 14 : Synthése et dégradation de 1’acétylcholine

Une détérioration de la voie cholinergique ou une grave déplétion en acétylcholine est
associee a la MA. En effet, dans les parties endommagées du cerveau des patients atteints de la
MA, on observe une perte importante de neurones cholinergiques avec de faibles niveaux
d’ACh dans I’espace intersynaptique. Lors de la progression de la maladie, 1’activité de ’AChE
diminue. Cela devrait entrainer une augmentation du taux d’ACh, mais il existe une autre
enzyme de la méme famille, la BuChE, qui reconnait également I’ACh comme substrat
(Scarpini et al., 2003) et dont ’activité croit au cours de la maladie. Ceci serait probablement
dd a la prolifération des cellules gliales (des changements de ratios AChE/BUChE ont aussi été
reportés) (Arendt et al., 1992). Ce déficit se traduit par une diminution des fonctions cognitives
suite @& une diminution de [D’activation des récepteurs cholinergiques nicotiniques et

muscariniques (type M) (Davous et Delacourte, 1999).

1.2.4. Facteurs de risque de 1a maladie d’Alzheimer et traitements disponibles

1.2.4.1. Facteurs de risque
1.2.4.1.1. Facteurs de risque non modifiables

Les facteurs non-modifiables comprennent 1’age, le sexe ainsi que des déterminants
génétiques. La MA est une maladie de la vieillesse et ne se déclare pas avant la soixantaine
d’années Le risque de développer la MA est augmenté par le sexe, en effet, la prévalence de la
MA est plus élevée chez les femmes (GBD 2016 Dementia Collaborators, 2019; Hou et al.,
2019) (Fig. 12). En outre, des mutations autosomiques dominantes dans les génes codant pour
I’APP et les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), qui sont les sous-unités catalytiques de la y-
secretase (Carrillo-Mora et al., 2014), sont responsables de la forme familiale héréditaire de la
MA qui se manifeste vers 1’age de 60 ans (Silva et al., 2019). Le fait d’étre porteur de ces
mutations est associé a une probabilité supérieure a 85% d’étre atteint de la MA (Reitz et al.,
2011). Cependant, la forme familiale est responsable de moins de 5% des cas d’Alzheimer, les

95% restants étant dus a la forme sporadique qui se déclare plut6t apres 65 ans (Agostinho et
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al., 2015; Silva et al., 2019). Le facteur de risque genétique le plus fortement mis en cause dans

la forme sporadique de la MA est le géne codant pour I’apoE, en particulier I’alléle 4.
1.2.4.1.2. Facteurs de risque modifiables

Il existe egalement un trés grand nombre de facteurs de risque modifiables. Les maladies
cardiovasculaires, le stress, le niveau d’éducation, la sédentarité, le tabagisme, le diabéte de
type 2 ou encore une mauvaise alimentation sont favorables au développement de la MA
(Winblad et al., 2016; Armstrong, 2019; Silva et al., 2019). La malnutrition en particulier, n’est
pas peu commune parmi les personnes agées. Elles sont souvent victimes d’anorexie et/ou de
dysphagies pouvant induire un état de dénutrition (Willis, 2017) qui contribuerait au
développement des enchevétrements neurofibrillaires (Armstrong, 2019).
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Figure 15 : Prévalence mondiale de la maladie d’ Alzheimer selon I’age et le sexe. (GBD 2016
Dementia Collaborators, 2019).

La prévalence est exprimée en pourcentage de la population atteint par la maladie en 2016,
entouré de son intervalle de confiance & 95%. La courbe des femmes est bleue, la courbe des

hommes est rouge
1.2.4.2. Les traitements

Les options thérapeutiques actuellement disponibles sur le marché sont d’une efficacité
limitée et purement symptomatique (Tayeb et al., 2012). Seules quatre molécules possédent
une autorisation de mise sur le marché : le donézépil, la galantamine, la rivastigmine et la

mémantine (Graham et al., 2017). Cependant, plus récemment une nouvelle molécule bien que
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contreversée a eté approuvée par la FDA (Food and Drugs Administration) 1’ Aduhelm. 11 s’agit
d’un anti-corps monoclonal dirigé contre les formes aggrées solubles et insolubles du peptide
(Alzheimer’s association, 2021). Le donézépil, la galantamine et la rivastigmine sont des
inhibiteurs de cholinestérases qui sont prescrits dans les phases les moins avancées de la
maladie (MA modérée). En effet, leur administration a pour but de freiner la chute
d’acétylcholine qui survient a mesure que la maladie progresse (Tayeb et al., 2012). La
mémantine est un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA qui permet de neutraliser les
effets excitotoxiques consécutifs a la libération excessive de glutamate (Tayeb et al., 2012).
Aucun de ces traitements n’est capable d’empécher ni de ralentir les dommages neuronaux
observés dans la MA, responsables des symptémes cognitifs (Alzheimer's Association, 2016 ,
2021). Compte tenu des facteurs de risque et de ’inefficacité des traitements actuels, il n’est

pas surprenant que le nombre de patients atteints de la MA ne cesse de croitre.

1.2.5. Modeéles animaux de la MA

La reproduction de la pathologie Alzheimer chez I’animal est depuis longtemps un défi
technique pour la recherche sur la MA et représente un outil indispensable. Ainsi, plusieurs

modeles de la MA ont vu le jour au cours des derniéres décennies.
1.2.5.1. Modeéles transgéniques

La manipulation de génes impliqués dans la gené¢se des marqueurs de la MA est I’une
des stratégies les plus largement utilisées pour modéliser la MA chez I’animal. De nombreux
animaux ont permis de mettre en ceuvre des modeles de la MA, tels que le rat ou certains
invertébrés comme la drosophile (Drosophila melanogaster) ou le ver Caenorhabditis elegans,
mais la majorité des modéles a été mise au point chez la souris (Hou et al., 2019). Les souris
transgéniques sont de loin les plus utilisées, elles expriment des mutations humaines de la
protéine APP seule (souris APP23, souris Tg2576 ou souris PDAPP), ou combinées aux
présénilines humaines mutées (souris APP/PS1, souris 5XFAD) (Webster et al., 2014). Toutes
ces souris sont de ce fait des modéles de la forme familiale de la MA. Il n’existe pas, a ce jour,
de modéle de la forme sporadique (Foidl et Humpel, 2020). Des souris exprimant des formes
mutées de la protéine tau ont également été créées. Cependant, a ce jour, aucune mutation de

tau n’a été identifiée dans Alzheimer (Igbal et al., 2016).

1.2.5.2. Modéles d’injection intracrianienne de peptides amyloides

Une stratégie alternative a la transgénése a émergé apres que le lien entre déclin cognitif

et formes solubles de peptides AP a été mis en lumiere : I’injection intracérébrale de peptides
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amyloides (Chambon et al., 2011). Contrairement aux mod¢les transgéniques, 1’évaluation des
atteintes cellulaires, fonctionnelles et comportementales est précoce et peut se faire dans des
délais beaucoup plus courts. De plus, les colts sont moins éleveés que 1’établissement d’une

lignée d’animaux transgéniques (Go6tz et al., 2018).

1.2.5.3. Modeéles de neurotoxicité aux métaux cas de I’aluminium

Des études menées par Walton (Walton, 2009a ; Walton, 2009b ; Walton, 2009c) ont
montré comment de petites doses d’Al neurotoxiques peuvent s’accumuler en quantités
suffisantes pour déclencher une maladie neurodégénérative chez les animaux en bonne santé
sans prédispositions génétiques évidentes. Cela a été rapporté par une ingestion chronique d'Al
chez le rat, en quantités équivalentes a celles ingérées régulierement par I’'Homme. Les rats
présentaient les caractéristiques neuropathologiques de la MA et s’accompagnant par une
détérioration cognitive, une détérioration de 1I’hippocampe, une augmentation de I’expression

d’APP et d’une teneur plus élevée d’Al dans les cellules.

1.3. Vers une approche nutritionnelle préventive du vieillissement pathologique
1.3.1. Contexte

Au cours des derni¢res décennies, les tentatives d’¢laboration de nouvelles options
thérapeutiques a I’égard de la MA se sont traduites presque toutes par des échecs. Les lésions
caractéristiques de la MA commencent a se développer plusieurs années avant I’apparition des
symptdmes cognitifs et du diagnostic (Bateman et al., 2012). Enfin, le diagnostic définitif de la
MA ne peut se faire que post-mortem, par la mise en évidence des Iésions (Karran et al., 2011).
La considération de tous ces €léments incite grandement a envisager la définition d’une
stratégie de prévention de la MA (Vifa et Sanz-Ros, 2018) (Figure 16). En effet, un régime
déséquilibré est un facteur de risque de développer la MA (Armstrong, 2019). La
surconsommation de régimes riches en sucres et en graisses altére les processus de mémoire et
d’apprentissage et contribue au déclin cognitif (Hsu et Kanoski, 2014). Des mécanismes
communs aux perturbations induites par la consommation de ces régimes et a celles présentes
dans la MA ont été observés, et impliquent notamment une altération de 1’intégrité de la BHE
(Hsu et Kanoski, 2014). De plus, un régime riche en gras aggrave la pathologie de type
Alzheimer chez la souris 3xTg-AD (Vandal et al., 2014).
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Figure 16 : Schéma representatif du moment le plus approprié (hypothétiqguement) pour
prevenir la maladie d’ Alzheimer (Vifia et Sanz-Ros, 2018)

La courbe rouge représente la progression caractéristique du déclin cognitif observé dans
la MA et la courbe verte celle d’'un déclin cognitif normal avec [’aide d 'une intervention préventive
adaptée. Le point de divergence de ces deux courbes serait le meilleur moment pour entreprendre
une stratégie préventive. La courbe orange indique la faible efficacité des traitements actuels de la

MA en raison du moment ou ils interviennent, et de leurs effets seulement symptomatiques.

A Dinverse, certains types de régimes, comme le régime méditerranéen ou le régime
DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), seraient associés a la préservation des
capacités mentales et a un moindre risque de développer la MA notamment (Dominguez et
Barbagallo, 2018; Cremonini et al., 2019). Chez le rongeur, beaucoup d’études ont également
démontré les effets bénéfiques d’approches nutritionnelles sur des modéles de vieillissement ou
de démence (Wahl et al., 2017). L’étude FINGER (Finnish Geriatric Intervention Study to
Prevent Cognitive Impairment and Disability), menée en Finlande chez 1260 sujets agés entre
60 et 77 ans, a consisté a apporter pendant deux ans, un coaching régulier aux sujets concernant

différents aspects de leur vie quotidienne, y compris I’alimentation. Une plus grande
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amélioration des performances cognitives a été observée chez les sujets ayant recu le coaching

comparativement a ceux qui ont eu un suivi classique (Ngandu et al., 2015).

De plus, une revue systématique datant de 2013 a exploré I’effet prometteur qu’un
apport en antioxydants pourrait avoir sur les fonctions cognitives. Les nutriments les plus
examinés etaient la vitamine C, la vitamine E et le béta caroténe. Les flavonoides contenus dans
le vin, le thé et le chocolat ont également été examinés. Une des études retenues démontre que
les participants ayant consommeés ces aliments auraient une prévalence plus faible d’avoir une
cognition altérée (Shah, 2013). Une dernicre revue systématique conclut qu’il serait intéressant
d’¢lucider les différents mécanismes que chaque nutriment aurait sur le cerveau, notamment

dans le but de développer de meilleurs agents thérapeutiques (Otaegui-Arrazola et al., 2014).
1.3.2. Les polyphénols, des molécules naturelles d’intérét thérapeutique

1.3.2.1. Définitions

Les polyphénols constituent une famille de molécules phénoliques trés largement
répandues dans le regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux
fruits. Ce sont des métabolites secondaires essentiels dans I’interaction de la plante avec son
environnement. Abondamment retrouvés dans le regne végétal comme produit du métabolisme
secondaire des plantes, les polyphénols sont des composés organiques caractérisés par plusieurs
groupements phénoliques de poids moléculaire variant entre 500 et 4 000 Dalton. Plus de 8 000
différents composes ont été décrits et divisés en 5 classes selon leur structure chimique. lls
correspondent aux substances actives de plusieurs plantes médicinales (Sawadogo et al., 2012).
La plupart des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques,
la tyrosine et la phénylalanine. Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante
varie selon ’espéce, 1’organe, le tissu ou le stade de développement. Ces composés ont tous en
commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions
hydroxyles. La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples,
comme les acides phénoliques, vers les plus hautement polymérisées comme les tanins
condensés. Avec plus de 8.000 structures phénoliques identifiées, les polyphénols sont répartis
de facon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en constituent les principales sources
alimentaires. Leurs concentrations sont particulierement élevées dans certains produits ou
extraits comme les huiles, le vin, le thé ou les jus, avec de fortes variations selon les espéces
végétales utilisees Retrouvés comme micronutriments abondants dans 1’alimentation, les
polyphénols sont reconnus pour leurs effets d’antioxydants naturels et leur rdle dans la

prévention des maladies associées au stress oxydatif. Leurs effets préventifs et leur potentiel
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thérapeutique dans le traitement du cancer et des maladies neurodégéneratives,

cardiovasculaires et inflammatoires émergent alors de maniére évidente (Fraga et al., 2019).
1.3.2.2. Structure et classification

Les polyphénols peuvent étre regroupés en de nombreuses classes suivant la complexité du
squelette de base (noyaux en C6), le degré de modification de ce squelette (oxydation,
hydroxylation,...) et les molécules auxquelles ils sont associés (glucides, lipides, protéines ou
autres métabolites). Les formes les plus simples sont représentées par deux principaux groupes
dont derivent de nombreux composés : les non flavonoides (acides phénoliques) et les
flavonoides (Figure 17). Les formes complexes, comprenant entre autres les tannins et les
lignines, sont quant a elles pour la plupart issues de la condensation de certaines formes simples.

> Les non flavonoides (acides phénoliques)

Deux classes peuvent étre distinguées parmi les non flavonoides selon qu’ils dérivent de
I’acide benzoique (acides hydroxybenzoiques) ou de I’acide cinnamique (acides

hydroxycinnamiques).
= Les acides hydroxybenzoiques

Présents dans peu de végétaux de 1’alimentation courante, ils sont peu étudiés. Ils ont une
formule de base de type C6-C1 (Figure 18a). Dérivés de 1’acide benzoique, leur diversité
structurale est due aux méthoxylations et/ou hydroxylations du noyau aromatique en diverses
positions (1, 2, 3 et 4), donnant ainsi les acides 4-hydroxybenzoique, 3-hydroxybenzoique,
protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, salicylique et gentisique (Tomas-Barberan et
Clifford, 2000). lls sont le plus fréquemment présents dans les fruits et Iégumes sous forme de

conjugués (esters ou glycosides).
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Figure 17 : Classification des polyphénols (Vauzour, 2012).

HBA : acides hydroxybenzoiques, HCA : acides hydroxycinnamiques
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Figure 18 : Principales classes de I’acide phénolique

Formule générale et deérives de I’acide benzoique (a) ou de I’acide cinnamique (b)

= Les acides hydroxycinnamiques

Tres répandus dans le regne végétal, ces composes ont une formule de base de type C6-C3
(Figure 18b) et leur diversité est également due a la variabilité des hydroxylations du noyau
aromatique. Le composé le plus courant est I’acide caféique qui représente a lui seul 75 a 100%
des acides hydroxycinnamiques totaux de la plupart des fruits. Les acides férulique, sinapique
et 4-coumarique sont également répandus dans les aliments. Les acides hydroxycinnamiques
sont rarement présents sous forme libre et sont retrouves essentiellement sous formes
conjuguées. Il s’agit de dérivés glycosylés ou d’esters avec les acides quinique, tartrique ou

shikimique (Manach et al., 2004).
» Les flavonoides

Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants de notre alimentation et plus de
4.000 composés ont pu étre identifiés (D’ Archivio et al., 2007). On les trouve dissous dans la
vacuole des cellules a 1’état d’hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers, les
chromoplastes. Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la
structure C6-C3-C6 du diphénylpropane (Figure 19). Les trois carbones servant de jonction
entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné
C (de Rijke et al., 2006). Les flavonoides sont subdivisés en six grandes sous-classes selon la
structure de 1’hétérocycle C : flavones, isoflavones, flavonols, flavanones, flavanols et
anthocyanes. On trouve aussi des composés plus minoritaires, les chalcones et
dihydrochalcones (Crozier et al., 2009). Il existe dans chaque sous-classe de nombreux
composés selon les substitutions des cycles aromatiques. La plupart des flavonoides sont

glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans 1’eau (Crozier et al., 2009).
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Figure 19 : Structure générale des flavonoides

1.3.2.2. Biodisponibilité

Les effets bénéfiques des polyphénols dépendent essentiellement de leur biodisponibilite,
c’est-a-dire des étapes d’absorption, de métabolisation, de stockage et d’excrétion de ce
composé (Figure 20). Il est important de savoir que les polyphénols, largement répandus dans
I’alimentation humaine, ne sont pas nécessairement les plus actifs dans I’organisme, soit parce
qu’ils ont une faible activité intrinséque ou parce qu’ils sont mal absorbés, rapidement éliminés
ou efficacement biotransformés. D’ailleurs, les métabolites résultant de la digestion ou de
I’activité hépatique et qui sont retrouvés dans le sang et les organes cibles peuvent étre porteurs
d’activités biologiques différentes de celles des substances natives. Une connaissance
approfondie des paramétres sur lesquels repose la biodisponibilité des polyphénols est donc

essentielle pour élucider leurs effets sur la santé.

Les formes libres, ou aglycones, peuvent étre directement absorbées au niveau de 1’intestin
gréle, alors que les formes glycosylées doivent étre hydrolysées par des glycosidases de la flore
intestinale au niveau du coOlon avant d’étre absorbées. Considérant la forte capacité de
conjugaison des polyphénols au niveau intestinal et hépatique, les aglycones sont le plus
souvent absents dans le plasma aprés consommation de polyphénols a doses nutritionnelles
(Manach et al., 2004). Les polyphénols glycosylés ou estérifiés natifs ne sont en général pas
retrouvés non plus dans le sang. Les seuls produits identifiés sont les métabolites sulfatés,
glucuronidés et/ou methylés issus du métabolisme intestinal et hépatique, les glucuronides

constituant les principales formes circulantes (D’ Archivio et al., 2010).
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Figure 20 : Schéma général du métabolisme des polyphénols

Dans le plasma, les métabolites des polyphénols sont liés aux protéines plasmatiques et en
particulier a ’albumine. Le degré de liaison a 1’albumine a un impact sur la clairance des
métabolites ainsi que sur leur délivrance aux cellules et tissus (Manach et al., 2004). Malgré
I’augmentation de I’hydrophylie due a la liaison a 1’albumine, les polyphénols interagissent
avec la membrane plasmique par des liaisons hydrogénes contractées a pH physiologique entre
les groupements hydroxyles de la molécule et les tétes polaires des phospholipides (Verstraeten
et al., 2003). Ainsi, il semblerait que les polyphénols conservent, malgré leur liaison a

I’albumine, leur capacité de liaison aux cellules.

Les concentrations plasmatiques des polyphénols varient en fonction de la nature des

molécules consommées et des aliments sources consommeés. Les polyphénols ingérés peuvent
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pénétrer dans les tissus et organes, en particulier au niveau des lieux de métabolisation comme
I’intestin et le foie. Toutefois, les polyphénols ont également été détectés dans des organes tels
que le cerveau, le ceeur, les reins, le thymus, le pancréas ou la prostate. Les concentrations en
polyphénols dans ces organes étaient de 30 a 3000 ng d’équivalents aglycones/g de tissu selon
le polyphénol considéré, la dose ingérée et 1I’organe analysé (Manach et al., 2004). De plus, une
sélectivité régionale a aussi été observée dans le cerveau (Datla et al., 2001), avec une
distribution hétérogene de la tangéritine, 10 fois plus élevée dans I’hypothalamus, I’hippocampe
et le striatum que dans le tronc cérébral et le cervelet. Les polyphénols sont principalement
excrétés par les voies biliaire et urinaire. L’implication de chacune de ces voies dépend

principalement de la structure des molécules (Crespy et al., 2003).
1.3.2.3. Propriétés biologiques

» Propriétés antioxydantes

La capacité antiradicalaire des polyphénols, plus particulierement les flavonoides, a fait
I’objet de nombreuses études récentes dans le domaine des thérapies antioxydantes, pour
compenser I’insuffisance des systémes endogenes et réguler 1’équilibre rédox dans certains
désordres comme le vieillissement pathologique. L’activité antioxydante des polyphénols peut
s’exprimer sous plusieurs formes des radicaux libres. Ils peuvent ainsi intervenir en captant
directement ces radicaux, en chélatant les cations métalliques, en inhibant les enzymes
responsables de la génération des ROS, ou en protégeant des systemes de défense antioxydants
(Moussa et al., 2017).

» Propriétés anti-inflammatoires

Les polyphénols possédent aussi des propriétés anti-inflammatoires remarquables. Plusieurs
¢tudes ont en effet mis en évidence ’action de ces composés et de leurs métabolites comme
modulateurs des voies de signalisation de 1’inflammation. L’effet protecteur des polyphénols
au niveau cérébral impliquerait divers effets comme la capacité d’activer la signalisation
synaptique, stimuler le flux sanguin (Williams et Spencer, 2012) et la protection des neurones
contre les atteintes des neurotoxines et de la neuroinflammation, caractérisée par I’activation
des cellules gliales et la libération accrue de facteurs inflammatoires (Vauzour, 2012). 1l est
actuellement bien admis que les polyphénols exercent leur activité anti-inflammatoire en
agissant sur la voie de signalisation des kinases et 1’activation du facteur de transcription

proinflammatoire (Moussa et al., 2017).
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> Propriétés anti-apoptotiques

Les polyphénols peuvent moduler des cascades de signalisation cellulaire régulant la survie

cellulaire (Samy et al., 2016).
» Propriétés anti-amyloides

La génération du peptide AP par clivage de la protéine APP au site B représente 1’un des
facteurs déterminants des phases précoces de la MA. Par leur capacité d’inhiber I’enzyme

BACEL responsable de ce clivage, différents polyphénols présentent un intérét préventif

évident dans ce contexte (Zheng et al., 2017).
> Propriétés neuroprotectrices

Les propriétés neuroprotectrices des polyphénols ont été rapportées in vitro, in vivo et chez
I’homme. En effet des études ont montré que les polyphénols protegent les neurones
hippocampiques contre la mort neuronale et les altérations morphologiques induites par le
peptide AP ou les neurotoxiques (Wobst et al., 2015 ; Colizzi, 2019). Plusieurs études
épidémiologiques d’observation ont évalué ’effet d’un régime riche en polyphénols sur le

déclin cognitif ou la démence (Rajaram et al., 2019 ; Yang et al., 2021)
> Propriétés neurotrophiques

Les seules propriétés antioxydantes, qui ont longtemps été considérées comme étant le
principal mode d’action expliquant les effets protecteurs des ces composés, semblent
insuffisantes pour expliquer les effets bénéfiques des polyphénols au niveau cérébral, d’autant
que la concentration de ces composés retrouves a ce niveau est relativement faible par rapport
a celle de vitamines comme I’acide ascorbique ou I’a-tocophérol (Spencer, 2008). Les
flavonoides ont été montrés capables de traverser la barriére hémato-encéphalique in vivo, mais
cette capacité semble nettement influencée par la lipophilie et les interactions avec des
transporteurs (Youdim et al., 2004). Les polyphénols semblent pouvoir agir en protégeant les
neurones vulnérables, en stimulant le fonctionnement neuronal et le flux sanguin, ainsi qu’en
favorisant la neurogenése (Vauzour, 2012 ; Williams et Spencer, 2012). En effet, les
polyphénols et leurs métabolites pourraient se fixer a différents récepteurs cellulaires comme
les récepteurs 6-opioides, TrkB, du GABA de la nicotine, des estrogenes et de la testosterone.
Une fois liés a leurs récepteurs, ces composés modifient 1’activation des kinases, y compris les
voies MAPK, PI3 et NF-kB, ce qui pourrait moduler la plasticit¢ neuronale et stimuler la
synthese de nouvelles protéines synaptiques (Vauzour, 2012 ; Williams et Spencer, 2012). Des

données recentes suggerent aussi une implication des polyphénols dans les processus de
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neurogenese. Ce phénomeéne diminue progressivement avec 1’dge, ce qui peut favoriser

’apparition des troubles de mémoire et de cognition (Brickman et al., 2014, Yang et al., 2021).

1.3.3. Les triterpenes

Les triterpénes sont un groupe trés diversifié de produits d’origine naturelle largement
présent chez les plantes principalement au niveau de 1’écorce de fruit ou de tige et la feuille
(Vincken et al., 2007). Au moins, 4000 composés triterpéniques avec des squelettes
hydrocarbonés différents sont connus (Patocka, 2003). Ils existent souvent chez les plantes sous
forme de saponines qui comprennent les aglycones, triterpenes hydrophobes appelés
sapogenines et un ou plusieurs résidu(s) de sucre hydrophiles (Sawai et Saito, 2011). Les
triterpénes (Figure 21) sont des dérivés du squalene. Ils sont issus de la cyclisation du 2,3

époxysqualéne catalysée par I’oxydosqualéne cyclase (Sawai et Saito, 2011).

Figure 21 : Structure moléculaire d’un triterpéne pentacyclique le taraxérol

Il a été montré que les triterpénes pentacyclique tels 1’acide ursolique, 1’acide oleanolique

et I’acide betulinique ont un effet inhibiteur de I’enzyme ACAT (Liu et al., 2017).

1.3.4. Les sapotacées : plantes riches en molécules neuroprotectrices

1.3.4.1. Description de la famille et quelques composés neuroprotecteurs isolés des plantes
de cette famille

Les sapotacées (sapotaceae Juss., 1789) sont une famille de plantes a fleurs
traditionnellement inclus dans 'ordre des ébenales. Cependant, les plus récentes études
phylogénetiques les classent parmi les éricales et divises en cing tribus. Le nom vient du genre
sapota (Mill. 1754). Cette famille se compose de 53 genres et environ 1250 especes
(Pennington, 1990). Ces especes se composent d’arbres ou arbustes avec une large distribution
dans le monde bien que la plus grande diversité se retrouve dans les régions tropicales et

substropicales, les régions d’Asie et d’Ameérique du Sud (Swenson et Anderberg, 2005 ;
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Govaerts et al., 2001). Plusieurs especes de cette famille produisent des fruits comestibles, qui
sont utilisés dans les régions tropicales pour 1’alimentation humaine, bien que généralement en
role secondaire. De plus, des graines de ces fruits, sont extraites des huiles denses souvent
d'apparence de beurre. Le beurre de karité (Vitellaria paradoxa), I’huile arganier (arganier) en
sont des exemples. Ces produits en particulier les beurres de karité sont largement utilisés dans
I'industrie cosmetique (Pennington, 1990). Aussi, le latex de certaines especes de manilkara, en
particulier la chicle (manilkara chicle), est utilisé pour la production de chewing-gum. De
nombreuses espéces de sapotacées fournissent également du bois et des ressources importantes

pour la faune (olivera et al., 2010).

Les sapotacées sont eégalement connues comme une famille de plantes trés riches en
composes bioactifs tels que les saponines, les flavonoides et les composés phénoliques.
Plusieurs de ces composés ont été isolés des especes de sapotacées (Tableau I).

Tableau | : quelques composés phénoliques isolés des espéces de sapotacées (Baky et al.,
2016)

Acides phénoliques Flavonoides
Composés Espéeces Composés Espéeces
Acide - Argania Spinosa Myricétine-3-O-a- - Pouteria torta
Caféique - Manilkara zapota L- - Pouteria campechiana
arabinopyranosid
e
Acide Argania Spinosa Myricitine Argania Spinosa
férulique
Acide - Argania Spinosa Quercétine - Argania Spinosa
gallique - Manilkara zapota - Mimusops Manilkara
- Pouteria obovata - Vitellaria paradoxa
- Pouteria sapota
Acide - Argania Spinosa Quercétine-3-O-a- - Argania Spinosa
Syringique - Synsepalum L- - Manilkara zapota
dulcificum Daniell = rhamnopyranosid - Mimusops manilkara
e - Pouteria campechiana
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1.3.4.2. Arganier plante de la famille des sapotacées ayant démontrée des activités
neuroprotectrices

Argania spinosa ou I’arganier est un arbre oléagineux presque uniquement retrouvé au
Maroc. C’est un arbre épineux d’ou le nom d’espéce « spinosa ». De taille pouvant atteindre 8
a 10 m de hauteur selon les conditions écologiques, la cime est trés grande et étalée, dense et a
contours arrondis. L’huile d’argan est extraite a partir du fruit de I’arganier. Cette huile contient

de nombreuses molécules bioactives (Khallouki et al., 2003) (Tableau I1).

Tableau Il : Composition en molécules bioactives de I’huile d’argan (Khallouki et al., 2003)

Tocophérols Composés phénoliques Phytostérols Alcools
triterpéniques
a-tocophérol Acide Vanillique Schotté Lupéol
nol
[-tocophérol Acide Syringique Spinastérol Butyrospermol
y-tocophérol Acide Férulique d- 7 avénastérol Birucallol
d- tocophérol Tyrosol Campestérol B-amyrine

Des ¢tudes ont montré que I’huile d’argan est capable de s’opposer au stress oxydatif induit
par le 7-cétocholestérol (7KC) sur des oligodendrocytes murins 158N et par le chlorure

d’aluminium sur des rats Wistar (Badreddine et al., 2017).

I.4. Autranella congolensis (sapotacée)

1.4.1. Description botanique

Autranella congolensis (« MUKULUNGU ») est un arbre dominant de la forét dense
humide d’Afrique Centrale, de la famille des Sapotacées. Au sein des sapotacées, A.
congolensis appartient a la tribu des Mimusopeae (Aubreville, 1964). Cet essence fournit un
bois de qualité et rappelle le moabi. En effet, les aires de distribution des deux espéces se
chevauchent largement (Figure 22). Néamoins, la repartition du Moabi au Cameroun (Faure,
1985) et son extréme rareté en République centrafricaine laissent supposer qu’il requiert un
optimum ecologique plus océanique. Autranella congolensis, trés frequent quant a lui dans

certaines régions de la République Centrafricaine (Mbolo, 1991).
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Figure 22 : Distribution de Baillonella toxisperma et Autranella congolensis (Faure, 1985).

Autranella congolensis est une essence des foréts primaires du type sempervirente (Figure
23) au fut droit, cylindrique, long sous branche de 20 a 30 métre et pouvant atteindre 1,5 meétre
de diameétre (Aubeville, 1964). Le fruit d’A. congolensis (Figure 33) est une baie ovoide
(diametre : 5 cm, hauteur : 7cm), vert jaunatre a maturité, qui contient une seule graine (parfois
2 ou 3). L’épicarpe est mince, le mésocarpe est charnu et I’endocarpe membraneux enveloppe
étroitement la graine. Celle-ci, de forme abovée, mesure 5 x3x2 cm. L’écorce est brune,

profondément crevassée longitudinalement (Figure 33).
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Figure 23: Autranella congolensis : arbres, feuilles et écorces, fruits et graines

¥ :@-:

1.4.2. Usages

Cet arbre présente beaucoup d'usage a savoir :

Le bois d’Autranella congolensis est utilisé en menuiserie, construction, traverses
hydrauliques et en tranchage (Faure, 1985) ;

L’écorce seche pilée d’A. congolensis est appliquée sur les plaies, et utilisée pour le
traitement de la diarrhée, la dysenterie chronique et le paludisme. Une décoction d’écorce
est absorbée pour traiter la blennorragie, la syphilis, la dyspepsie, les coliques et les
rhumes. Utilisée par voie externe pour traiter la fievre, les douleurs, les maladies de la
peau. Une macération de 1’écorce est utilisée pour ses propriétés cardiotonique et
hypotensive ;

Les oreillés faits a base des fleurs seches induisent la décharge nasale et soulage le mal de
téte ;

Les fruits ovales sont réputés comestibles. Une huile comestible est extraite des graines,

et elle est employeée pour la cuisine au Gabon (Wilks et Issembé, 2000).

1.4.3. Travaux antérieurs sur les écorces d’Autranella congolensis

Plusieurs composés ont été isolés des écorces d’Autranella congolensis :

= Polyphénols (acide 24-feruloyltetracosanoique et (+)-catéchine) ;

= Stérol ((24R)-Stigmast-7,22(E)-dien-3-a-ol (chondrillasterol));

= Triterpénes pentacycliques (taraxérol 3-hexacosanoate, taraxérol 3-tetracosanoate,
taraxérol 3-docosanoate, taraxérol et taraxérone) (Fokou, 2006).
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Plusieurs travaux scientifiques ont été également réalisés sur ces écorces (Tableau III).

Cependant

aucune publication n’a été

reportée

sur des

quelconques activités

anticholinestérasique ou neuroprotectrice ou neuroregénératrice de cette plante.

Tableau I11 : Travaux antérieurs sur les écorces d’Autranella congolensis
Auteurs de | Nature de Activité Dose(s) Résultats
I’études Pextrait testée(s)
Assob et al., | Méthanol Screening de I’activité |/ Activité antioxydante élevée
2014 antioxydante in vitro
Njouendou | Méthanol Toxicité aigue 2000 DL50>2000 mg/kg PC
etal., 2014 mg/kg PC
Njouendou | Méthanol Potentiel hépatoprotecteur | 100 et 200 | Activités antioxydante et
etal., 2014 (hépatotoxicité induite par la | mg/kg PC | hépatoprotectrice comparable
thioacétamide) a celle de la silymarine
Njouendou | Méthanol Potentiel hépatoprotecteur 100 et 200 | -Régénération des
etal., 2018 (hépatotoxicité induite par le | mg/kg PC | hépatocytes
CCl4) - Réduction de la

péroxydation lipidique dans
le foie

- Augmentation de 1’activité
des enzymes antioxydantes
(SOD, CAT dans le foie

- Augmentation des taux de
GSH
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES




11.1. Matériel

11.1.1. Materiel végetal

Le matériel végétal était constitué d’écorces, feuilles et fruits d’A. congolensis. Ils ont

été collectés le 23 juin 2016 a Oveng, Arrondissement de Ngoumou, Département de la Mefou

et Akono, Région du Centre (Cameroun). L’identification de la plante a été effectuée a I’Herbier

National par comparaison au spécimen N°39458HNC a Yaoundé Cameroun. Apres nettoyage,

les écorces de A. congolensis ont été séchées a I’air libre jusqu’a I’obtention d’un poids constant

puis broyées dans un mixeur jusqu’a I’obtention d’une poudre.

11.1.2. Matériel animal

Les études ont été réalisées sur quarante-huit rats femelles de souche Wistar de poids

compris entre 250-300 g et ¢levées dans I’animalerie du Laboratoire de Nutrition et Biochimie

Nutritionnelle (Faculté de Sciences de 1I’Université de Yaoundé I).

Tableau 1V: Composition de la diéte

Nutriments Ingrédients Composition en % Apport en
Kcal
Source de protéines Mais 6,525 26,1
Poisson 0,68 2,72
Son de blé 0,159 0,636
Palmiste 0,61 2,44
Soja 3,47 13,88
Sources de lipides Mais 2,9 26,1
Poisson 0,12 1,08
Son de blé 0,048 0,432
Palmiste 5,563 49,77
Soja 1,59 14,31
Sources de glucides Mais 45,603 182,412
Soja 2,83 11,32
Son de blé 0,232 0,928
Palmiste 1,96 7,84

b |
©




Sources de sels Sel, farine d’os 2 /
Sources de vit Polyvitamines 0,5 /
Sources de fibres BIé, mals, soja, arachide, 8,7875 /

Valeur énergétique en

Kcal/100g

339,968

Les animaux recevaient une diete dont sa composition figure dans le tableau IV ci-dessus et de

I’eau potable. L’ensemble des expériences conduites sur ces animaux a été réalisé en accord

avec les principes du Guide to the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council
on Animal Care, 1993).

11.1.3. Matériel de laboratoire

11.1.3.1. Appareillage

Balance sensible (OHAUS),

Centrifugeuse (BIOHAZARD)

Bain marie (BIOLine),

Spectrophotométre (BIOLine),

Plaque chauffante (BIOL.ine),

Incubateur (BIOHAZARD)

Rotavapeur (BUCHI)

Vortex (BIOHAZARD)

Spectrometre de masse LCQ (Finnigan MAT).

11.1.3.2. Réactifs

Tampon citrate (100 mM, pH 4,5);

NaCl (150 mM), NaCl (0,9 %);
Tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4);
Tampon carbonate (0,05 M; pH 10,2);
Adrénaline (0,3 mM);

Acide trichloroacétique (TCA) 20% p/v;
Acide thiobarbiturique (TBA) 0,375% plv,
HCI (1 N),

Butylhydroxytoluéne (BHT) 0,01% p/v,
. Acide gallique

Réactif de Folin ciocalteu (0,2N)
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Chlorure d’aluminium (AICl3) (10 %)

Acétate de potassium (CH3COOK) (1 M) ;
Ethanol (95%) ;

Acide chloridrique (HCI) (1 N) ;

Vanilline (4 % P/V dans I’éthanol 95°) ;

Acide sulfurique (H2SO4)  (0,6M) ;
Molybdate d’ammonium (4 mM);

Phosphate de sodium (28 mM) ;

Naphtyléthylene diamine dihydrochloride (0,1 %) ;
Acide Thiobarbiturique(TBA) (0,375p/v) ;
Butylhydroxytoluene(BHT) (0,01p/v) ;

-Acide trichloro acétique (TCA) (20%p/v) ;

HCI (2,5N) ;

2,4-Dinitrophénylhydrazine (DNPH) (10 mM dans du HCI 2,5 N) ;
Guanidine hydrochloride (6 M) ;
Ethanol-éthylacétate (1v/1v) ;

DTNB ;

Tampon tris-HCI (0,1 M ; pH 6,5) ;

Adrénaline (0,3 mM) ;

Peroxyde d’hydrogene (50 mM) ;

Solution de dichromate (K2Cr207)/acide-acétique : mélange 1v/3v de dichromate de
potassium 5% avec de I’acide acétique concentré;
Tampon phosphate (50 mM ; pH 7,4) ;

GSH (0,1 mM) ;

Peroxyde d’hydrogéne (0,1 mM) ;

Acide trichloroacétique (TCA) (10 % p/v) ;
Tampon Tris-HCI (100 mM ; pH 7,4) ;

MnClI; (Chlorure de manganese) (10 mM)
Isocitrate de sodium (0,5 M) ;

MnCI2 (Chlorure de manganése) (10 mM) ;
lodure d’acétylthiocholine (0,075 M) ;

Kit (Sigma-Aldrich MAK022) ;

Kit (Chronolab) ;

Tampon HCI-Tris (30 mM ; pH 7.5) ;
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- Histidine ;

- NaCl;

-  KCI;

- MgCly;

- CaCly;

- EGTA;

- Ouabaine ;

- Na-ATP;

- TCA (10%)

- Kit Chronolab (cholestérol) ;

- Réactif d’iode (6 x 10-4 N d’iode dans une solution aqueuse de KI a 3%) ;
- Kit Chronolab (triglycérides) ;

- Kit sigma aldrich (glucose) ;

- Pyruvate (0,3 mM dans le tampon phosphate) ;
- NADH (8 mM).

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation des extraits de la plante

Deux cents grammes de poudre ont été extraites (deux extractions) avec de I’eau (2 x
1000 mL), de I’éthanol 95% (2 x 1000 mL) et du mélange eau-éthanol (v/v) (2 x 1000 mL) a
température ambiante, pendant 48 heures. Les mélanges ont été agités deux fois par jour et les
macérats obtenus ont été filtrés sur papier filtre de type wattman N°1. Les filtrats obtenus ont
été subséquemment évaporés sous vide a sec en utilisant un rotavapeur, a la température de 45-
50°C. Ensuite, séchés dans une étuve a 50°C pour donner respectivement 16,42 g (extrait
aqueux), 29,16 g (extrait éthanolique), et 37,7 g (extrait hydroéthanolique) d’extrait sec. Les
extraits secs obtenus ont été conservés a 4°C pour les futures études.

11.2.2. Dosages des composés bioactifs d’intérét
» Dosage des polyphénols totaux (Singleton et Rossi, 1965)
)] Principe
Cette méthode est basée sur la réduction du réactif d’acide phosphotungstique
phosphomolybdique (Folin) en milieu alcalin et en présence des composés phénoliques pour

former un complexe bleu-coloré dont I'absorbance est mesurée a 750 nm.
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Na,Wo4/NazMoO4 (phenol-MOW11040)*

MO (VI) (jaune) + e- MO (V) (bleu)

i) Mode opératoire
Dans des tubes essai contenant un volume de 30 pL d’extrait (1 mg/mL) a été ajouté 1

mL de la solution de Folin (0,2 N). L’absorbance a ¢ét¢ mesurée a 750 nm apres 30 minutes de

réaction. Les tests ont été effectués en triplicate.
iii) Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage (Annexe 15) établie avec I’acide gallique (0-10-20-40-80 et 100 pg/mL)
dans les mémes conditions que I’échantillon. Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits
ont été exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids
de la matiére séche (mg EAG/ g MS).

» Dosage des flavonoides totaux (Aiyegoro et Okoh, 2010).
)} Principe :

C’est une méthode colorimétrique, les flavonoides contenus dans 1’échantillon
réagissent avec le trichlorure d’aluminium et 1’acétate de potassium pour former une solution
de couleur rosatre qui absorbe a 420 nm. L’intensité de coloration est proportionnelle a la

quantité de flavonoides contenue dans I’échantillon.
i) Mode opératoire
Dans des tubes a essai contenant un volume de 1 mL d’extrait (1 mg/mL) ont été ajoutés

1 mL d’AIClI3, 1 mL de CH3COOK et 5,6 mL d’eau distillée. Apres 30 minutes d’incubation a
température ambiante, I’absorbance a été lue a 420 nm contre le blanc. Les tests ont été effectués
en triplicate.
iii)  Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-10-20-40-80 et 100 pg/mL) dans les mémes
conditions que I’échantillon (Annexe 16). Les teneurs en flavonoides dans les extraits ont été

exprimées en milligramme (mg) équivalent de quercétine par gramme (g) du poids de la matiére
seche (mg EQ/g MS).
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» Dosage des proanthocyanes (Sun et al.,1998)
1) Principe

Cette méthode est basée sur le fait que la condensation de la vanilline protonee forme
des carbocations électrophiles en milieu acide avec les sites nucléophiles des composes
phenoliques. Cette méthode est spécifique aux proanthocyanes et autres composés phénoliques
qui ont une simple liaison en position 2,3 et possedent des groupes métahydroxyles sur le cycle

B dont I’absorbance est lue a 500 nm.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a essai contenant les volumes de 3 mL de vanilline et 1,5 mL de HCI, a
été ajouté 500 pL d’extrait (1 mg/mL). Aprés homogénéisation, la solution obtenue a été

incubée a température ambiante pendant 15 minutes et 1’absorbance mesurée a 500 nm contre

le blanc. Les tests ont été effectués en triplicate.
iii) Expression des résultats

La teneur en proanthocyanes a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide cyanidique (0-10-20-40-80 et 100 pg/mL) dans les
mémes conditions que I’échantillon (Annexe 15). Les teneurs en proanthocyanes dans les
extraits ont été exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide cyanidique par gramme (g)

du poids de la matiére seche (mg EAC/g MS).

11.2.3. Mesure du potentiel antioxydant in vitro des extraits
11.2.3.1. Capacité antioxydante totale (C.A.T) (Prieto et al., 1999)
)} Principe :
Cette méthode est basée sur la réduction des molybdenes Mo (V1) présents sous la forme
d’ions molybdate MoO4% en molybdéne Mo (V) MoO?" en présence d’un antioxydant pour

former un complexe vert (phosphate/ Mo(V)) a pH acide. L’intensité de coloration est mesurée

a 695 nm et est proportionnelle a la quantité d’antioxydant présent dans le milieu réactionnel.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en verre contenant un volume de 0,3 mL d’extrait (1mg/mL)
a été ajouté 3 mL de solution du réactif (0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium
et 4 mM molybdate d’ammonium). Les tubes ont été vissés et incubés a 95°C pendant 70
minutes. Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm contre le

blanc. Les tests ont été effectués en triplicate.
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iii) Expression des résultats

La capacité antioxydante totale a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (0-25-50-75-100-150-250 pmol/mL) dans les
mémes conditions que I’échantillon. Elle a été exprimée en micromoles d’équivalents d’acide

gallique par gramme de poids de la matiére seche (umol EAG/ g MS).

11.2.3.2. Piegeage du radical 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH?®) (Sanchez-Moreno,
1998)

1) Principe

Dans ce test, les antioxydants réduisent le radical diphényl-picrylhydrazyl (DPPH®) de
couleur violette en un composé jaune, le diphényl-picrylhydrazine (DPPH-H). L’intensité de
coloration est mesurée a 517 nm et est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu réactionnel.

Q O.N OH Q O.N 0-
N—N°* N(): 7Y © _— N_IT N(): + ©
H
OuN O,N

DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 50 pL de différentes
concentrations de chaque extrait (0-50-80-100-200-250-500 pg/mL) ou de quercétine (0-50-
80-100-200-250-500 pg/mL) ou de témoin (éthanol) a été ajouté 1,950 mL de la solution
éthanolique du DPPH fraichement préparée (0,025 g/L). Le mélange a été incubé a I’abri de la
lumiére pendant 30 minutes, ensuite 1’absorbance a été lue a 515 nm. Les tests ont été effectués

en triplicate.
iii)  Expression des résultats

L’activité anti-radicalaire DPPH® du standard (quercétine) et des différents extraits a
¢été exprimée en pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous :
Absorbance (témoin) — Absorbance (essai)

Pourcentage de piégeage (%) = Absorbance (témoin) X 100
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La CPso (concentration de piégeage 50) est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour piéger 50% du radical DPPH. Cette concentration a été calculée graphiquement
a partir de 1’équation de la régression logarithmique issue de la variation du pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait ou de standard.

11.2.3.3. Piégeage du radical oxyde nitrique (NO®) (Sreejayan et Rao, 1997)
1) Principe

Au cours de I’expérience, le radical NO® généreé par le nitroprusside de sodium au pH
physiologique interagit avec I’oxygene pour produire les ions nitrites qui seront mis en évidence

par le réactif de Greiss. Plus 1’extrait est actif, moins il y a production d’ions nitrites et plus
faible est I’absorbance mesurée a 540 nm.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 1 mL d’extrait (0-50-
80-100-200-250-500 pg/mL) pg/mL) ont été ajoutés 2 mL de sodium nitroprusside. Le mélange
a été homogénéisé et incubé a 25°C pendant 15 minutes. Aprés incubation, 0,5 mL du mélange
réactionnel a été prélevé et mélangé a 1 mL d’acide sulfanilique. Apres repos pendant 5 minutes
pour diazotation complete, 1 mL de NED (réactif de Greiss) a été ajouté, et la solution
homogénéisée et incubée a température ambiante pendant 30 minutes. Un chromophore rose se
forme dés lors que la lumiére diffuse. L’absorbance a été lue a 540 nm. Le témoin est constitué
du mélange réactionnel sans nitroprusside. Le témoin a été préparé comme précédemment, mais
en remplagant I’extrait par la solution méthanolique (nitroprusside + solution méthanolique).

Les tests ont été effectués en triplicate.
iii) Expression des résultats

L’activité anti-radical NO*® du standard (quercétine) et des différents extraits a été

exprimée en pourcentage en utilisant I’équation ci-dessous :

. Absorbance (témoin) — Absorbance (essai)
Pourcentage de piégeage (%) = Absorbance (témoin) x 100

La CPso (concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour piéger 50% du radical
NO?®) a été calculée graphiquement a partir de I’équation de la régression logarithmique issue
de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait ou de

standard.
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11.2.3.4. Capacite chélatice des ions ferreux (Minotti et Aust, 1987)

1) Principe

L’activité de chélation de fer ferreux consiste a suivre 1'inhibition de la formation d’un
complexe coloré fer(I1)-1,10 phénanthroline a 510 nm. En effet I’activité chélatrice du fer de
I’extrait est mésurée par sa capacité a compétir avec la 1,10 phénanthroline pour la fixation des
ions ferreux.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 300 pL de FeSO4 ont
¢té ajoutés des volumes de 200 pL d’extrait (0-50-80-100-200-250-500 pg/mL) ou de
quercétine (0-50-80-100-200-250-500 pg/mL) ou d’eau distillée (témoin), puis 336 pL de
tampon phosphate et 436 uL de NaCl. Le mélange a été incubé a température ambiante pendant
5 minutes. Ensuite, un volume de 260 pL de 1,10 phénanthroline a été ajouté au mélange.

L’absorbance a ét¢ lue a 510 nm. Les tests ont été effectués en triplicate.
iii)  Expression des résultats

L’activité chélatrice du standard (quercétine) et des différents extraits a été exprimée en

pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous :

N Absorbance (témoin) — Absorbance (essai)
Pourcentage de piégeage (%) = Absorbance (témoin) x 100

La CPso (concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour chélater 50% de fer
ferreux) a été calculée graphiquement a partir de I’équation de la régression logarithmique issue
de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait ou de

standard.

11.2.4. Analyse phytochimique de I’extrait le plus actif par chromatographie liquide a
haute performance couplée a la spectrométrie de masse (Moss et al., 2013 ; Teixeira et al.,
2016).

)] Principe

La HPLC/SM est une méthode de chimie analytique couplant la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) et la spectrométrie de masse (SM). En effet la
chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography, LC) est une technique analytique

utilisée pour séparer, identifier et quantifier les différents composés présents dans un mélange
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complexe. L’échantillon est entrainé par une phase mobile liquide a travers une colonne
contenant une phase solide (phase stationnaire) qui va retenir de maniére plus ou moins
importante les composés en fonction des interactions physico-chimiques qui se créent avec ces
phases. Les toutes premieres méthodes de chromatographie reposaient sur un phénomene de
gravitation pour le passage du liquide dans la colonne, ce qui demandait un temps de separation
important. Actuellement, la technique la plus employée est la chromatographie en phase liquide
a haute performance (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ou la phase mobile
est poussée par des pompes dans une colonne adaptée aux fortes pressions. Cette amélioration
offre des temps de séparation beaucoup plus courts et la possibilité d’utiliser des quantités
d’échantillons plus faibles. Les molécules sortant de la colonne sont ensuite directement
introduites dans un spectrométre de masse qui apporte des informations sur leur rapport masse-
sur-charge. Lors de I’analyse SM, les ions introduits sont séparés dans 1’instrument en fonction
de leur ratio masse-sur-nombre de charges (m/z) et détectés proportionnellement a leur
abondance. Les données collectées sont présentées sous forme d’un spectre de masse, ou
I’abscisse est une échelle de m/z et I’ordonnée 1’intensité relative. La combinaison de ces deux
techniques offre un outil trés apprécié dans 1’identification de métabolites secondaires.
i) Mode opératoire

Les analyses de I’extrait par HPLC/SM ont été réalisées dans les conditions
chromatographiques décrites a 1’Annexe (Annexe 1). Le systtme HPLC a été couplé a un
spectrometre de masse LCQ (Finnigan MAT) a trappe ionique équipé d une source d’ionisation
chimique a pression atmosphérique (APCI). Les analyses ont été effectuées en mode positif.
Les ions moléculaires protonnés [M+H]* ont été choisis comme ions parents pour la

fragmentation.

11.2.5. Etude in vivo sur un modéle animal de neurotoxicité

11.2.5.1. Modéle expérimental (Adapté de Vandana et al., 2014)

Les groupes expérimentaux ont été congus de sorte a ce que, au début du traitement, les
groupes soient homogenes au niveau du poids et de la glycémie. De cette facon les différences
métaboliques observées apres le traitement sont le reflet du traitement plutdt que de 1’évolution
des différences individuelles. Un lot constituait le groupe de rates témoin. Les groupes restants
recevaient une dose unique de 50 mg/kg de poids corporel de chlorure d’aluminium (AICI3).
Une heure apres, des doses d’extrait (150 ou 300 mg /Kg poids corporel) ou de vitamine E (sous

forme d’acétate d’alpha tocophérol) (100 mg/kg poids corporel) ou de galantamine (2 mg/Kg
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poids corporel) ou de I’eau distillée ont été administrées aux différents groupes expérimentaux
(Tableau V). Les doses ont été administrées a 1’aide d’une sonde gastro-cesophagique (volume
d’administration était de 5 mL/kg de poids corporel) une fois par jour pendant 56 jours
consécutifs. Le poids des animaux a été mesuré apres chaque semaine aux mémes heures a

I’aide d’une balance.

Tableau V: Reépartition des animaux et traitements

Groupes expérimentaux (8 | Traitement

rates /groupe)

Groupe 1 (CN) Rates recevant de 1’eau distillée

Groupe 2 (CP) Rates recevant 50 mg/kg d’AlCls + eau distillée

Groupe 3 (ACis0) Rates recevant 50 mg/kg d’AlCIz + 150 mg/kg PC/jour de
I’extrait hydroéthanolique d’A. congolensis

Groupe 4 (ACso0) Rates recevant 50 mg/kg d’AlClz + 300 mg/kg PC/jour de
I’extrait hydroéthanolique A. congolensis

Groupe 5 (VEz1o0) Rates recevant 50 mg/kg d’AlCls + 100 mg/kg PC/jour de
vitamine E

Groupe 6 (GAL>2) Rates recevant 50 mg/kg d’AlClz + 2 mg/kg PCl/jour de
galantamine

11.2.5.2. Etudes neuro-comportementales

Des études neuro-comportementales ont permis d’évaluer les fonctions cognitives et
motrice des rates. La mémoire de reconnaissance a court et a long terme ainsi que la
coordination motrice des rates ont été évaluees les semaines 4 et 7 des traitements.
L’apprentissage et la mémoire spatiale des rates, les semaines 5 et 8. Plusieurs tests ont été
utilisés.
11.2.5.2.1. Mémoire de reconnaissance a court et a long terme par le « Objet recognition
test » (Ennaceur et Delacour, 1988 ; Fernandez et al., 2008 ; Carlini, 2011)

)] Principe
Le test « object recognition » (OR) repose sur 1’affinité naturelle des rongeurs avec le

nouvel objet. La reconnaissance de I’objet étant la capacité a percevoir les propriétés physiques

d’un objet, a comprendre son utilisation, a se rappeler de ses utilisations antérieures.
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i) Dispositif du test (Annexe 2)
i) Procédure de réalisation du test

Une heure aprés administration des différentes substances aux rates, chacune d’elles a
¢été placée au centre du dispositif expérimental pour 5 minutes d’observation (Carter et Shieh,
2010) et a chaque passage le dispositif ainsi que les objets étaient nettoyés avec 1’éthanol a
70%. La procédure d’évaluation de I’OR a été adaptée de celle décrite par Djiogué et
collaborateurs en 2018 (Djiogué et al., 2018). Suivant ce protocole, le test a été réalisé en trois
(03) phases sur 03 jours d’affilés :

> La phase d’habituation ou ‘‘pre-training”’
Au cours de cette phase, chaque rate était placée individuellement dans le dispositif de
I’Open Field (OF) et était libre d’explorer le dispositif pendant 5 minutes. Cette étape était

réalisée le jour 1.

» La phase de familiarisation ou training
Au cours de cette phase, deux objets identiques étaient présentés aux rates individuellement
pendant une session de 5 minutes. Cette étape était effectuée le jour 2.

» La phase d’essai ou test

Au cours de cette phase, deux objets ont été présentés aux rates, I’un des objets ayant été
utilisé lors de la phase de familiarisation et 1’autre étant nouveau pour les rates (Figure 24). Ceci
a été effectué d’une part le jour 2, 3 heures aprées 1’étape de familiarisation pour la mémoire a
court terme (Objets A+B) et d’autre part le jour 3, 24 heures aprés la familiarisation dans le but

d’évaluer la mémoire a long terme (Objet A+C).
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Figure 24 : Vue générale du protocole de réalisation de I'OR : phase de familiarisation (A),
phase test & court terme (B) et phase test a long terme (C). Al et A2 : objets identiques de la
utilisés pour la familiarisation ; B : nouvel objet utilisé pour I’évaluation de la mémoire a court

terme ; C : nouvel objet pour I’évaluation mémoire a long terme.

Les rongeurs étant naturellement curieux, en présence d’un nouvel et d’un ancien objet,
ils se rappellent de 1’ancien objet et passent par conséquent plus de temps a explorer le nouvel
objet (Carter et Shieh, 2010). Au cours de ce test, les paramétres suivants ont été évalués : le
temps passé a explorer les objets Al et A2 pendant la phase de familiarisation et le temps passé
aexplorer les objets A2 et B, et A2 et C pendant les phases de test. Le temps d’exploration était
enregistré lorsque les rates touchaient 1’objet, ou alors s’approchaient a moins de 2 cm de 1’objet
en question (Luine et al., 2003). Le dispositif ainsi que les objets ont été nettoyés a de 1’éthanol
a 70% apres le passage de chaque animal. Les données étaient reportées sur des fiches de
parametres prévues a cet effet. Les données obtenues ont été exprimées en proportion de temps
que I’animal passe sur le nouvel objet (Indice de Reconnaissance, IR) ; il varie entre 0 et 1

(Mogensen et al., 2002). 1l a été déterminé selon la formule :

TEN

IR = TEN T TEA

TEN = temps d’exploration du nouvel objet

TEA= temps d’exploration de 'ancien objet

11.2.5.2.2. Mémoire spatiale par le test du « Morris Water Maze » (Morris et al., 1982)
) Principe

Le test du « Morris water Maze » (MWM) a été concu par Richard Morris au début des
années 1980. Les rats sont d’excellents nageurs et ils doivent retrouver une plate-forme
d’échappement pour éviter de se noyer. Ce test permet un apprentissage plus rapide par rapport

a d’autres tests grace a I’effet aversif de I’eau sur les rongeurs.
i) Dispositif du test (Annexe 3)
iii) Procédure de réalisation du test du « Morris Water Maze »

La procédure de réalisation du test de MWM utilisée dans cette étude a été adaptée de celle
de Li et collaborateurs (2012). Elle consistait en un entrainement de 4 jours et un essai de sonde
au jour 5. Selon ce protocole, le test a été réalisé en (2) phases sur 5 jours : une phase

d’entrainent de 4 jours et une phase test le jour 5.
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» Une phase d’entrainement

Au cours de cette phase quatre quadrants (Nord, Sud, Est et Ouest) ont été pris en compte
pour la piscine et la plate-forme a été fixée au centre du quadrant cible (Sud), tout au long des
4 jours d’entrainement. Une heure aprés administration des différentes substances aux rates,
chacune d’elle a été relachée dans 1’eau a partir des points d’entrés distincts (Nord-sud, Est-
Sud, Ouest-Sud) et avait 60 secondes pour trouver la plate forme cachée. A la fin des 60
secondes, si I’animal ne trouvait pas la plate-forme, il était guidé par I’expérimentateur jusqu’a
celle-ci ou il était autorisé a s’y reposer pendant 10 secondes. Ceci afin de mémoriser les indices
spatiaux présents autour de la piece. Trois essais étaient réalisés par jour, avec un temps de

pause de 15 minutes entre les essais.

» La phase test

Cette phase a été réalisée le 5°™ jour afin d’évaluer la mémorisation spatiale. Elle consistait
a savoir si I’animal trouvait la plate-forme par chance ou par mémoire véritable. Ainsi I’animal
qui sait ou se situait la plate-forme était censé la chercher a I’endroit ou elle est supposée se
trouver. Au cours de ce test la plate-forme a été retirée, aprés 1’administration des différentes
substances aux rates, chacune était relachée dans I’eau dans I’un des quadrants fixes face au
quadrant cible et avait 60 secondes de nage. Le temps nécessaire pour atteindre la position
exacte de la plate-forme (TLPP), le temps passé dans le quadrant cible (TPCC) et le nombre de
passage dans I’emplacement originel (NPEO) de la plate-forme ont été enregistrés via un
systeme d’enregistrement de vidéo utilisant une caméra placée au-dessus de la piscine et reliée

a un ordinateur.

11.2.5.2.3. Coordination motrice par le « Wire-Suspension Grip/Agility Test » (Crawley,
1999)
i) Principe
Ce test permet d’évaluer la force de traction, la coordination motrice et aussi mettre en
évidence les éventuels effets sédatifs de substances pharmacologiques. Il consiste a suspendre
des souris par les pattes antérieures a un fil métallique tendu horizontalement, et on compte le
temps mis par la souris avant de lacher le fil ou pour amener au moins une des pattes

postérieures a toucher le fil.
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i) Dispositif du test (Annexe 4)
iii) Procédure de réalisation du test

Le test a été effectué une heure aprés administration des différentes substances. Chaque
animal a été placé au centre du fil par un expérimentateur, puis laché lorsqu’il a été accroché a
’aide de ces deux pattes antérieures. La durée du test a été fixée a 60 secondes et cette épreuve
a été repétee trois fois pour chaque rate. La latence avant la chute de la corde a été enregistrée.
Le score de 60 secondes a été attribu¢ aux animaux qui ont réussi a se déplacer jusqu’aux
barreaux de soutiens ou amener au moins une des pattes postérieures a toucher le fil avant la
fin de la durée du test. Pour un méme animal, I’épreuve suivante a été effectuée apres 1 minute
de repos et le temps moyen de latence de chacune des trois épreuves a été utilisé pour I'analyse

statistique.

11.2.5.3. Sacrifice, prélevement et préparation des tissus
11.2.5.3.1. Sacrifice et prélevement des tissus

Le jour suivant la fin des expérimentations neuro-comportementales, les rates
préalablement mises a jeln (12 h) ont été décapités et le sang a été récupéré dans des tubes
contenant de ’EDTA (Terumo EDTA-K3, Terumo). Aprés avoir dépecé la téte de 1’animal, et
supprimé les muscles dorsaux qui recouvrent la portion occipitale de la calotte cranienne ainsi
que la région cervicale dorsale, la calotte cranienne a été incisée par insertion de ciseaux fins
au niveau de la moelle épiniére. Les os de la voute du crane, cédant au niveau des sutures, ont
été retirés a I’aide d’une précelle. Puis, I’encéphale a été retiré délicatement de la boite
crénienne, les nerfs créniens étant sectionnés au fur et a mesure. La bofte crénienne ouverte, les
cerveaux ont été rapidement prélevés. lls ont été lavés dans la solution de NaCl (0,9%), essorés,
puis pesés et mis immédiatement dans de la glace. Parallelement, les cerveaux de trois animaux
de chague groupe expérimental ont été immédiatement fixés dans une solution de formaldéhyde
10 % tamponnée et utilisés pour les études histopathologiques. Le corps des rates a €té dissequé
par la suite les organes tels que foie, les reins et coeur ont été prélevés et pesés. Les carcasses

des rates ont été ensevelies.
11.2.5.3.2. Préparation des tissus

» Plasma et Hémolysat

= Plasma

Le sang collecté a été centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes a 4°C. La phase supérieure

contenant le plasma a été récupérée et congelée a -20°C jusqu’a utilisation.
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=  Hémolysat

Apres centrifugation du sang total, un volume de 100 pL de culot a été introduit dans des
tubes coniques. Le culot a été lavé dans 2 mL d’une solution de NaCl (0,9 %) et centrifugé a
900 g pendant 10 minutes, a température ambiante. Ce processus a été répéte 2 fois. L'hémolyse
des érythrocytes a été réalisée en ajoutant 2 mL d’eau distillée dans le culot. Les hémolysats

obtenus ont été aliquotés et conservés a -20 °C.

> Préparation des échantillons de cerveau

Une coupe sagittale du cerveau de rate a été réalisée. Chaque hémisphére droit a été utilisé
pour la préparation des homogénats et I’autre hémisphere (gauche) pour 1’extraction des lipides
cérébraux.

= Préparation des homogénats de cerveau

Les tissus (hémisphére droit) ont été homogénéises a 10 % (p/v) dans un tampon glacial
contenant 50 mM Tris HCI, pH 7,4, 100 mM NaCl. Le mélange a été centrifugé a 1000 g
pendant 10 minutes. La phase supérieure a été récupérée dans des tubes Eppendorf. Les
concentrations en protéines totales ont été déterminees. Les homogénats ont été conserves a -
20°C.

= Extraction des lipides cérébraux (Folch et al., 1951)

)} Principe

Cette technique repose sur le principe d’une extraction a froid des lipides par un mélange
de solvant méthanol/dichlorométhane (1/2 ; v/v). L’addition d’une solution aqueuse de chlorure
de sodium permet la séparation des phases. La phase supérieure constituée de méthanol et d’eau
contient les composés hydrophiles (glucides et protéines) dont la dissolution est favorisée par
la présence de sel tandis que les lipides sont dissous dans la phase organique inférieure.
i) Mode opératoire

Les extractions ont été effectuées en placant systématiquement les tubes contenant les
¢chantillons dans de la glace et a I’abri de la lumiére. Une masse de 0,5 g en moyenne de chaque
hémisphere gauche des rates a été laissée a imbiber 10 minutes dans un tube placé dans de la
glace contenant 3,3 mL de méthanol froid (4°C). L’ensemble a ensuite ét¢ homogénéisé pendant
5 minutes. Ensuite, un volume de 6,6 mL de dichlorométhane a été¢ ajouté et 1’ensemble
homogénéisé 5 minutes encore puis filtré sur filtre Watman en microfibres de verre. Le filtrat a
¢té transvasé dans un autre tube et un volume de 2 mL d’une solution de NaCl (0,9 %) a été

ajouté. L’ensemble a été agité pendant quelques secondes puis centrifugé a 2000 g (+4°C)
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pendant 5 minutes. La phase organique supérieure a ensuite été prélevée et les concentrations
en protéines totales ont été déterminées. La phase organique inférieure restante contenant

I’extrait lipidique a été conservé a -20°C dans des flacons hermétiques en verre ambré.

11.2.5.4. Analyses biochimiques
11.2.5.4.1. Dosage des marqueurs du stress oxydant
a) Dosage des marqueurs de la peroxydation lipidique et de ’oxydation des protéines

» Marqueurs de la peroxydation lipidique
= Dosage des diénes conjugués (Esterbauer et al.,1989)
)} Principe
Les produits primaires de 1’oxydation des lipides contenant des doubles liaisons
conjuguées peuvent étre quantifiés par spectrométric UV. En effet, I’oxydation des acides gras
s’accompagnent d’un déplacement des doubles liaisons qui passent de la position malonique a
la position conjuguée. Les diénes conjugués absorbent a 232-244 nm et le trienes conjuguées a

268 nm et peuvent donc étre suivis par mesure de 1’absorbance a ces longueurs d’ondes.

i) Mode opératoire

Un mélange chloroforme/ méthanol (2v/1v) et NaCl 0,9% a été ajouté a 100 uL de
plasma ou de culot érythrocytaire. Apreés 2 minutes d’agitation au vortex, une centrifugation a
eu lieu a 1 000 g pendant 10 minutes. La phase chloroformique inférieure a alors été récupéree
dans un tube a hémolyse en verre et vaporisée sous flux d’azote. De méme, un volume de 100
pL d’extrait lipidique de cerveau a été introduit dans des tubes a hémolyse en verre puis
vaporisés sous flux d’azote. Un volume de 1 mL d’hexane a été ajouté a chaque extrait sec et

les densités optiques ont été lues a 243 nm.

iii)  Expression des résultats
Les concentrations de diénes conjuguées (DC) ont été calculées en utilisant la loi de

Beer Lambert :

Diénes conjuguées (uM) = <1 10°

DO= densité optique de 1’échantillon
&= coefficient d’extinction moléculaire a 243 nm (e pc = 2,8 x10° Mt cm™?)
I= longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1 cm
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Les concentrations de dieénes conjuguées (DC) ont été exprimées en pumol/L dans le plasma et
érythrocytes et en umol/mg de protéine dans le cerveau selon la formule :

_ oo

- protéines mg/L

DC (umol /mg de protéines)
= Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA) (Yagi, 1976)
1) Principe

Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde (MDA) réagissent avec 1’acide

thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm.

H H " Yu OH ’\( o "Y g
m + 2 N —_— N N
o 0 7
Malondialdehyde OH
Acide Thio o o
barbiturique Dérivé MDA — (TBA),

i) Mode opératoire

Cent microlitres (100 pL) d’échantillon et 900 uL de réactif TBA (Annexe 5) ont été
introduits dans les tubes essais en verre et a vis puis fermés hermétiquement. Le mélange a été
chauffe au bain-marie a 100 °C pendant 15 minutes puis refroidi dans un bain d’eau froide
pendant 30 minutes. Les tubes ont été ensuite laissés ouverts pour permettre 1’évacuation des
gaz formés lors de la réaction. Puis, ils ont été centrifugés a 1000 g pendant 10 minutes et

I’absorbance du surnageant a été lue a 532 nm.
iii)  Expression des résultats

La concentration du MDA a été déterminée en utilisant la loi de Beer Lambert :

DO

&= coefficient d’extinction moléculaire (empa = 1,53x10° Mt cm™)
I= longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1 cm

Les concentrations en malondialdéhyde (MDA) ont été exprimées en pumol/L dans le plasma et

érythrocytes et en umol/mg de protéine dans le cerveau tel décrit plus haut.
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» Dosage des marqueurs de I’oxydation des protéines (Oliver, 1987)
= Carbonyles protéiques
1) Principe
La méthode est basée sur la réaction des groupements carbonylés des protéines avec le

2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH). 1l se forme le diphénylhydrazone qui absorbe a 380 nm.

i) Mode opératoire

Des tubes a hémolyse en plastique contenant des volumes de 800 uL DNPH et 200 pL
d’échantillon ont été incubés pendant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumicre.
Une agitation a été effectuée toutes les 15 minutes durant le temps de 1’incubation. Un volume
de 1 mL de TCA a été ajouté, suivi d’une incubation du mélange dans la glace pendant 10
minutes. Ensuite, une centrifugation a 1800 g, pendant 5 minutes a eu lieu et le surnagent a été
éliminé. Deux lavages du culot protéique ont été effectués avec le TCA et de I’éthanol-
éthylacétate (1v/1v) suivi de centrifugations afin d’éliminer le DNPH. Le précipité final a été
enfin dissout par ajout de 500 pL de guanidine hydrochloride et incubé a 37°C pendant 10

minutes. L’absorbance a été lue a 370 nm.

iii) Expression des résultats

Les concentrations en protéines carbonylées ont été calculées en utilisant la loi de Beer Lambert

B DO
carbonyls protéiques (uM) = 1 x 10

g= coefficient d’extinction moléculaire (¢ =22 000 M Cm™)
I= longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1 cm

Les concentrations en protéines carbonylées ont été exprimées en umol/mg de protéine tel décrit

plus haut
= Thiols protéiques Ellman (1959)
i) Principe
. Elle est basée sur la mesure des groupements thiols par le suivi de la concentration en

TNB (acide 5- thio (2-nitro -benzoique)) coloré en jaune, formé par réduction du DTNB (acide
5,5-dithiobis (2-nitrobenzoique).

67



N N\
\ O2N
H Hooc ~ cooH NO: cooH  NO:
Acide 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoique) Acide 5-thio(2-nitrobenzoique)

R= Radical protéique variable

i) Mode opératoire
Des tubes a hémolyse en plastique contenant des volumes de 100 pL d’échantillon et
900 pL de réactif d’Ellman (Annexe 6) ont été homogéneisés et incubés a température ambiante

pendant 30 minutes. Les densités optiques ont été lues a 412 nm.

iii)  Expression des résultats
Les concentrations en thiols protéiques en uM ont été calculées en utilisant la loi de

Beer Lambert :

, DO
Thiols protéiques (uUM) = 1 % 10°

&= coefficient d’extinction moléculaire du DTNB (eptng = 1,36x10* M1.cm™).
I= longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1 cm

Les concentrations en thiols protéiques ont été exprimées en pumol/mg de protéine tel déécrit

plus haut.
b) Dosage des marqueurs enzymatiques de stress oxydatif

> Dosage de activité de la superoxyde dismutase (Misra et Fridovish, 1972)

i) Principe

La méthode est basée sur I’inhibition de I’oxydation de 1’adrénaline en adrénochrome
en présence de la SOD.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 200 pL. d’échantillon

ont été ajoutés 2,5 mL de tampon carbonate de sodium. La réaction a été initiée par ajout de
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300 uL d’adrénaline fraichement préparée dans le tampon carbonate. Aprés homogénéisation,
la variation de I’absorbance a été suivie dans une cuve a 480 nm et a 37°C pendant 150 secondes
toutes les 30 secondes. La variation de la densité optique par minute a été mesurée. La cuve de

référence contenait 2,5 mL de tampon ; 300 uL d’adrénaline et 200 uL d’eau distillée.
iii) Expression des résultats

L’activité spécifique de la SOD a été exprimée en Unité SOD.mg ™ protéine. Une unité
de SOD ¢tant la quantité de SOD nécessaire pour entrainer 50 % d’inhibition de I’oxydation de

I’adrénaline en adrénochrome pendant une minute.
(ADOb — ADOe)

% d’ihinibition = 1D0h x 100

ADODb : variation absorbance du blanc en minute

ADOe : variation de 1’absorbance de 1’éhantillon en minute

50% d’inhibition= 1 unité

X% d’inhibition=Y unité

o .. SOD unité/mL o
SOD (unités/mg protéine) = mg. | X facteur de dilution
concentration proteine (ﬁ)

> Dosage de I’activité de la catalase (Sinha, 1972)
i) Principe

Cette méthode est basée sur I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygeéne
sous I’action de la catalase présente dans 1’échantillon. Le peroxyde d’hydrogene restant apres
action de la catalase se lie au dichromate de potassium en présence d’acide acétique pour former
un précipité bleu vert d’acide perchlorique instable. Ce dernier va ensuite étre décomposé par
la chaleur et formé un complexe vert qui absorbe a 620 nm.
i) Mode opératoire

Le mélange réactionnel était constitu¢ de 50 pL. d’échantillon auxquels ont été ajoutés
750 uL de tampon phosphate et 200 puL de peroxyde d’hydrogéne. La réaction a été stoppée 60

secondes apres, par ajout de 2 mL de la solution de dichromate/acide-acétique. Les tubes ont
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ensuite été chauffés a 100°C pendant 10 minutes. L’absorbance a ét¢ mesurée a 620 nm apres
refroidissement des tubes. Une gamme d’étalonnage (Annexe 17) a été realisée avec le

peroxyde d’hydrogeéne (Tableau VI) dans les mémes conditions que I’échantillon.

Tableau VI : Préparation des tubes pour 1’étalonnage de 1’activité de la catalase

Tubes tests 1 2 3 4 5
Volume de H202 (uL) 200 pmol/mL 0 20 40 80 160
Tampon (pL) 1000 980 960 920 940
Concentration de H20:2 finale (umol/mL) 0 4 8 16 32
Solution de Dichromate/acide- 2 2 2 2 2
acétique (mL)

iii) Expression des résultats

L’activité de la catalase a été exprimée en micromole de peroxyde d’hydrogene

consommés/min/mg de protéine selon I’équation suivante :

ADO v
X
0,0048 V xtxC

CAT (pumol H202 /min/mg prot.) =

DO = densité optique
ADO = DO control — DO échantillon

0,0048 = Coefficient directeur de regression lin€aire issue de I’étalonnage

ADO
0,0048

= Concentration de H20, consommée (umol /mL)
v: volume de I’échantillon (mL)

V : volume totale de la réaction (mL)

t = temps réactionnel (1 minute)

C = quantité de proteine totale de I’extrait enzymatique (mg)
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> Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx) (Flohe et Gunzler, 1984)

1) Principe

Cette méthode est basée sur la diminution du taux de glutathion réduit (GSH) par rapport
a la réaction non enzymatique et en utilisant H,O2 comme substrat.
i) Mode opératoire

Des tubes a hémolyse en plastique contenant des volumes de 200 pL d’échantillon, 400
pL de GSH et 200 pL de tampon ont été incubés au bain marie a 25°C pendant 5 minutes et
laissés au repos pendant 10 minutes. Un volume de 1 mL de TCA a été ajouté a chaque tube.
Le mélange a ensuite été incubé dans la glace pendant 30 minutes puis centrifugé a 1 000 g
pendant 10 minutes. A 400 pL du surnageant ont été ajoutés 1600 pL de tampon et 320 pL de
DTNB. Les densites optiques ont été lues a 412 les 5 minutes suivant la réaction. Une gamme
d’¢étalonnage (Annexe 18) a eté réalisée avec le GSH (Tableau VII) dans les mémes conditions

que 1’échantillon.

Tableau VII : Préparation des tubes pour 1’étalonnage de la GPx

Tubes tests 1 2 3 4 5
GSH (pnL) 0,1 mM 0 100 200 250 400
Tampon (nL) 2000 1900 | 1800 | 1750 1600
Concentration GSH finale (mM) 0 0,005 | 0,01 |0,0125| 0,02
DTNB (uL) 320 320 320 320 320

iii) Expression des résultats
L’activité de la GPx a été exprimée en micromole de GSH consommés/min/mg de protéine

selon 1’équation suivante :

ADO o %
0,022 VxtxcC

GPx (umol GSH consommé/min/mg) =

DO = densité optique
ADO = DO control — DO échantillon

0,022 = Coefficient directeur de la regression linéaire issue de I’étalonnage
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ADO

Toms Concentration de GSH consommeée (umol /mL)

V : volume de I’échantillon (mL)

V : volume totale de la réaction (mL)

t = temps réactionnel (5 minutes)

C = quantité de protéine totale de I’extrait enzymatique (mg

¢) Dosage de I’activité antioxydante totale dans le plasma et les hémémolysats
» Capacité antioxydante totale du plasma

La capacité antioxydante totale du plasma a été déterminée par la méthode de Prieto et al.
(1999) décrite plus haut. Les résultats ont été exprimés en microgramme d’équivalent acide

ascorbique par millilitre de plasma.
> Test d’hémolyse des globules rouges (Arbos et al., 2008).
)} Principe

L’évaluation est basée sur la réaction des hématies soumises a une agression de type
oxydatif dans des conditions strictement contr6lées et standardisées. Les défenses
antioxydantes intra et extracellulaires vont entrer en jeu pour résister a cette agression afin de
maintenir 1’intégrité membranaire et les fonctions cellulaires, jusqu’a ce que la membrane en
soit modifiée au point de laisser échapper le contenu cellulaire. L’hémoglobine se retrouve alors

dans le surnageant lorsque les antioxydants endogenes érythrocytaires sont consommés. Le

suivi de I’hémolyse se fait par spectrophotométrie a 540 nm.
i) Mode opératoire

Les globules rouges ont été séparés du surnageant (plasma et couche de globules blancs)
par centrifugation a 1500 g pendant 15 minutes. Les globules rouges ainsi obtenus ont été lavés
3 fois avec du sérum physiologique (NaCl 0,9%). A un volume de 0,1 mL de la suspension de
globules rouges a été ajouté 1 mL de NaCl, puis 0,1 mL de CuSO4 pour induire I’hémolyse. La
variation de 1’absorbance a été suivie dans une cuve a 540 nm et a 37°C contre le blanc réalisé
a partir de 1,1 mL de NaCl et 0,1 mL de la suspension pendant 45 minutes toutes les 5 minutes.
Le temps pour atteindre 50% de I’hémolyse totale (HTso en minute) qui représente la défense
totale contre les radicaux libres chez I’humain et les modéles animaux soumis au stress oxydatif

a été déterminée.
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iii) Expression des résultats

Les résultats ont été exprimeés en HTso. La HTso a été déterminée graphiquement a partir
de I’équation de la régression logarithmique issue de la courbe de variation du pourcentage

d’hémolyse en fonction du temps.

11.2.5.4.2. Dosages des marqueurs de la transmission cholinergique, de I’homéostasie du
calcium et dosages des taux de cholestérol total, phospholipides totaux, plasmalogenes,

triglycérides

a) Dosage des marqueurs de la transmission cholinergique
> Dosage de ’activité de I’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961)
)} Principe
La thiocholine formée lors de I’hydrolyse de [D’acétylthiocholine par
I’acétylcholinestérase (AChE) réagit rapidement avec 1’acide 5,5’-dithio-bis-(2-
nitrobenzoique) (DTNB) et libére un anion de couleur jaune I’acide 5-thio-2- nitrobenzoique,

qui absorbe a 412 nm.

AChE
(CH,),N'CH,CH,SCOCH; + H,0 — = (CH,L,N'CH,CH,S + CH,COO + 2H'

acétylthiocholine thiocholine acétate

oo Hmee 7 N
o oc coo”

dithiobisnitrobenzoate (DTNB)

'

o oc coo
5-thio-2-nitrobenzoate 2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine
(jaune)

i) Mode opératoire
Le mélange réactionnel dans des tubes a hémolyse contenait des volumes de 1000 pL
de tampon phosphate, 100 pL de réactif d’Ellman (Annexe 6) et 25 pL d’iodure
d’acétylthiocholine. La réaction enzymatique a été initiée par ajout d’un volume de 10 pL
d’échantillon. La variation de I’absorbance a été suivie dans une cuve a 412 nm et a 37°C au

spectrophotomeétre pendant 5 minutes. La variation de densite optique par minute a été mesurée.
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iii) Expression des résultats

L’activité enzymatique en pmol d’acétylthiocholine hydrolysé/min/mg de protéine a été

déterminée selon la formule suivante

B ADO o
T exIxSnTVxC

AS x 103

AS : Activité spécifique de ’AChE en umol.mint.mg de prot.™

ADO : variation de la densité optique par minute a 412 nm

I : longueur de la traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

epTns: coefficient d’extinction molaire de 1’acide 5-thio-2- nitrobenzoique a 412 nm (1,36x10*
M1cm™).

Snptne : nombre stoechiométrique de ’acide 5-thio-2- nitrobenzoique dans 1’équation de la
réaction, soit: 1

Vs : volume de I’échantillon (mL)

Vt : volume totale de la réaction (mL)

C : quantité de protéine totale de 1’extrait enzymatique (mg)

> Dosage de I’activité de la butyrylcholinestérase

Pour I’activité de la butyrylcholinestérase, le protocole suivi était le méme que celui décrit
précédemment (activité de 1’acétylcholinestérase) a la seule différence que le substrat utilisé est
I'iodure de butyrylthiocholine, qui est hydrolysé respectivement en acide butyrique et en

thiocholine.

b) Dosage des marqueurs de I’homéostasie du calcium

» Dosage du calcium cérébral (Stern et Lewis, 1957)
i) Principe
A pH basique, les ions calcium forment avec le crésolphthaleine un complexe violet qui
est mesuré a 575 nm et est proportionnel a la concentration des ions calcium présents.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 50 pL. d’échantillon ou
de standard ou d’eau désionisée (blanc) ont été ajoutés 270 uL de la solution de réactif (Annexe
7) et 180 pL de tampon. Le mélange a été incubé pendant 10 minutes a température ambiante

et a ’abri de la lumiére. L’absorbance a été lue a 575 nm contre le blanc.
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iii) Expression des résultats

La concentration en ions calcium a été déterminée par la relation :

DO Echantillon

[Ca2 +]echantillon (umol/mL) = DO Standard

X [Ca2 +]standard

[Ca ?*] standard = 0,29 pmole/mL

Les résultats ont été exprimés en umol/mg de protéine selon la formule :

__[Ca2+] (umole/mL
- protéines mg/mL

[Ca?] (umol /mg de protéines)

> Dosage du magnésium cérébral (Farrell et al., 1984)
1)  Principe
Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe coloré pourpre de magnésium
qui absorbe a 520 nm, par réaction entre le magnésium et la calmagite en milieu alcalin.
L'intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration du magnésium dans

I'échantillon.

i)  Mode opératoire

Un millilitre (1 mL) du réactif de travail (Annexe 8) a été introduit dans les tubes a
essais. Ensuite, 10 pL de la solution standard de magnésium ont été ajoutés dans le tube
standard et 10 pL d’échantillon dans le tube échantillon. Le mélange a été homogénéisé, puis

incubé pendant 15 minutes a 37° C. L’absorbance a été lue a 520 nm.
iii) Expression des résultats

La concentration en ions magnésium a été déterminée par la relation :

DO Echantillon

[Mg2 +]echantillon (umol/mL) = DO Standard

X [Mg2 +]standard

[Mg?*] standard = 0,824 pmole/mL

Les résultats ont été exprimés en umol/mg de protéine tel décrit plus haut.

75



» Dosage de activité des ATPases
i) Principe (Rohn et al., 1993)

L’hydrolyse de I'ATP conduit a une libération de protons, qui s’accompagne de la
formation d'ADP et de phosphate inorganique. Le phosphate inorganique (Pi) ainsi libéré est

dosé par une méthode colorimétrique utilisant une solution d'ammonium molybdate.
i) Mode opératoire
Réaction d’hydrolyse de I’ATP
Dans des tubes a hémolyse en plastique ont été introduits 850 pL d’une solution de
tampon HCI-Tris (30 mM ; pH 7,5) contenant : (Tableau VIII)

Tableau V111 : Préparation des tubes pour le dosage de ’activité des ATPases

Tube 1 Tube 2 Tube 3
Réactifs Concentration Réactifs Concentration Réactifs Concentration
finale finale finale

Histidine 18 mM Histidine 18 mM Histidine 18 mM

NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM

KCI 15 mM KCI 15 mM KCI 15 mM

MgCl, 15 mM MgCl; 15 mM MgCl, 15 mM

EGTA 0,1 mM Quabaine 1,5mM Ouabaine 1,5mM
EGTA 0,1 mM CaCl, 0,3mM

Cinquante microlitres d’homogénat ont été ajoutés dans chaque tube. Les tubes ont été

homogénéisés et préincubés a 37°C pendant 10 minutes. La réaction a été initiée par ajout de
100 pL ATP (concentration finale de 5 mM) mettant le volume final de la réaction a 1000 pL.
Apres 60 minutes d’incubation a 37°C, la réaction enzymatique a été stoppée par addition de 1
mL d’acide trichloracétique (10%) froid, puis une mise en incubation des échantillons durant
10 minutes dans la glace. Les tubes ont été centrifugés a 1000 g pendant 10 minutes et la

quantité de phosphate inorganique présente dans le surnageant a été mesurée.

Estimation du phosphate inorganique présent (Baginski et al., 1967)
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Dans des tubes a hémolyse et en plastique, 200 pL du volume total de la réaction ont
¢té introduits suivit d’une addition rapide de 500 pL du réactif A (contenant 3% d’acide
ascorbique dans une solution de 0,5 N de HCl et 0,5 % de molybdate d’ammonium). Les tubes
ont été gardés dans de la glace pendant 10 minutes. Ensuite, 1000 pL du réactif B (contenant
2% sodium meta-arsénite, 2% de citrate de sodium dans 2% d’acide acétique) ont été ajoutés.
Apres 10 minutes a 37°C, I’absorbance de la coloration formée a été¢ lue a 850 nm. Les valeurs
des densités optiques obtenues ont été converties en valeurs d’activité par la régression linéaire
utilisant la courbe standard du phosphate de sodium monobasique (Annexe 19) qui a été evalué

dans les mémes conditions.

iii) Expression des résultats

L activité de la Mg?*-ATPase est celle en présence de I’ouabaine (inhibiteur de la Na®,
K*-ATPase) et de ’"EGTA (inhibiteur de la Ca?*-ATPase) et en absence de calcium (tube 2).
L’activité de la Na*, K*-ATPase a été déterminée en soustrayant I’activité ouabaine insensitive
(activité Mg?*-ATPase) de celle en présence de 'EGTA et en absence de calcium et de
I’ouabaine (tube 1). L’activité de la Ca?*-ATPase a été déterminé en soustrayant 1’activité Mg?*-

ATPase de celle déterminée en présence du calcium et de I’ouabaine (tube 3).
L’activit¢ ATPasique a été exprimée en umol de phosphate inorganique libéré
(Pi)/heure/mg de protéine.

c) Dosage des taux de cholestérol total, phospholipides totaux, glycérophospholipides
plasmalogéne et triglycérides
> Dosage du cholestérol total (Richmond, 1973)
) Principe

La cholestérol estérase (EC 3.1.1.3) catalyse I’hydrolyse des esters de cholestérol en
cholestérol libre et acides gras. Le cholestérol libre y compris celui présent a I’origine est alors
oxydé par la cholestérol oxydase (EC 1.1.1.6) en 4-cholestén-3-one et en peroxyde
d’hydrogéne. En présence de la peroxydase (EC 1.11.1.9), le phénol et le 4-aminoantipyrine se
combinent avec le peroxyde d’hydrogeéne pour former un chromophore rouge (la quinonéimine)
qui absorbe entre 500 et 550 nm. L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a

la concentration de cholestérol total présent dans I’échantillon.
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CH, CHj

CHs CH,
oH, Cholestérol estérase CHj, e
> * RrR-c-0
Vs /L HO
"6 CHy  Chg Cts - Cs Acide gras
Ester de cholestérol Cholestérol
o
OH \(
IT
H | O Peroxydase
2H,0, + + N”N > + 4H,0
NG
Eau oxygénée
COOH 4-aminoantipyrine O
Acide hydroxybenzoique Quinonéimine
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique étiquetés blanc, étalon et essai, ont été introduits
respectivement 10 pL. d’eau désionisée, d’étalon ou d’échantillon a analyser et 1000 pL de
réactif (Annexe 9). Les tubes ont été homogénéisés et incubés pendant 5 minutes a 37 °C.

L’absorbance a été lue a 505 nm contre le blanc.

iii) Expression des résultats

La concentration en cholestérol total dans le plasma est donnée par la relation suivante:

. Absorbance de l'essai
[Cholestérol total](mg/dL) =

Absorbance de I'étalon [étalon] (mg/dL)

Concentration de I’étalon = 200 mg/dL
Conversion en unité SI (mmol/L) : 0, 0259 x [cholestérol total] (mg/dL)
Dans le cerveau les teneurs en cholestérol ont été exprimées en pg/mg de protéine totale.

cholesterol (%)

Cholestérol total (g /mg de protéines)

- protéines mg/mL
» Dosage des phospholipides totaux (Stewart, 1980)

)] Principe
Cette méthode colorimétrique est basée sur la formation d’un complexe coloré entre les
phospholipides et le ferrothiocyanate d’ammonium. Le complexe coloré formé posseéde un

maximum d’absorption a 488 nm.
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i) Mode opératoire

Un volume de 100 pL d’extrait lipidique a été évaporé sous courant d’azote puis repris
dans 2 mL de chloroforme. Un millilitre de réactif (solution aqueuse de trichlorure de fer et de
thiocyanate d’ammonium) a été ajouté et le mélange homogénéisé a 1’agitateur de tube (Vortex)
pendant 30 secondes, puis centrifugé 10 minutes a 6000 g. L’absorbance de la phase
chloroformique inférieure a été mesurée a 488 nm contre le blanc (2 mL chloroforme + 1 mL
de réactif). Une gamme étalon a été réalisée pour des quantités de phosphatidylcholine (PC) (0,
10, 20, 40, 50, 80,100 pug/mL).

iii) Expression des résultats

La teneur en phospholipides totaux a été calculée a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la gamme d’étalonnage établie avec la phosphatidylcholine (Annexe 20). Les
résultats ont été exprimés en ug d’équivalent de phosphatidylcholine (ug Eq PC) par mg de
protéine (ug Eq. PC/mg protéine).
> Dosage des plasmalogenes totaux (Gottfried et Rapport, 1962)
)} Principe

Cette méthode est basée sur la réaction des groupements éthers vinyliques du

plasmalogene avec I'iode suivit a 355 nm.
i) Mode opératoire

Un volume de 100 pL d’extrait lipidique a été évaporé sous courant d’azote puis repris
dans 0,5 mL de méthanol. Un volume de 0,5 mL de réactif d’iode a été ajouté au mélange. Le
mélange a été agité vigoureusement pendant 1 minute et laissé a température ambiante pendant
10 minutes. Un tube contréle a été exécuté simultanément dans lequel I'échantillon a été omis.
Aprés addition de 4,0 mL d'éthanol a 95%, le mélange a été agité vigoureusement et
I'absorbance lue a 355 nm contre le blanc dans lequel 0,5 mL de Kl a 3% a été ajouté a

’échantillon a la place du réactif d’iode.
iii) Expression des résultats

Les teneurs en plasmalogenes totaux des échantillons ont été calculées a I'aide de la

formule suivante :

DO(contrdle d'iode) — DO (échantillon) y
ex|l

(moles de groupes vinyls) = fd
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DO : densité optique
g: coefficient d'extinction molaire de I'iode a 355 nm (27500 Mtcm?)
I : longueur de la traversée du faisceau optique en cm, soit : 1
fd : facteur de dilution
Les résultats ont été exprimes dans le cerveau en nmoles de groupes vinyle / mg de protéine

totale et dans les érythrocytes et le plasma en mmoles de groupes vinyle / L (mM).

> Dosage des triglycérides (Fossati et Principe, 1982)
) Principe

Sous I’action de la lipoprotéine lipase (LPL) (EC 3.1.1.34), le glycérol produit par
hydrolyse enzymatique des triglycérides, est phosphorylé par I’ATP pour produire le glycérol-
3-phosphate et I’ADP a travers une réaction catalysée par la glycérol kinase (GK) (EC 2.7.1.30).
La glycérol-3- phosphate oxydase (GPO) (EC 1.1.3.21) catalyse ensuite 1’oxydation du
glycérol-3-phosphate pour produire le dihydroxyacétone-3-phosphate et H.O>. Ce dernier se
combine au 4-aminoantipyrine et au 4-chorophénol pour former la quinonéimine sous
I’influence catalytique de la peroxydase (POD) (EC 1.11.1.9). L’intensité de la coloration est

proportionnelle a la concentration des triglycérides présents dans I’échantillon.

o
]
o (|7H2*O*C* R1 Lipoprotéine lipase |CH2*OH o
]
szCfOfCl-' > |CH—OH + R-C-0
Ii
CH2-0-C-Rs CH2—-OH
Triglycérides Glycérol Acides Gras
CHz—OH CHz— OH
I GK |
from o+ AP ——————  cH-OH +  ADP
CHz—OH CHz—O-P Adénosine
Adénosi .
Glycérol i dﬁgfs;]r;fe Glycerol-3- diphosphate
phosp phosphate
cl Yo
Ha 0 POD T
2H,0, + | NfN© + e + HCl +H0
I
4-Aminoantipyrine
OH ')
4-Chlorophénol Quinonéimine
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i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique étiquetés blanc, étalon et essai, ont éte introduits
respectivement 10 L. d’eau désionisée (blanc), d’étalon ou d’échantillon a analyser et 1000 pL
de réactif. Les tubes ont été homogénéisés et incubés pendant 5 minutes a 37 °C. L’absorbance

a été lue a 505 nm contre le blanc.
iii) Expression des résultats

La concentration en triglycérides dans le plasma est calculée selon la formule suivante :

Absorbance de l'essai

[Triglycérides](mg/dL) = X [étalon] (mg/dL)

Absorbance de 1'étalon
Concentration étalon = 200 mg/dL

Conversion en unité SI (mmol/L) : [triglycérides] mg/dL x 0,0113

11.2.5.4.3. Dosage des marqueurs du métabolisme du glucose

> Dosage du glucose (Bergmeyer et Bernt, 1974)
)} Principe

C’est une méthode enzymatique basée sur 1’oxydation du glucose en acide gluconique
et peroxyde d’hydrogéne par la glucose oxydase. Le peroxyde d’hydrogene formé réagit avec
le O-dianisidine en présence de la peroxydase pour former un produit coloré. La O-dianisidine
oxydé réagit avec I’acide sulfurique pour former un complexe coloré plus stable. L intensité de
la couleur rose est mesurée a 540 et est proportionnelle a la concentration de glucose présente
dans 1’échantillon.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en plastique contenant un volume de 50 puL d’échantillon,
ou standard ou blanc (eau désionisée), la réaction a été initiée par ajout de 250 pL du réactif
(Annexe 11). Le mélange a été incubé pendant 30 minutes a 37°C. La réaction a été stoppée par
ajout de 250 pL de H>SOs dans chaque tube. Les tubes ont été agités vigoureusement.

L’absorbance a été mesurée a 540 nm contre le blanc.
iii) Expression des résultats

La concentration en glucose est déterminée par la relation :

DOechantillon
DO standard

[glucose lechantillon (umol/mL) = X [glucose]standard
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Les résultats ont éte exprimés en umol/g de tissus frais dans le cerveau et en mmol/L dans

le plasma.
> Dosage de activité de la lactate déshydrogénase (LDH) (Bergmeyer et Bernt, 1963)
1) Principe

En présence de pyruvate et de NADH/H", la LDH produit du lactate et le NAD". Selon
la réaction suivante :

Pyruvate + NADH/H® ———  L- Lactate + NAD"

Cette cinétique peut étre évaluée a I’aide du NADH, en effet le NADH absorbe a 340 nm et par
conséquent 1’activité de la LDH a été évaluée en suivant la décroissance de 1’absorbance a 340

nm.
i) Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse et en plastique contenant un volume de 2,85 mL de pyruvate,
ont ét¢ introduits 50 pL d’une solution de NADH. La réaction a été initiée par ajout de 100 pL
d’homogénat ou d’eau distillée (blanc). Les tubes ont ét¢ homogéinisés et la variation de
I’absorbance a été suivie dans une cuve a 340 nm et a 30°C pendant 5 minutes chaque minute.

La variation de densité optique par minute a été mesurée.
iii) Expression des résultats

Une unité enzymatique est définie comme la quantité qui forme 1 umol de NAD™ par

minute a 30° C

ADO v

AS = X
> exXlxSn VXxXC

AS : Activité spécifique LDH en pmol.min"t.mg de prot.™

ADO : variation de densité optique par minute a 340 nm

| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

enapH: coefficient d’extinction molaire du NADH a 340 nm (6,22 mM*.cm™).
SnnabH : nombre stoechiométrique du NADH dans I’équation de la réaction, soit : 1
V : volume de I’échantillon (mL)

V : volume totale de la réaction (mL)

C : quantité de protéine totale de I’extrait enzymatique (mg)
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Dosage de ’activité de I’ Aconitase (Krebs et Holzach, 1952)
)] Principe

L’aconitase est une enzyme du cycle de I’acide citrique. Cette protéine catalyse la
réaction d'interconversion du citrate en isocitrate via le cis-aconitate. Le dosage consiste a

mesurer le cis-aconitate absorbant a 240 nm.).

Aconitase Aconitase
L-Citrate «———> Cis-aconitate (A 240 nm) <«<——>isocitrate

i) Mode opératoire

Des tubes a hémolyse en plastique contenant des volumes de 495 pL de tampon Tris-
HCI, 50 pL de chlorure de manganése, 200 pL d’isocitrate de sodium, et 230 uL d’eau distillée
ont été incubés pendant 5 minutes & 37°C. La réaction a été initiée par ajout de 25 pL
d’homogénat de cerveau. La variation de I’absorbance a été suivie dans une cuve a 240 nm et a
37°C contre le blanc pendant 240 secondes toutes les 30 secondes. La variation de densité

optique par minute a été mesurée.

iii) Expression des résultats
L’activité enzymatique en nmol de cis-aconitate/minute/mg de protéine a été déterminée

selon la formule suivante :

ADO
AS =

— X x 103
exXlxSn VXC 0

AS : Activité spécifique aconitase en nmol.mint.mg de prot.™

ADO : variation de densité optique par minute a 240 nm

| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

eaco: coefficient d’extinction molaire du cis-aconitate a 240 nm (3,6 mM2t.cm™).

Snaco : nombre stoechiométrique du cis-aconitate dans 1’équation de la réaction, soit : 1
C : quantité de protéine totale de I’extrait enzymatique (mg)

11.2.5.4.4. Dosages des parametres plasmatiques de toxicité

» Dosage de activité des transaminases (Franckel, 1957)
)] Principe

L’ASAT : Aspartate amino transférase (EC 2.6.1.1) catalyse le transfert du groupement
amine de I’acide L-aspartique sur I’a-cétoglutarate pour former I’oxaloacétate et le L-glutamate

suivant 1’équation :
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CHz; - COCH

CH, - COOH éHZ CH, - COOH Clle — COOH
| b= ¢-o0 CH,
HzN — CH — COOH =0 — . + |
¢OOH OCH HoN — CH — COOH
Aspartate ,
a —céto glutamate Oxaloacetate Glutamate

L’ALAT : Alanine amino transférase (EC 2.6.1.2) catalyse le transfert du groupement

amine du L-alanine sur 1’a-cétoglutarate pour former le pyruvate et le L-glutamate

suivant I’équation :

CH, — COOH
CHs é " ?He, C|:H2 — COOH
HN_CH-cooH *+ &=o0 4—_,5:0 + CHe
t00H OOH H,N — CH — COOH

Alanine Pyruvate Glutamate

a —Ccéto glutamate

L’oxaloacétate et le pyruvate formés réagissent avec le 2,4-dinitrophénylhydrazine (2,4-
DNPH) pour donner le 2,4-dinitrophénylhydrazone (complexe de couleur brun). L’intensité de
la coloration est directement proportionnelle a la quantité d’oxaloacétate ou de pyruvate qui

présente un maximum d’absorption a 505 nm contre le blanc.

e Evaluation de Pactivité de ' ASAT

Cent microlitres (100 uL) de la solution de substrat (Annexe 12) ont été introduits dans les
tubes. Ces tubes ont ensuite été pré-incubés a 37°C pendant 5 minutes, puis 20 uL d’échantillon
ont été ajoutés dans les tubes essais. Aprés homogénéisation, ils ont été incubés a 37 °C pendant
1 heure et 100 pL du réactif de coloration ont ensuite été ajoutés. Les tubes ont été laissés a
température ambiante pendant 20 minutes, puis la réaction a été arrétée par ajout de 1 mL de
NaOH. Les absorbances ont été lues a 505 nm. L’étalonnage a été réalise comme suit (Tableau
IX):

Tableau IX: Préparation des tubes pour I’étalonnage de 1’activité des transaminases

Tubes 1 2 3 4 5 6
Eau distillée (mL) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Substrat GOT (mL) 0,1 0,09 0,08 0,07 0,06 0,05
Pyruvate de sodium (mL) 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
DNPH 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
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Incubation 20 minutes a température ambiante
NaOH (mL) 1 1 1 1 1 1

Laisser a température ambiante pendant 5 minutes et lire la DO a 505 nm contre le

blanc

Activités correspondantes
GOT (unités d’ASAT/mL) | 00 22 55 95 150 215
GPT (unités d’ALAT/mL) | 00 25 50 83 126 200

e Evaluation de activité de I' ALAT
Pour ’ALAT (substrat ALAT Annexe 12), le protocole suivi était le méme que celui décrit

précédemment a la seule différence que le temps d’incubation était de 30 minutes.

i) Expression des résultats
Les activités des transaminases ont été déterminées a I’aide des équations des
régressions linéaires issues des courbes d’étalonnage (Annexe 21). Ces activités ont été

exprimées en unité internationale par millilitre (Ul/mL).

Unité d’ASAT/mL = DO échantillon / 0,0009

Unité ’ALAT/mL = DO échantillon / 0,0008

DO= Densité optique
0,0009 = Coefticient directeur de la droite issue de I’étalonnage de ’ASAT
0,0008 = Coefticient directeur de la droite issue de I’étalonnage de ’ALAT

» Créatinine
)} Principe (Bartels et al., 1972)

En milieu alcalin, la créatinine forme un complexe jaune-orangé avec 1’acide picrique,
qui absorbe a 520 nm. L’intensité¢ de la coloration étant fonction de la concentration de la

créatinine dans le milieu.

\H CH; o
CH; . ‘
\C ‘ C/O ON NaOH \—N—CHQ—C/
—N—CHQ— ' N{/ \0 +H,0

OzN NO;

Créatinine
Acide picrique

Complexe jaune orangé  N©z 85
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i) Mode opératoire
Dans un tube a essai, 100 uL d’échantillon ont été ajoutés a 1 mL de la solution de travail
(Annexe 13). Aprés agitation, I’absorbance a été lue a 520 nm a 30 et a 90 secondes apres

stabilisation du mélange.

iii) Expression des résultats

La concentration en créatinine a été déterminée a partir de 1’étalon créatinine

ADO (échantillon)

DO (étalon) X concentration étalon (uM)

Créatinine (uM) =

DO : densité optique

ADO : variation de densité optique par minute a 520 nm

Concentration de I'étalon= 177,80 pM

11.2.5.4.5. Dosages de protéines totales (Lowry et al., 1951)
i) Principe
La méthode repose sur la capacité des groupements azotés des peptides a réagir avec les
ions cuivriques (Cu?*) en milieu alcalin et sur la réduction de I’acide phosphotungstique du
réactif de Folin-Ciocalteu en hétéropolymolybdénum de couleur bleue par I’oxydation des
acides aromatiques catalysée par le cuivre. L’absorbance est directement proportionnelle a la
concentration protéique.
i) Mode opératoire
Dans des tubes a hémolyse et en plastique ont été introduits 100 pL d’échantillon ou de
NaCl (blanc) et 1000 pL du réactif 1 (Annexe 14). Le mélange a été incubé a 25°C pendant 10
minutes, puis 100 pL du réactif 2 (Annexe 14) ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a été
incubé a 25°C pendant 30 minutes. L’absorbance a été lue a 750 nm. La gamme d’étalon a été

réalisée comme suit (Tableau X) :

Tableau X : Préparation des tubes pour 1’étalonnage des protéines totales

Tubes test 0 1 2 3 4 5 6

Standard 0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
BSA (mL)

Nacl 09% | 0.1 0,09 0,08 0,06 0,04 0,02
(mL)

Conc BSA 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
(mg/mL)
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Réactif (1 1 1 1 1 1 1 1
mL)

Réactif 2| 0,1 0.1 01 0.1 0.1 0.1 0.1
(mL)

iii) Expression des résultats
La concentration en protéine totale a été déterminée a partir de 1’équation de régression

linéaire issue de la courbe d’étalonnage (Annexe 22) réalisée avec la solution de BSA .

Concentration protéique (mg/mL) = DO échantillon / 0,185

DO= Densité optique
0,185 = Coefficient directeur de la droite issue de 1’étalonnage

11.2.5.5. Etudes histopathologiques

Les lésions tissulaires au niveau de I’hippocampe ont été étudiées en utilisant les
techniques de marquage des coupes a I’hématoxyline-éosine (H&E) et de marquage des coupes

au crésyl violet.

11.2.5.5. 1. Marquage a I’hématoxyline-éosine (H&E) (Schmued et al., 1997)
i) Principe

La coloration a I’hématoxyline & ¢€osine (H&E) est la méthode de coloration la plus
courante pour matériel histologique. Le fonctionnement est un procédé physico-chimique. Dans
un premier temps, le colorant du noyau chargé positivement (I’hématoxyline) se fixe sur les
groupes phosphates chargés négativement des acides nucléiques du noyau cellulaire. Les
noyaux prennent alors une couleur variant entre le bleu foncé et le violet foncé. La seconde
étape réside dans la contre-coloration a un colorant xanthéne anionique chargée négativement
(éosine). Le colorant se fixe aux protéines plasmatiques chargées positivement. Le cytoplasme
et les substances intercellulaires se colorent en rose a rouge, les érythrocytes apparaissent en
jaune a orange. Le H&E reproduit le méme schéma de marquage des neurones dégénérés que

celui obtenu avec d’autres marqueurs tels que fluoro-jade B.
i) Protocole

Une coloration a I’hématoxyline & éosine a été réalisée sur une série de coupes suivant le

protocole de Suvarna et al. (2019).
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» Recoupe ou “trimming”

Apreés fixation, une coupe transversale de tissu de cerveau de rate a été prélevee et placee

dans des cassettes en plastique préalablement étiquetées.
> Déshydratation

Au cours de cette étape, les cassettes ont préalablement été introduites, a une duree
déterminée, dans 6 bacs contenant de 1’alcool éthylique de degrés croissants : 1 bac d’éthanol
70° (1 h), 2 bacs d’éthanol 95° (1 h et 1 h 30), et 3 bacs d’éthanol 100° (1 h, 1 h 30 et 2 h)
(déshydratation proprement dite). Aprés la sortie du 3° bac d’alcool 100°, les cassettes ont
séjourné dans deux bains de xyléne pendant 1 h et 1 h30 respectivement (éclaircissement), puis
dans une série de 3 bacs de paraffine en fusion (60°C) a raison de 1 h, 1 h30 et 2 h

respectivement (imprégnation).
» Inclusion

L’inclusion permet de fournir un support externe solide aux tissus en vue de la
réalisation de coupes fines. Les portions d’organe ont été placés selon un sens d’orientation
déterminé dans des moules en acier inoxydable, puis la surface du moule a été recouverte par
la base de la cassette et le moule a été rempli de paraffine en fusion. Le tout a été mis a solidifier

sur une plaque réfrigérante.
» Coupe

Des coupes sériées, dans le plan frontal des blocs de paraffine contenant les organes, ont
été réalisées a ’aide d’un microtome Reichert-Jung 2030. Les séries réalisées avaient une
épaisseur de coupe de 25 um. Les sections de rubans obtenues ont été¢ mises a déplisser dans un
bain marie (40°C) contenant de 1’eau gélatinée (1 %o), puis récupérées sur des lames porte objet
propres préalablement étiquetées. Les lames ont ensuite séjourné pendant 24 heures dans une
étuve a 45°C.

» Coloration

La coloration permet d’obtenir une différenciation tinctoriale des éléments cellulaires
ou tissulaires. Au cours de cette etape, les coupes ont subi un déparaffinage et une réhydratation
avant d’étre colorées. Lors du déparaffinage, les coupes ont séjourné dans 3 bains de xyléne (5
minutes par bain). Elles ont par la suite été réhydratées en passant successivement dans des
bains d’alcool de degrés décroissants (3 bains d’éthanol 100°, 1 bain d’éthanol 95°, et un bain
d’éthanol 70°) et rincées a 1’eau distillée a raison de 5 minutes. Les lames ont été plongées dans

I’hématoxyline de Mayer (substance basophile qui colore les composants nucléaires en bleu-
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noir) pendant 10 minutes puis rincées a I’eau courante. Ensuite, elles ont été plongées
successivement dans des bacs contenant de 1’éthanol 70° et 90°, 5 minutes par bain. Les lames
ont sé¢journé 5 minutes dans de 1’éosine alcoolique 0,5 % (substance acidophile qui colore le

cytoplasme en rose-rouge).
» Montage et observation

Apres la coloration, les lames ont été déshydratées dans trois bains d’éthanol 100° puis
éclaircies dans trois bains de xyléne (5 minutes par bain). Une fois sortie du xylene, quelques
gouttes de résine ont été déposées sur les coupes, puis ces dernieres ont été recouvertes a 1’aide
de lamelles de verre pour observation au microscope. Le microscope (Scientico STM-50)
utilisé, était muni d’une caméra digitale de marque Celestron 44421 connectée a un ordinateur
Toshiba Tecra A9. Le logiciel digital microscope suit 2.0 a été utilisé pour la prise des

microphotographies.

11.2.5.5.2. Marquage au creésyl violet (Franklin et Paxinos, 1997)
i) Principe
La coloration au crésyl violet est utilisée pour étudier la morphométrie ; c’est un
marqueur histologique classique du neurone car il colore les nucléoles du noyau (-violet) et les
corps de Nissl (Violet), organites spécifiques du corps cellulaire du neurone. La densité de
marquage est directement proportionnelle a la quantité des corps cellulaires neuronaux. L’étude
structurale peut étre appréhendée soit par mesure de la largeur ou de I’épaisseur lorsqu’il s’agit
de faisceaux de fibres soit par mesure de la surface lorsque les limites de la structure sont
définies, ou soit encore par mesure de 1’absorbance des structures nerveuses colorées au crésyl-
violet, celle-ci donnant une mesure de la densité tissulaire (fibres et cellules). L ’association des
deux mesures (surface et pourcentage d’absorbance) renseigne sur la nature de la 1ésion
tissulaire. En effet, lorsque une atrophie tissulaire est constatée (diminution de surface), le
pourcentage d’absorbance du marquage au crésyl-violet peut varier. Une diminution de densité
de marquage signe une perte cellulaire ; une augmentation de densité de marquage peut signifier
en revanche, soit une perte des fibres afférentes ou de passage sans perte cellulaire (la structure
se contracte, les corps cellulaires se rapprochent les uns des autres augmentant la densité de
marquage.
i) Protocole
Une coloration au crésyl violet a été réalisée sur une série de coupes suivant le protocole

de Suvarna et al. (2019).
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> Fixation

Des coupes de tissu montées sur des lames gélatinées ont été fixées a la formaline pendant
24 heures. Elles ont ensuite été rincées dans de 1’eau distillée (1 ringage rapide suivi d’un
rincage de 5 min).
» Degraissage
Le dégraissage des tissus s’est effectué par trempages successifs (3 min chacun) des
lames dans une série ascendante puis une série descendante de bains d’alcool, (alcool 50°, 70°,
96°, 100°(2 fois), xyleéne, 100° (2 fois), 96°, 70°, 50°). Le rincage des lames s’est fait a I’eau

distillée pendant 5 min.
» Coloration des lames

La coloration des lames s’est faite par immersion pendant 30 min dans la solution de
crésyl Violet. Un ringage rapide des lames a été effectué pour éliminer I’excés de colorant,
ensuite les lames ont été immergées dans une série de bains d’alcool 50°, 70°, 96°, 100° (2

fois), xyléne (2 fois), 3 min chacune.
> Déshydratation

La déshydratation sert a différencier la coloration (la myéline perd la coloration alors
que le corps cellulaire la conserve). Cette différenciation est accélérée en acidifiant légérement

les bains d’alcool 70° et 96° avec de ’acide acétique.
» Montage des lames

Les corps de Nissl sont colorés en violet, le corps cellulaire neuronal en violet pale et
les nucléoles du noyau en bleu-violet. L’observation s’est faite a 1’aide d’un microscope
(Scientico STM-50), muni d’une caméra digitale de marque Celestron 44421 connectée a un
ordinateur Toshiba Tecra A9. Le logiciel digital microscope suit 2.0 a été utilisé pour la prise

des microphotographies. L’ histomorphométrie a été réalisée grace au logiciel Image J 1.3.

11.2.6. Analyses statistiques

Le logiciel SPSS (Statistical Package for Social Science) version 17.0 pour Windows a
été utilisé pour I’analyse statistique des résultats. Le test ’ANOVA (Analysis Of Variance) a
un facteur suivi d’un test post-hoc (LSD) a éte utilise pour comparer les moyennes des différents
groupes. Tous les resultats ayant un p < 0,05 ont été considérés comme significatifs. Les
résultats ont été exprimés sous la forme de moyenne + écart-type ou moyenne * erreur sur la

moyenne.
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L CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION\‘




I111.1. Résultats

I11.1.1. Teneurs en composés bioactifs et potentiel antioxydant des extraits aqueux,
hydroéthanolique et éthanolique d’A. congolensis

I11.1.1.1. Teneurs en composés phénoliques
Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en proanthocyanes des extraits

d’écorces de A. congolensis ont été exprimées sous forme de moyennes + écart-types et

représentées dans le tableau XI.

Tableau XI : Teneurs en composés bioactifs des extraits d’A. congolensis

Composés bioactifs EAAC EHEAC EEAC
Polyphénols totaux (mg EAG/g 12,50+0,63 44,82+1,47 28,77+2,39
MS)
Flavonoides (mg EQ/g MS) 7,81+0,022 27,610,228 14,93+0,133
Proanthocyanes (mg EAC/g 3,06+0,250 14,37+0,50 6,600,179
MS)

EAAC : Extrait aqueux d’Autranella congolensis ; EHEAC : extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis ;
EEAC : extrait éthanolique d’Autranella congolensis ; EAG : équivalent acide gallique ;EQ : équivalent

quercétine ; EAC : équivalent acide cyanidique ; MS : matiére seche

Ces résultats montrent que tous les trois extraits contiennent les composés bioactifs
d’intérets. Cependant, les teneurs en polyphénols totaux sont plus élevées au niveau de 1’extrait
hydroéthanolique (EHEAC), suivi des extraits éthanolique (EEAC) et aqueux (EAAC) :
EHEAC> EEAC > EAAC. Les teneurs en flavonoides et proanthocyanes suivent la méme
logique que ceux des polyphénols : EHEAC > EEAC > EAAC.

111.1.1.2. Potentiel antioxydant des différents extraits

Le potentiel antioxydant de trois extraits a été mesuré a travers trois méthodes. Les résultats

sont présentés sous forme de CP50 :
» Capacité antioxydante totale des extraits

La figure 25 ci-dessous présente la capacité antioxydante totale des extraits.
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Figure 25 : Capacité antioxydante des extraits
EAAC : Extrait aqueux d’Autranella congolensis ; EHEAC : extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis ;

EEAC : extrait éthanolique d’Autranella congolensis.

Les résultats montrent que la capacité antioxydante totale de 1’extrait hydroéthanolique
(EHEAC) est la plus importante suivie des extraits éthanolique (EEAC) et aqueux (EAAC) :
EHEAC > EEAC > EAAC.

> Piégeage du radical DPPH*

L’activité anti-radicalaire des différents extraits d’A. congolensis vis-a-vis du radical

DPPH* exprimée en CPso (ug/mL) est présentée dans la figure 26 ci-dessous.
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Figure 26 : Concentrations de piégeage 50 du radical DPPH*® des extraits et de la quercétine.
EAAC : Extrait aqueux d’Autranella congolensis ; EHEAC : extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis ;
EEAC : extrait éthanolique d’Autranella congolensis ; QUER : Quercétine.

Il en ressort que I’activité anti-radicalaire DPPH de ’EHEAC était plus importante que
celles des extraits éthanolique et aqueux. Mais cette activité était inférieure a celle de la
quercétine : QUER >EHEAC > EEAC > EAAC.

> Piégeage du radical NO

L’activité anti-radicalaire des différents extraits d’A. congolensis vis-a-vis du radical NO

exprimée en CPso (ug/mL) est présentée dans la figure 27 ci-dessous.
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Figure 27: Concentrations de piégeage 50 du radical NO des extraits et de la quercétine.

EAAC : Extrait aqueux d’Autranella congolensis ; EHEAC : extrait hydroéthanolique d’Autranella congolensis ;

EEAC : extrait éthanolique d’Autranella congolensis ; QUER : Quercétine

Il en ressort que 1’activité anti-radicalaire NO de ’EHEAC était plus importante que celles
des extraits éthanolique et aqueux. Mais, cette activité était inférieure a celle de la quercétine :
QUER >EHEAC > EEAC > EAAC.

> Chélation du fer (Fe?)

L’activité chélatrice des différents extraits d’A. congolensis vis-a-vis de 1’ion Fe?* exprimée

en CPso est présentée dans la figure 28 ci-dessous.
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Figure 28: Concentrations de piégeage 50 des ions Fe?* des extraits et de la quercétine.
EAAC : Extrait aqueux d’Autranella congolensis ; EHEAC : extrait hydroéthanolique d’Autranella

congolensis ; EEAC : extrait éthanolique d’Autranella congolensis ; QUER : Quercétine

Les résultats indiquent que ’EHEAC a la meilleure efficacité chélatrice suivi de I’extrait
aqueux et enfin de I’extrait éthanolique. Les extraits sont plus efficaces que la quercétine.

EHEAC > EEAC > EAAC > QUER.

L’extrait hydroéthanolique présente donc le meilleure activité antioxydante in vitro. Il

a donc été choisi pour la suite de I’étude.
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I11.1.2. Composés majoritaires de "TEHEAC et effet de PEHEAC sur les marqueurs

du stress oxydant chez un modéle animal de neurotoxicité induit par le chlorure

d’aluminium

I11.1.2.1. Composés majoritaires de PTEHEAC

Afin d’obtenir des informations sur la nature des principaux constituants de 1’extrait

hydroéthanolique des écorces d’A. congolensis (EHEAC) celui-ci a été analysé par HPLC/SM.

Le chromatogramme obtenu (Figure 29) fait apparaitre cing composés majoritaires.
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Figure 29 : Profil chromatographique de I'extrait hydroéthanolique d'A. congolensis

L’analyse du spectre de masse (Figure 29a), du premier composé (composé le plus

polaire) indique un ion moléculaire a m/z 291 [M+H]" et un ion fils avec I’ion adduit sodique

am/z 313 ([M+Na]*) d’ou un poids moléculaire de 290 Da. D’aprés la littérature, un flavonoide

de méme masse, la (+)-catéchine a été précédemment isolé de 1’extrait méthanolique des

écorces d’A. congolensis, laissant supposer que ce composeé pourrait étre ce flavonoide.
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Figure 29 a: Spectre de masse du composé A
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L’analyse du spectre de masse du second composé (figure 29b) révele un ion a m/z 563

([M+H]") ainsi qu’un ion fils avec I’ion adduit sodique a m/z 585 ([M+Na]"). La masse

94



moléculaire de ce composé correspondrait donc a 562 Da. Un composé de méme masse
moléculaire a été isolé des écorces d’A. congolensis, 1’acide 24-feruloyltetracosanoique. Ce

composé serait donc identifi¢ comme étant 1’acide 24-feruloyltétracosanoique.
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Figure 29 b : Spectre de masse du composé B

L’analyse du spectre de masse du 3™ composé (Figure 29¢) révéle un ion a m/z 152
([M+H]"), ainsi qu’un ion fils avec I’ion adduit sodique a m/z 174 ([M+Na]*). La masse
moléculaire de ce composé correspondrait donc a 151 Da. Dans la littérature, cette masse
moléculaire ne correspond a aucun composé deja isolé dans cette plante ou identififié comme

constituant du genre Mimupsos ou de la famille des sapotacées.
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Figure 29 c : Spectre de masse composé C

L’analyse du spectre de masse du 4°™ composé (Figure 39d) révele un ion a m/z 274
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([M+H]"), ainsi qu’un ion fils avec I’ion adduit sodique a m/z 296 ([M+Na]*). La masse
moléculaire de ce composé correspondrait donc & 273 Da. Dans la littérature, cette masse
moléculaire ne correspond & aucun composé déja isolé dans cette plante ou identififié comme

constituant du genre Mimupsos ou de la famille des sapotacees.
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x105 | 1+
274.2744

4 -

3

2 -

2+
322.1853
1+
14 296.2563 24
313.1805
262.1775
230.2483
343.2660
[ NN LLIAHI N YT Iklnlk W A lmkuul‘l TWPEE WS | TN
220 240 260 280 300 320 340 360 mz

Figure 29 d : Spectre de masse du composé D

L’analyse du spectre de masse du composé 5 révele un ion a m/z 449 qui correspondrait
a la formation d’un adduit avec I’ion sodique [M+Na]*. Ce composé présente également un ion
fils m/z 875 ([2M+Na]*). La masse moléculaire de ce composé E correspondrait donc 426 Da.

Ce compos¢ serait probablement le taraxérol précédemment isolé de 1’écorce de la plante.
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Figure 29 e : Spectre de masse du compose E

Le Tableau XII résume la nature et la formule brute de chaque composé identifié dans
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L’EHEAC::

Tableau XI1 : Composés identifiés par HPLC/MS dans 1I’extrait hydroétanolique
d’Autranella congolensis

Masse molaire Composés identifiés Formule Classe de
brute composeé
290 Catéchine C15H1406 Flavonoide
562 Acide 24- C3z4Hs5606 Acide
feruloyltetracosanoique phénolique
426 Taraxérol C3oHs00 Triterpene
pentacyclique

111.1.2.2. Effet de L’EHEAC sur les marqueurs du stress oxydant in vivo

Afin mesurer la capacité de I’extrait hydroéthanolique d’A. congolensis a prévenir le stress
oxydant et d’améliorer le statut antioxydant des rates intoxiquées au chlorure d’aluminium,
nous avons mesuré au niveau cerébral et périphérique les concentrations de dienes conjugués,
de MDA (marqueurs de la peroxydation lipidique). Nous avons également mesuré les
concentrations de protéines carbonylées et thiols protéiques (marqueurs de 1’oxydation des
protéines). Nous avons enfin mesuré les activités de la SOD, catalase et la GPx. Les résultats

sont consignés dans les figures ci-dessous

» AU niveau cérébral

= Dienes conjugués et malondialdéhyde ceérébraux

Les figures 30 et 31 ci-dessous présentent les taux de diénes conjugués (DC) et de

malondialdéhye (MDA) au niveau cérébral.

La formation de DC (figure 30), ainsi que la génération de MDA (figure 31) étaient
significativement (p < 0,05) augmentées chez le groupe de rates témoin positif (CP) comparées
au groupe de rates normales (CN). La co-administration de I’extrait (150 mg/kg) empéchait
significativement (p < 0,05) la formation des DC et diminuait significativement (p < 0,05) la
géneration de MDA comparées au groupe de rates témoin positif. La vitamine empéchait trés
peu la formation de DC et ne prévenait pas par conséquent la génération de MDA.
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Figure 30 : Effet protecteur de ’EHEAC contre la formation de diénes conjugués dans le

cerveau

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 31: Effet protecteur de ’EHEAC contre la génération de MDA dans le cerveau

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICI; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par 1’AICl5

+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl; + I’EHEAC.
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= Protéines carbonylées cérébrales et thiols protéiques cérébrales

Les figures 32 et 33 ci-dessous présentent les concentrations en protéines carbonylées

et thiols protéiques au niveau cérébral.
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Figure 32: Effet protecteur de ’EHEAC contre 1I’accumulation des protéines oxydées dans le

cerveau

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI5
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + '’EHEAC.
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Figure 33: Effet protecteur de ’EHEAC contre 1’0xydation des thiols protéiques dans le

cerveau

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
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par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI5
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl; + '’EHEAC.

Une accumulation significative (p < 0,05) des protéines oxydées (carbonyées) était
observée chez le groupe de rates témoin positif (CP) comparée au groupe de rates normales
(CN). Aucune variation significative (p <0,05) des taux d’oxydation de thiols protéiques n’était
observée entre les groupes de rates témoin positif et normaux. La co-administration de
I’EHEAC (150 mg/kg ou 300 mg/kg) empechait significativement (p < 0,05) I’accumulation
des protéines oxydées (carbonylées) (61%). A la dose de 150 mg/kg, I’extrait empéchait
significativement (p < 0,05) Ioxydation des thiols protéiques comparée au groupe de rates
témoin positif. La supplémentaion en vitamine E diminuait 1’accumulation des protéines

oxydées mais significativement moins que ’EHEAC.
= Activités de la Superoxyde dismutase (SOD), catalase et la gluthation
peroxydase (GPx)
Les figure 34, 35, 36, présentent les activités de la SOD, catalase et GPx totale au niveau

cérébral.
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Figure 34: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de la superoxyde dismutase cérébrale

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICL; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par I’AICl5
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AIClz + I’EHEAC.
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Figure 35: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la catalase cérébrale

CN : rates témoins ; CP : AICls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p <0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + '’EHEAC.
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Figure 36 : Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de la glutathion peroxydase cérébrale
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’ AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; &( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.

Aucune variation significative (p < 0,05) de I’activité de la SOD n’était observée entre
les groupes de rates témoin positif et normales. En revanche, une diminution significative (p <
0,05) des activités de la catalase et de la GPx était observée chez le groupe de rates témoin
positif comparée au groupe de rates normales. La co-administration de ’EHEAC (150 mg/kg
ou 300 mg/kg) augmentait significativement (p < 0,05) I’activité¢ de la catalase et celle de la

GPx comparées au groupe de rates témoin positif. La supplémentaion en vitamine E diminuait
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davantage ’activité de la catalase et augmentait celle de la GPx mais statistiquement moins que
I’EHEAC.
» Effet de PEHEAC sur les parameétres du stress oxydant au niveau périphérique
(plasma et érythrocytes)
= Capacité antioxydante totale plasma et résistance a I’hémolyse
Les figures 37 et 38 ci-dessous présente la capacité antioxydante totale plasmatique et

la capacité des erythrocytes a résister contre I'
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Figure 37 : Effet stimulateur de "EHEAC sur la capacité antioxydante totale plasmatique

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICl; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 38 : Effet protecteur de ’EHEAC contre I’hémolyse induite par les radicaux libres
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées

uniquement par I’AICI; ; #('p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par 1’AICI5 et celles

traitées par I’AICl; + EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou

galantamine et celles traitées par I’AICIs + ’EHEAC.
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Le groupe de rates témoin positif présentait une diminution significative de la capacité
antioxydante totale plasmatique (p < 0,05) et une diminution non significative (p < 0,05) de la
capacité des érythrocytes a résister a I’hémolyse induite par les radicaux libres comparées au
groupe de rates normales. L’administration concomitante de ’EHEAC (150 ou 300 mg/kg)
améliorait significativement (p < 0,05) la capacité antioxydante totale plasmatique et renforcait
la capacité des érythrocytes a lutter contre 1’hémolyse induite par les radicaux libres. La
supplémentaion en vitamine E augmentait la capacité antioxydante totale plasmatique et la
capacité des érythrocytes a résister a I’hémolyse. L’effet de ’EHEAC sur ces deux parametres

était statistiqguement plus important que celui de la vitamine E.

= Concentrations en diénes conjuguées et malondialdéhyde dans le plasma et les

érythrocytes

Les figures 39, 40, 41 et 42 ci-dessous présentent respectivement les taux de DC et MDA

plasmatiques et érythrocytaires.
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Figure 39: Effet protecteur de ’EHEAC contre la formation des diénes conjugués dans le

plasma

CN : rates témoins ; CP : AICl3z ; AC 150 : AICIz + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement

par I’AICL; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AlCl; et celles traitées par I’AICls

+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E OU galantamine et celles

traitées par I’AICls + ’EHEAC.
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Figure 40: Effet protecteur de 'EHEAC contre la génération de MDA dans le plasma

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICIs + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICIs + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + '’EHEAC.

w
o
)

*

NN
o un
I I

¥
¥
e
oyl
¥
'.-

[
w
1

Ry

"
1
"

i
1
M
e
1
1
o

o
L

CN CP AC150 AC300 VE100 GAL2
Groupes expérimentaux

DC eérythrocytaires (UM)
=
o

Figure 41: Effet protecteur de ’EHEAC contre la formation des dienes conjugués dans les
érythrocytes
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;

VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par ’AICls
+ EHEAC ; {( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AlCI; + vitamine E OU galantamine et celles
traitées par I’AICl3 + 'EHEAC.
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Figure 42: Effet protecteur de ’EHEAC contre la génération de MDA dans les érythrocytes
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICl5
+ EHEAC ; &( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.

Aucune variation significative (p < 0,05) de la formation des DC et de la génération de
MDA n’était observée entre les groupes de rates témoin positif et normales dans le plasma. En
revanche, les concentrations de ces deux marqueurs étaient significativement augmentées (p <
0,05) dans les érythrocytes. L’administration concomitante de ’EHEAC (150 et 300 mg/kg)
réduisait significativement (p < 0,05) la formation de DC et par conséquent la génération de
MDA comparées au groupe de rates témoin positif dans les érythrocytes. La supplémentaion en
vitamine E réduisait également la formation de DC et de MDA dans les érythrocytes, mais

statistiquement moins que ’EHEAC.
= Protéines carbonylées plasmatiques et érythrocytaires

Les figures 43 et 44 ci-dessous présentent les concentrations en protéines carbonylées

plasmatique et érythrocytaire.
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Figure 43: Effet protecteur de ’EHEAC contre 1’accumulation des protéines oxydées dans le

plasma

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICIs + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AlCIs + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par ’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 44: Effet protecteur de ’EHEAC contre 1’accumulation des protéines oxydées dans les
érythrocytes

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par ’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl3 + 'EHEAC.
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Au niveau du plasma, aucune variation significative (p < 0,05) de I’accumulation des
protéines oxydées (protéines carbonylées) n’était observée entre les groupes de rates témoin
positif et normales. Dans les érythrocytes en revanche, la concentration de ce marqueur était
significativement (p < 0,05) augmentée chez le groupe de rates témoin positif. L’administration
concomitante de PEHEAC (150 et 300 mg/kg) réduisait significativement (p < 0,05)
I’accumulation des protéines oxydées dans le plasma et dans les érythrocytes comparées au
groupe de rates témoin positif. La supplémentation en vitamine E réduisait I’accumulation des
protéines oxydées dans le plasma et dans les érythrocytes. L’effet de ’EHEAC était

statistiquement comparable a celui de la vitamine E.

I11.1.3. Effet de PEHEAC sur la transmission cholinergique, I’homéostasie ionique et les
taux de cholestérol et glycérophospholipides cérébraux
I11.1.3.1. Effet de PEHEAC sur ’activité des cholinestérases

Les figures 45, 46 et 47 présentent respectivement les activités de I’acétylcholinestérase,

la butyrylcholinestérase, ainsi que le rapport BUChE/AChHE au niveau du cerveau.
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Figure 45: Effet inhibiteur de PTEHEAC sur I’activité de 1’acétylcholinestérase cérébrale

CN : rates contrdles ; CP : AICIl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300
mg/kg) ; VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont
présentés en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées
uniquement par [’AICl3 ; #( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI; et celles
traitées par I’AICl; + EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou

galantamine et celles traitées par I’AICls + I’EHEAC.
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Figure 46: Effet inhibiteur de ’EHEAC sur I’activité de la butyrylcholinestérase cérébrale

CN : rates témons ; CP : AlCls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICI; + 'EHEAC.
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Figure 47: Effet de "EHEAC sur le maintien du rapport BUChE/AChE cérébral

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.

L’activité de 1’acétylcholinestérase ne présentait aucune variation significative (p < 0,05)
entre les groupes de rates témoin positif et rates normales. En revanche, une augmentation
significative (p < 0,05) de I’activité de la butyrylcholinestérase, ainsi que du rapport
BuChE/AChE étaient observé chez le groupe de rates témoin positif. L’administration

concomitante de ’EHEAC (150 mg/kg) entrainait une diminution significative (p < 0,05) des
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activités de I’AChE et normalisait I’activité de la BuChE ainsi que du rapport BUChE/AChE
comparées au groupe de rates témoin positif. L’administration de la galantamine quant a elle
entrainait une inhibition de de I’activité de I’AChE, mais induisait une augmentation de

I’activité de la BuChE.
111.1.3.2. Effet de PEHEAC sur I’homéostasie du calcium

» Calcium , magnesium et ratio Calcium/Magnésium (mol/mol)

Les figures 48,49 et 50 ci-dessous présentent respectivement les taux de calcium,

magnésium, ainsi que le rapport calcium/magnésium au niveau cérébral.
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Figure 48: Effet protecteur de 'EHEAC contre I’augmentation du taux de calcium cérébral
CN : rates témoin ; CP : AICls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p <0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.
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Figure 49: Effet de "EHEAC sur le maintien du taux de magnésium cérébral
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées

uniquement par [’AICl3 ; #( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI; et celles
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traitées par I’AICIs + EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou

galantamine et celles traitées par I’AICI; + ’EHEAC.
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Figure 50: Effet de "EHEAC sur le maintien du rapport calcium/magnésium cérébral

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.

Aucune variation significative (p < 0,05) de la concentration de calcium cérébral n’était
observée entre les groupes de rates témoin positif et normales. En revanche, la concentration de
magnésium cérébral diminuait significativement (p < 0,05) dans le groupe de rates témoin
positif. Le rapport Ca/Mg était également significativement augmenté dans ce groupe.
L’administration concomitante de ’EHEAC (150 ou 300 mg/kg) empéchait significativement
(p < 0,05) I’acumulation du calcium cérébral et favorisait 1’entrée du magnésium diminuant
ainsi le rapport Ca/Mg comparés au groupe de rates témoin positif. L’administration de la
galantamine empechait I’accumulation du calcium cérébral et augmentait la concentration de
magnésium érébral. L’effet de 'EHEAC était statistiquement comparable a celui de la

galantamine.

> Effet sur Pactivité des ATPases

Les figures 51, 52, et 53 ci-dessous présentent respectivement les activités cérébrales de la
Mg?*-ATPase, Ca?*-ATPase et Na*, K*-ATPase
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Figure 51: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’activité de la Mg?*-ATPase cérébrale

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 52: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de la Ca?*-ATPase cérébrale

CN : rates témoains ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par I’AICL; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.
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Figure 53: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de la Na*, K'-ATPase cérébrale

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.

Les activités de la Ca**-ATPase, de la Na*, K*-ATPase et de la Mg?*-ATPase étaient
significativement (p < 0,05) diminuées chez le groupe de rates témoin positif comparées aux
rates normales. La co-administration de I’EHEAC (150 et 300 mg/kg) augmentait
significativement (p < 0,05) les activités de ces trois ATPases comparée au groupe de rates
témoin positif. L’administration de la galantamine augmentait avait un effet important

uniquement sur I’activité de Na*, K*-ATPase.
111.1.3.3.- Effet sur les taux de cholestérol, phospholipides, plasmalogenes et triglycérides

> AU niveau cérébral

Les figures 54, 55, 56 et 57 ci-dessous présentent respectivement les teneurs en cholestérol,

phospholipides, plasmalogénes et ainsi que le ratio molaire Cholestérol/Phospholipides.
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Figure 54: Effet protecteur de ’EHEAC contre 1’accumulation du cholestérol au niveau

cerébral

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’ AICl3 et celles traitées par I’AICl5
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 55: Effet protecteur de ’EHEAC sur les phospholipides cérébraux

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICIs ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI5
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.
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Figure 56: Effet de ’EHEAC sur le maintien du ratio molaire Cholestérol/Phospholipides

cérébral

CN : rates contrdles ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300
mg/kg) ; VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICl; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont
présentés en moyenne = erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées
uniquement par I’AICl5 ; #( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles
traitées par I’AICI; + EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou

galantamine et celles traitées par I’AICIs + ’EHEAC.
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Figure 57: Effet protecteur de "EHEAC sur les plasmalogénes cérébraux

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICI; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par 1’AICl5
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AIClz + ’EHEAC.

Le taux de cholesterol total cérébral ainsi que le ratio molaire CH/PHL étaient
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significativement (p < 0,05) augmentés chez le groupe de rates témoin positif comparés au
groupe de rates normales. Une diminution significative (p < 0,05) du niveau de plasmalogénes
totaux dans le cerveau était également observée chez le groupe de rate témoin positif. La co-
administration de "EHEAC (150 mg/kg) empéchait significativement (p < 0,05) I’accumulation
du cholestérol cérébral et augmentait significativement (p < 0,05) les niveaux de phospholipides
totaux et maintenait le niveau de plasmalogénes totaux comparés au groupe de rates témoin
positif. ’EHEAC permettait également de rétablir le ratio molaire CH/PHL. L’administration
de la galantamine ou de la vitamine E accentuait la baisse du niveau de phospholipides totaux

et n’empéchait pas I’accumulation du cholestérol ou la baisse du niveau de plasmalogenes.

» Au niveau plasmatique et érythrocytaire
Les figures 58, 59 et 60 ci-dessous présentent respectivement les teneurs en cholestérol total
et en triglycérides dans le plasma, ainsi que les teneurs en plasmalogenes dans le plasma et

les érythrocytes.

==
o
1 ]

e o o Ll
A o R~ N B
1

Cholesterol total plasmatique (mM)
(=]
N

o

CN CP AC150 AC300 VE100
Groupes expérimentaux

Figure 58: Effet antihypercholestérolémiant de ’EHEAC

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICL; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl3 + 'EHEAC.
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Figure 59: Effet antihyperlipidémiant de "EHEAC
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;

VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 60: Effet protecteur de ’"EHEAC sur les plasmalogenes plasmatiques

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICIs ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par ’AICls

+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 61: Effet protecteur de ’"EHEAC sur les plasmalogenes érythrocytaires
CN : rates témoins ; CP : AICls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;

VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées uniqguement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICl; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + '’EHEAC.

Les taux de cholestérol et de triglycérides plasmatiques étaient significativement (p < 0,05)
augmentés chez le groupe de rates témoin positif comparés au groupe de rates normales. En
revanche, les niveaux de plasmalogénes plasmatiques et érytrocytaires restaient inchangés dans
tous les groupes. La co-administration de ’EHEAC (150 mg/kg) maintenait significativement
(p < 0,05) les niveaux de cholestérol et triglycérides plasmatiques. La supplémentation en
vitamine E diminuait le taux de triglycérides et cholestérol, mais, significativement moins que
I’EHEAC.

111.1.3.4. Effet de PEHEAC sur le taux de glucose et les activités de la LDH et de

I’aconitase

> Glucose cérébral et plasmatique
Les figures 62 et 63 ci-dessous présentent respectivement les teneurs en glucose cérébral et
plasmatique
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Figure 62: Effet stimulateur de ’EHEAC sur I’utilisation du glucose cérébral

CN : rates témoins ; CP : AICls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’ AICI3 et celles traitées par I’AICls
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + ’EHEAC.
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Figure 63: Effet hypoglycémiant de "EHEAC

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par ’AICl5

+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl3 + ’EHEAC.

Le taux de glucose cérebral était significativement (p < 0,0) augmenté chez le groupe de
rate témoin positif comparé au groupe de rates normales. En revanche, les taux de glucose
plasmatiques ne variaient pas entre les différents groupes. L’administration de ’"EHEAC (150
mg ou 300 mg/kg) réduisait significativement (p < 0,05) le taux de glucose cérébral comparé

au groupe de rate témoin positif. La supplémeéntion en vitamine E réduisait le taux de glucose
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cérébral mais statistiquement moins que ’EHEAC.
> Activité de la lactate déshydrogénase cérébrale (LDH) et de I’aconitase

Les figures 64 et 65 ci-dessous présentent respectivement les activités de la LDH et de

I’aconitase au niveau cérébral.
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Figure 64: Effet inhibiteur de ’"TEHEACsur I’activité de LDH

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICIs + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniqguement
par I’AICl3 ; #( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniqguement par I’AICl; et celles traitées par I’AICl3
+ EHEAC ; £(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + '’EHEAC.
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Figure 65: Effet stimulateur de "EHEAC sur I’activité de I’aconitase cérébrale

CN : rates témoins ; CP : rates traitées uniquement @ [’AICl3 ; AC 150 : rates traitées par I’AICIls + EHEAC (150
mg/kg) ; AC 300 : rates traitées par I’AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ; VE 100 : rates traitées par I’AICI3 + vitamine
E (100 mg/kg) ; GAL 2 : rates traitées par I’AICI3 + galanthamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés en
moyenne + erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates contrdles et les rates traitées uniguement
par I’AICIs; *(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniqguement par 1’AICl; et celles traitées par I’AICI;
+ EHEAC ; {(p < 0,05).

L’activité de la LDH était significativement élevée (p < 0,05), tandis que I’activité de la
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I’aconitase etait significativement (p < 0,05) diminuée chez le groupe de rates témoin positif
comparée aux rates normales. L’administration concomitante de ’EHEAC (150 et 300 mg/kg)
diminuait significativement (p < 0,05) I’activité de la LDH et augmentait significativement (p
< 0,05) I’activité de 1’aconitase. La suppléméntation en vitamine E diminuait, I’activité de la

LDH, et augmentait 1’activité de 1’aconitase mais statistiquement moins que ’EHEAC.
11.1.4. Effets de PEHEAC sur les modifications structurales de I’hippocampe et sur les
parameétres neurocomportementaux

I11.1.4.1. Modifications structurales de I’hippocampe
Les 1ésions tissuslaires ainsi que la perte neuronale au niveau de I’hippocampe des rates ont été

étudiées par marquages des tissus a I’hématoxyline-éosine et au crésyl violet.

111.1.4.1.1. Cartographie des lésions a I’hématoxyline-éosine
» Au niveau du Gyrus Denté (GD)

La figure 66 ci-dessous présente les microphotographies du gyrus denté de

I’hippocampe des rates aprés coloration a 1’hématoxyline-€osine.
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Figure 66 : Microphotographies du gyrus denté (x200) de I’hippocampe aprés coloration a
I’hématoxyline-éosine. Les fleches en blanc indiquent les cellules granulaires d’aspect
sombre, les fleches en noir indiquent les marques de cytolyse, les fleches en rouge indiquent
les cellules granulaires d’aspect pdle

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg)

L’analyse histologique du gyrus denté montrait chez le groupe de rates normales des
couches de cellules granulaires compactes d’aspect sombre. Chez le groupe de rates témoin
positif, il était observé une désorganisation des couches de cellules granulaires avec des cellules
d’aspect pale, moins compactes et moins denses. On notait également des marques de cytolyse
cellulaire et des zones de perte cellulaire. Quant au groupe de rates traitées concomitamment a

I’EHEAC (150 mg/kg), il était observé une organisation de 1’architecture du gyrus denté
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similaire a celle du groupe de rates normales. Le groupe de rates ayant recues la vitamine E
présentaient une architecture du gyrus denté organisee, mais avec des couches de cellules
granulaires moins denses dans certaines zones et d’aspect pale et la présence des marques de
cytolyse cellulaire. Celles ayant recues la galantamine montraient des couches de cellules
granulaires avec des noyaux d’aspect pale et des marques de cytolyse cellulaire.
» Au niveau de la Corne d’Ammon 1 (CAl)

La figure 67 présente les microphotographies du CA1 de I’hippocampe aprées coloration a

I’hématoxyline-éosine.

Figure 67 : Microphotographies de la corne d’Ammon 1 (CA1) (X200) de I’hippocampe apres
coloration a I’hématoxyline-éosine. Les fleches en blanc indiquent des neurones pyramidaux
avec noyau veésiculaire, les fleches en bleu montrent les dégénérescences cellulaires.

CN : rates témoins ; CP : AICl3 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICIz + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg)
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Une architecture organisée de la région CA1 et des couches de neurones pyramidaux avec
noyaux vésiculaires étaient observées chez le groupe de rates normales. Chez le groupe de rates
témoin positif il était observé une architecture désorganisee de la CA1l avec présence de
dégénérescence neurofibrillaires. Les groupes de rates qui recevaient ’EHEAC (150 mg/kg) ou
la vitamine E montraient une microstructure de la CA1 proche du groupe des rates normales.
Le groupe des rates ayant recues la galantamine présentaient plutét une diminution de
I’épaisseur des couches de neurones pyramidaux.

» Au niveau de la Corne d’Ammon 2 (CA2)
La figure 68 présente les microphotographies du CA2 de 1’hippocampe aprés coloration a

I’hématoxyline-€osine.

Figure 68 : Microphotographies de la corne d’Ammon 2 (CA2) (X200) de I’hippocampe apres
coloration a I’hématoxyline-éosine. Les fleches en blanc indiquent des neurones pyramidaux

avec noyau veésiculaire, les fleches en bleu montrent les dégénérescences cellulaires.
CN : rates témoins ; CP : AICl3z ; AC 150 : AICI3 + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg)
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Il était observé chez le groupe de rates normales une architecture organisée de la région
CA2 avec des couches de neurones pyramidaux a noyaux vésiculaires. Chez le groupe de rates
témoin positif, les couches de neurones pyramidaux étaient irréguliéres avec diminution de leur
densité. Les rates qui recevaient concomitamment ’EHEAC (150 mg/kg) ou a la vitamine E
montraient une microstructure de la CA2 également proche de celle des rates controles. Il était
noté la présence de dégénérescences cellulaires chez les rates ayant recues la galantamine.

» Au niveau de la Corne d’Armmon 3 (CA3)
La figure 69 présente les microphotographies du CA3 de I’hippocampe aprés coloration &

I’hématoxyline-€osine

Figure 69 : Microphotographies de la corne d’Ammon 3 (CA3) (X200) de I’hippocampe apres
coloration a I’hématoxyline-éosine. Les fleches en blanc indiquent des neurones pyramidaux
larges, les fleches en noir indiquent les cytolyses alors que les fleches en bleu montrent les

dégénérescences cellulaires, CM : couche moléculaire, * : cellules gliales.

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg)
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Il était observé chez le groupe de rates normales des couches de neurones pyramidaux
larges avec noyau vésiculaire, avec une couche moléculaire (CM) montrant peu de cellules
gliales. Chez le groupe de rates témoin positif les couches de neurones pyramidaux étaient
rétrécies, avec une cytolyse marquée, la présence de dégénérescences cellulaires et prolifération
des cellules gliales dans la CM. Le groupe de rates essais (150 mg/kg d’EHEAC) montrait une
microstructure de la CA3 également proche du groupe des rates normales. La CA3 des rates
ayant recues la vitamine E présentaient des couches de neurones pyramidaux rétrécies, avec
une forte augmentation du nombre de cellules gliales et une dégénérescence cellulaire. 1l était
noté également la présence de dégénérescences cellulaires chez les rates ayant recues la

galantamine.

111.1.4.1.2. Analyse morphométrique des structures de I’hippocampe au crésyl violet

» La corne d’Ammon 1
La figure 70 présente les microphotographies du CA1 de I’hippocampe apres coloration au

Cresyl violet

Figure 70: Microphotographies des cornes d’Ammon 1 (X200) de I’hippocampe ; Coloration

au Crésyl violet. Les cercles indiquent les zones non marquees ou de pertes neuronales.
CN : rates témoins ; CP : I’AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300
mg/kg) ; VE 100 : AICI3 + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICIs + galanthamine (2 mg/kg)
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L’analyse morphométrique comparative du groupe de rates témoin positif et du groupe de
rates normales dans la zone CA1, révélait une diminution significative de la densité de
marquage de marquage chez les rates intoxiquées. Ce résultat indique une atrophie tissulaire,
conséquence d’une perte plus importante des neurones. A I’inverse, le groupe de rates essais
(150 mg/kg EHEAC) révelait une augmentation de la densité de marquage indiquant une
diminution de la dégénérescence ou de la perte neuronale comparé au groupe de rates témoin
positif. Les groupes de rates reférences présentaient également une augmentation de la densité
de marquage (vitamine E), néamoins quelques zones de pertes neuronales étaient observées
chez les rates ayant recues la galantamine.

» La corne d’Ammon 3

La figure 71 présente les microphotographies du CA3 de I’hippocampe aprés coloration

Crésyl violet.

Figure 71: Microphotographies des cornes d’Ammon 3 (X200) de I’hippocampe ; Coloration

au Crésyl violet. Les cercles indiquent les zones non marquées ou de pertes neuronales
CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICIz + galantamine (2 mg/kg)
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L’analyse morphométrique comparative du groupe de rates témoin positif et le groupe
de rates normales dans la zone CAS3, révelait une quasi absence de marquage des corps de Nissl
ou de noyau cellulaire chez les rates intoxiquées indiquant une une forte dégénérescence
neuronale. A [D’inverse, le groupe de rates essais (150 mg/kg EHEAC), révélait une
augmentation de la densité de marquage dont une diminution de la dégénérescence ou de la
perte neuronale comparé au groupe de rate témoin positif. Les groupes de rates références
(vitamine E ou a la galantamine) présentaient une trés faible densité de marquage, indiquant un

processus neurodégéneératif plus rapide ou une perte neuronale plus importante.
111.1.4.2. Effet de PEHEAC sur les paramétres neurocomportementaux
111.1.4.2.1. Effet sur la mémoire de reconnaissance d’objet

Les rates ont été soumises aux evaluations comportementales tout au long de
I’expérimentation. Quatre semaines aprés I’administration du AlCls, les rates du groupe témoin
positif passaient moins de temps a explorer le nouvel objet dans le test de reconnaissance
d’objet. On notait une diminution significative de 1’indice de reconnaissance (IR) chez ces
derniéres comparée au groupe de rates normales (Figure 72). Cette diminution était également
observée apres sept semaines (Figure 73) mais restait statistiquement (p < 0,05) pareille (Figure
74). Par conséquent, les altérations de la mémoire de reconnaissance a court-terme (MRCT)
induites par le AICIs sont sensiblement les mémes a quatre et a sept-semaines post-
administration. Contrairement a la MRCT, quatre semaines aprés administration du AlCls, la
mémoire de reconnaissance a long-terme (MRLT) était conservée chez les rates (Figure 75).
Les valeurs des IR obtenues étaient statistiquement (p < 0,05) comparables entre le groupe de
rates normales et le groupe de rates témoin positif (Figure 75). Cependant, aprés sept semaines
la MRLT était perturbée chez ces rates (Figure 76). L’administration concomitante de ’EHEAC
(150 ou 300 mg/kg) potentialisait les capacités de mémoire de reconnaissance a court-terme des
rates (Figures 72 et 73). En effet, leur exploration du nouvel objet était trés significativement
supérieur (p < 0,05) a la valeur théorique d’une exploration due au hasard et a celle du groupe
des rates témoins (Figures 72 et 73). Les valeurs de IR obtenues étaient statistiquement (p <
0,05) comparables a celles de la vitamine E et de la galantamine. Toutefois, les valeurs des IR
des semaines quatre et sept étaient statistiquement (p < 0,05) similaires chez les groupes de
rates essais ce qui n’était pas le cas des groupes de rates références (vitamine E et galantamine)
(Figure 74). Chez ces derniers les valeurs des IR diminuaient significativement (p < 0,05) entre
les semaines quatre et sept (Figure 74). PEHEAC (150 ou 300 mg/kg) préservait également les

capacités de mémoire de reconnaissance a long-terme des rates (Figures 76 et 77).
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Figure 72: Préservation de la mémoire a court terme par ’EHEAC (semaine 4)

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICI; + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + 'EHEAC.
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Figure 73: Présevation de la mémoire a court terme par ’EHEAC (semaine 7)

CN : rates témoins ; CP : AICI5 ; AC 150 : AICIs + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICL; ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl; et celles traitées par I’AICl5
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl3 + vitamine E ou galanthamine et celles
traitées par I’AICls + ’EHEAC.
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Figure 74: Comparaison des indices de reconnaissance en % contréle des semaines 4 et 7 dans

chaque groupe (mémoire a court terme)

CN : rates témoins ; CP : [’4ICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300
mg/kg) ; VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICl; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont
présentés en moyenne * erreur standard ; * p<0,05: significativité entre IR semaine 4 et IR semaine 7 du groupe

respectif.
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Figure 75: Préservation de la mémoire de reconnaissance a long terme par ’EHEAC (semaine
4)

CN : rates témoins ; CP : AICls ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI3 + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I'AICI; et celles traitées par I’AICl5
+ EHEAC ; &( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl3 + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICls + I’EHEAC.
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Figure 76: Préservation de la mémoire de reconnaissance a long terme par ’EHEAC (semaine
7)

CN : rates témoins; CP : AICls; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne = erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICIs ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI; et celles traitées par I’AICI3
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl3 + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl; + 'EHEAC.
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Figure 77: Comparaison des indices de reconnaissance en % contrdle des semaines 4 et 7

dans chaque groupe (mémoire a long terme)
CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne = erreur standard ; * p<0,05: significativité entre IR semaine 4 et IR semaine 7 du groupe respectif.

111.1.4.2.2. Effet sur I’apprentissage et la mémoire spatiale

> Aprés 5 semaines d’intoxication au chlorure d’aluminium

La mémoire spatiale et ’appretissage ont été¢ €valués en utilisant le test de la piscine de
Morris. Aprés cing semaines, toutes les rates étaient capables d’apprendre la localisation de la
plateforme de fagon équivalente (Figure 78). Cependant, un effet significatif (p < 0,05) de
I’administration concomitante de ’EHEAC (150 mg/kg) était observé sur [’efficacité

d’apprentissage. L’analyse de cette interaction a révelé une différence entre les rates témoin
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positif et celles traitées par TEHEAC (150 mg/kg) au deuxieéme, troisiéme et quatriéme jours
d’apprentissage. Le jour du test de mémorisation, tous les groupes expérimentaux avaient passé
un temps significativement plus important dans le quadrant cible (p<0,05, premier
histogramme) que dans les autres quadrants (moyenne du temps passé dans les autres quadrants,
deuxiéme histogramme) (Figure 79). Ceci indique que tous les groupes ont pu se souvenir de

la localisation passée de la plateforme.
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Figure 78: Préservation de 'apprentissage par ’EHEAC (semaine 5)
CN : rates témoins; CP : AICI; ; AC 150 : AICl; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne * erreur standard.
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Figure 79: Préservation de la mémoire spatiale par ’TEHEAC (Semaine 5)

CN : rates témoins ; CP : AICl3; AC 150 : AICl; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI3 + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne = erreur standard ; probe Test : * p<0,05: significativité entre cadran cible et autre cadran du groupe

respectif
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» Aprés 8 semaines d’intoxication au chlorure d’aluminium

Apreés huit semaines, le groupe de rates témoin positif présentait des altérations d'apprentissage
mis en évidence par une augmentation significative du temps de latence pour atteindre la
plateforme comparée au groupe de rates normales (Figure 80). Un effet significatif (p < 0,05)
de I’administration concomitante de 'EHEAC (150 mg/kg) était observé sur 1’efficacité
d’apprentissage. Ce qui n’était pas le cas de I’administration de galantamine ou de la vitamine
E (Figure 80). Le jour du test de mémorisation, seules les groupes de rates normales et essali
(150 mg/kg) ont parcouru une distance significativement plus importante dans le quadrant cible
(p<0,05, premier histogramme) que dans les autres quadrans (moyenne du temps passé dans les
autres quadrans, deuxiéme histogramme) (Figure 81). Ceci indique que ces groupes ont pu se
souvenir de la localisation passée de la plateforme donc une bonne capacité de mémorisation
des rates. Cependant, les groupes de rates témoins positif et de références passaient autant de
temps dans le cadran cible que les autres quadrans. Celles-ci se rapprocheraient d’une valeur
théorique d’une localisation de la plateforme due au hasard ou a des stratégies résultant d’une

mauvaise utilisation des indices distaux ou d’une stratégie nonspatiale.
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Figure 80: Préservation de 'apprentissage par ’EHEAC (semaine 8)

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés

en moyenne = erreur standard.
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Figure 81: Préservation de la mémoire spatiale par "TEHEAC (semaine 8)

CN : rates témoins ; CP : AICI; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI3 + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne = erreur standard ; probe Test : * p<0,05: significativité entre cadran cible et autre cadran du groupe

respectif.

111.1.4.2.3. Effet sur la motricité des rates

A la semaine 4 (Figure 82), I’analyse des temps de latence avant la chute ne montrait
aucune atteinte de la fonction motrice chez le groupe de rates témoin positif comparée au groupe
de rates normales. Mais a la semaine 7 (Figure 83), on observait un trouble de la fonction
motrice chez le groupe de rates témoin positif. Ceci se manifestait par une diminution
significative (p < 0,05) du temps de latence avant la chute comparée au groupe de rates
normales. L’administration concomitante de I’EHEAC (150 mg/kg) améliorait
significativement (p < 0,05) la fonction motrice (Figure 83). Cet effet de ’"EHEAC (150 mg/kg)
sur la fonction motrice était statistiquement (p < 0,05) simailaire a celui de la galantamine (2
mg/kg). L’effet de TEHEAC sur la fonction motrice augmentait de maniére non significative
avec le temps. Par contre, I’effet de la galantamine (2 mg/kg) diminuait de maniere non

significative avec le temps (Figure 84).
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Figure 82: Préservation de la coordination motrice par ’EHEAC (semaine 4)

CN : rates témoins ; CP : AICI3; AC 150 : AICl; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICl; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICI ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI; et celles traitées par 1’AICI3
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl3 + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICl; + 'EHEAC.
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Figure 83: Effet de ’"EHEAC sur la coordination motrice des rates (Semaine 7)

CN : rates témoins ; CP : AICIs; AC 150 : AICIs + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICIs + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par ’AICIs ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI3 et celles traitées par I’AICI5

+ EHEAC ; &( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl5 + vitamine E ou galantamine et celles

traitées par I’AICl; + I’EHEAC.
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Figure 84: Comparaison des temps de latence en % contrdle des semaines 4 et 7 dans chaque

groupe (coordination motrice)

CN : rates témoins ; CP : AICI3; AC 150 : AICl; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICl; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne = erreur standard ;*( p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement
par I’AICIs ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI; et celles traitées par 1’AICI3
+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl3 + vitamine E ou galantamine et celles
traitées par I’AICI; + 'EHEAC.

II1.1.5. Effet de PEHEAC sur les parametres plasmatiques de toxicité et sur la variation
de poids corporel et la masse relative des organes
I11.1.5.1. Effet de PEHEAC sur les parametres plasmatiques de toxicité

Le tableau XIII présente les taux de protéines totales, d’ALAT, d’ASAT et de créatinine
plasmatiques.

Tableau XI11: Taux de protéines totales, d’ALAT, ASAT et créatinine plasmatiques

Groupes  Protéines totales ALAT (Ul) ASAT (Ul) Créatinine (uM)
(mg/dL)

CN 84,2+4,9 64,4120 37,7+4,0 0,18+0,03
CP 91,4+4,0 60,0+2,7 58,97+6,6™ 0,16+0,02
ACis0 77,2+7,8%* 57,5+1,4 45+6,5 0,12+0,03
ACs00 91,5+2,7 59,4+0,7 58,8+3,9 0,182+0,03
VE100 109,0+3,3 61,3+1,9 63,1+9,7 0,18+0,01
GAL: 82,8+2,4 60,0+2,3 76,316,7 0,14+0,03

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
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VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne + erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement

par ’AICI5 ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICI5 et celles traitées par [’AICl;

+ EHEAC ; ¥( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par ’AICI; + Vitamine E ou galanthamine et
celles traitées par I’AICI3 + '’EHEAC.

L’administration de 1’ AlCl3 (50 mg/kg) ne provoquait aucune variation significative (p <
0,05) des concentrations en protéines totales, de 1’activité de I’ALAT ou de la créatinine mais
une augmentation significative (p < 0,05) de I’activit¢é de I’ASAT dans le plasma. La co-
administration de P"EHEAC (150 mg/kg) baissait significativement (p < 0,05) la teneur en
protéines totales ainsi que ’activité de I’ASAT. L’administration de la vitamine E ou de la

galantamine augmentait ’activité de I’ASAT dans le plasma.

111.1.5.2. Effet de PEHEAC sur la variation de poids corporel et les masses relatives des
organes

Le tableau XIV ci-dessous présente la variation du poids corporel des rates, ainsi que

les masses relatives de cerveau, coeur et foie

Tableau X1V : Effet de "EHEAC sur la variation de poids corporel et sur les masses relatives

de cerveau, foie et coeur

Groupes  Poids initial Poids final (g) Cerveau Foie Ceeur (gx10°3)
(@) (9%10%) (9%10%)

CN 2744 £19,3 281,6+13,1 (+2,3%) 7,620,4 31,5£2,5 3,240,2

CP 279,4+13,1 264,4+11,4 (-7,5%)" 6,6 0,2 28,1+1,0 2,910,19
ACis0 274,7£15,5 274,2+11,8 (-0,0%)”  7,5+0,33"*  26,7+1,7 3,1+0,11
ACs00 276,0£15,5 266,5£10,8 (-4,1%) 6,7+0,3 25,0+£1,8 3,310,12
VEi00 270,0£19,5 269,25+9,2 (-0,6%) 7,4+0,0 39,0£1,5 3,4+0,10
GAL:? 279,0+£15,3 278,0£13,0 (-0,3%) 6,7+0,2 30,0+0,6 3,1+0,16

CN : rates témoins ; CP : AICl; ; AC 150 : AICI; + EHEAC (150 mg/kg) ; AC 300 : AICI; + EHEAC (300 mg/kg) ;
VE 100 : AICI; + vitamine E (100 mg/kg) ; GAL 2 : AICI; + galantamine (2 mg/kg). Les résultats sont présentés
en moyenne * erreur standard ;*(p < 0,05): significativité entre les rates controles et les rates traitées uniquement

par I’AICL ; #(p < 0,05) : significativité entre les rates traitées uniquement par I’AICl5 et celles traitées par ’AICl;

+ EHEAC ; £( p < 0,05) : significativité entre les rates traitées par I’AICl; + vitamine E ou galanthamine et
celles traitées par I’AICIl3 + '’EHEAC.
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Aprés 8 semaines d’intoxication a I’AlClz (50 mg/kg), on observait une perte
significative (p < 0,05) de la masse corporelle des rates. L’administration concomitante de
I’EHEAC (150 mg/kg) empéchait significativement (p < 0,05) la perte de la masse corporelle
des rates. Les résultats montrent également que 1’administration de 1’ A1Clz (50 mg/kg) aux rates
induit une diminution significative (p < 0,05) de la masse relative du cerveau. Dans les mémes
conditions aucune variation significative (p < 0,05) des masses relatives du foie, ceeur et reins
n’est constatée. L’administration concomitante de I’EHEAC (150 mg/kg) réduisait

significativement (p < 0,05) la perte de la masse céerébrale.

I11.2. Discussion

Dans la premiére partie de cette étude, nous avons procédé a une extraction des
composés bioactifs d’intéréts des écorces d’A. congolensis. A cet effet deux solvants de polarité
croissante ont été utilisés, a savoir 1’éthanol (polarité de 5,2) et I’eau (polarité¢ de 9,0). Un
mélange équivolume (v:v) de ces deux solvants (pouvant étre considéré de polarité
intermédiaire) a été également utilisé pour I’extraction des composés bioactifs des écorces. Ce
mélange eau-éthanol (v/v) s’est montré particuliérement efficace dans 1’extraction de ces
composés. En effet, I’extrait hydroéthanolique des écorces d’A. congolensis (EHEAC)
présentait les meilleures teneurs en polyphénols et flavonoides ainsi qu’en proanthocyanes.
Plusieurs études antérieures ont montré que le rendement d'extraction augmentait de maniere
significative avec l'utilisation d'éthanol aqueux ou de méthanol aqueux par rapport aux
extractions par les solvants organiques purs (Michel, 2011). La capacité antioxydante in vitro
des extraits a été évaluée en utilisant plusieurs tests. Les résultats ont montré que tous les 3
extraits (aqueux, hydroéthanolique et éthanolique) présentent une bonne capacité antioxydante
totale, piegent le radical synthétique 1,1-diphényl-2-picryl hydrazyle (DPPH) ainsi que le
radical biologique oxyde nitrique (NO). Cependant, ’EHEAC s’est montré plus efficace. En
effet, les activités d'élimination des radicaux libres peuvent étre expliquées par deux
mécanismes: 1'un est le transfert d'atome d'hydrogeéne (HAT) et l'autre est le transfert d’un
unique électron (SET). L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS),
un radical stable, est principalement réduit par le mécanisme SET (Miller et al., 1993), tandis
que le DPPH est principalement réduit par le mecanisme HAT (Brand-Williams et al., 1995).
De plus, il existe une relation entre le nombre de groupes hydroxyle, la présence de doubles
liaisons sur le cycle C des flavonoides, I'énergie de dissociation des liaisons de I'nydrogéne et
les activités de piégeage radicalaire basées sur SET et HAT (Rice-Evans et al., 1996). Ainsi, la

forte activité antiradicalaire de "EHEAC serait due a la présence dans cet extrait de flavonoides
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possédant de nombreux groupes hydroxyles pouvant étre déprotonés. La capacité des extraits a
chélater les ions ferreux a été également évaluée. L’EHEAC s’est montré encore plus efficace
a chélater ces ions. La forte capacité chélatrice de ’EHEAC serait également due a sa forte
teneur en flavonoides. Par ailleurs, d’un point de vue structural, les flavonoides ont plusieurs
sites potentiels de complexation métallique. Les 5-hydroxyflavones peuvent chélater les ions
métalliques gréce au groupement 5- hydroxy-4-carbonyle pour donner un chélate a six centres.
Les 3-hydroxyflavones forment avec les ions métalliques un complexe a cing centres grace au
groupement 3-hydroxy-4-carbonyle. Les 3°,4’-dihydroxyflavones (catéchine) chélatent les ions
métalliques par I’intermédiaire de leur groupement ortho-dihydroxybenzéne (catéchol) présent
sur le cycle B (Symonowicz et Kolanek, 2012). Il est a noté également que la steechiométrie de
la complexation varie avec le type de flavonoide (Symonowicz et Kolanek, 2012). L’EHEAC
ayant montré la meilleure activité antioxydante in vitro a donc été utilisé pour la suite de notre
¢tude. L’analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC /SM)
de ’EHEAC a révélé la présence de 5 composés majeurs dont seuls 3 ont pu étre identifiés sur
la base de la littérature. Il s’agissait de la catéchine, de I’acide férulique et du taraxérol. Ces
composés ont été précédemment isolés d’A. congolensis confirmant sur le plan
chemotaxonomique son appartenance a la famille des sapotacées (Fokou et al., 2006). De plus,
le taraxerol présente une affinité de liaison élevée pour les monomeres et les fibrilles matures
de peptides amyloides et serait un candidat prometteur mieux que la curcumine pour faire face
a la MA (Ngo et Li, 2012). Ce composé est capable de traverser la BHE et aussi étre bien
absorbé (Ngo et Li, 2012). La catéchine et I’acide férulique sont connus pour leurs fortes
activités antioxydantes. De, les catéchines sont des activateurs des a-sécrétases et 1’acide
férulique un modulateur des B-sécrétases (Mori et al., 2019).

La maladie d'Alzheimer (MA) est un trouble neurodégénératif dans lequel le stress
oxydatif joue un réle majeur. La production d'espéces réactives de lI'oxygene (ROS), peut
survenir tres tot et peut aggraver sa progression entrainant des Iésions tissulaires via plusieurs
voies moléculaires. Les ROS peuvent endommager les composants cellulaires essentiels tels
que les lipides, les protéines et I’ADN. En effet, Les lipides membranaires, principalement leurs
acides gras polyinsaturés (AGPI), sont les cibles privilégiées du radical hydroxyle (OH"). Ce
dernier est capable d’arracher un hydrogéne appelé bis-allylique attaché sur les carbones
intermédiaires, situés entre deux doubles liaisons (—C=C-), pour former un radical diene
conjugué, oxydé en radical peroxyle. L’hydrogéne bis-allylique est susceptible de subir cette

attaque car il a I’énergie la plus basse de ’acide gras (AG), et plus le nombre d’hydrogénes bis-
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allyliques augmente, plus cet acide est susceptible a 1’attaque oxydante (Hulbert, 2010). Cette
réaction, appelée peroxydation lipidique, implique une réaction en chaine, le radical peroxyle
ainsi formé se transformant en peroxyde au contact d’un autre AG qui forme un nouveau radical
diene conjugué. Les aldéhydes géneérés en conséquence (malonaldéhyde) sont tres réactifs vis-
a-vis des autres molécules biologiques. De plus, plusieurs auteurs ont suggéré que 1’aluminium
exerce une activité pro-oxydante malgré son statut non-rédox. Cet effet impliquerait plusieurs
mécanismes potentiels, avec notamment I’effet de I’aluminium sur I”’homéostasie du fer (Wu et
al., 2012). L’interaction de ces deux agents génére du fer labile provenant des enzymes et
protéines contenant du fer, ce qui augmente le pool intracellulaire de fer libre et favorise ainsi
la formation de ROS. Tout ceci pourrait expliquer 1’augmentation significative de la formation
de diénes conjuguées et la génération de malondialdéhyde observée chez les rates témoin
positif. Les concentrations de diénes conjugués et de MDA étaient significativement
augmentées chez le groupe de rates témoin positif comparé au groupe de rates normales. De
plus on notait chez ces rates une accumulation significative des protéines oxydées. En effet, les
protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et deviennent beaucoup
plus sensibles a I’action des protéases, en particulier du protéasome. Si elles ne sont pas
éliminées, ces protéines deviennent dangereuses pour la cellule dont elles menacent
I’homéostasie métabolique (Sultana et al., 2012). L’oxydation des enzymes menant a des
perturbations métaboliques, I’inactivation des protéases peut altérer 1’élimination des protéines
oxydeées qui peuvent alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules (Sultana et
al., 2012). Cette accumulation des protéines oxydées peut s’expliquer par 1’augmentation des
taux d’oxydation des protéines et/ou par la diminution des capacités d’élimination des protéines
oxydées. Ce qui pourrait se justifier par la reduction significative des activités des enzymes
antioxydantes la catalase et la GPx en I’occurance observée chez les rates du groupe témoin
positif. Ces résultats sont concordant avec les données de la littérature montrant d’une part que
la toxicité oxydative de I’aluminium est reliée a une augmentation chez le rat de la peroxydation
lipidique, & une fluidité membranaire diminuée et a I’oxydation des protéines. D’autre part,
I’ AI®* réduit Dactivité chez le rat de certaines enzymes antioxydantes comme la catalase, la
SOD et la GPx, ce qui aggrave les dommages neuronaux induits par le stress oxydatif (Naidu
etal., 2013). L’administration concomittante de ’"EHEAC a faible dose (150 mg/kg) empéchait
le processus de lipoperoxydation et I’accumulation des protéines oxydées et favorisait la
régénération d’antioxydants au niveau cérébral. L ’effet protecteur de ’EHEAC peut impliquer
son activité de piégeur de radicaux libres et/ou la régulation d’enzymes antioxydantes. En effet,

Cassidy et al., (2020), montraient que I’huile d’arganier (A. spinosa) contenant de fortes teneurs

139



en molécules antioxydantes était capable d’empécher la surproduction des radicaux peroxyls et
alkoxyls (ROQO®, RO®) qui pourraient induire la peroxydation lipidique. L’EHEAC pourrait
induit également une neuroprotection par chélation des métaux de transition via le fragment
ortho-3,4-dihydroxy et le fragment 4-céto, 3-hydroxyle ou 4-céto et 5Shydroxyle des catéchines.
Ces structures agissent en tant que points de fixation des métaux de transition et neutralisent
leur activité en convertissant leur forme active en un complexe inactif d’oxydo-réduction qui
va prévenir les dommages oxydatifs des cellules. Enfin, les polyphénols peuvent activer le
facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) qui, en se liant aux
sites ARE (Antioxidant Responsive Element) et EpRE (Electrophile Response Element) des
régions régulatrices, peut alors activer I’expression de genes cibles comme la catalase ou de la
GPx. Contrairement a ’EHEAC, la vitamine E (100 mg/kg) n’améliorait pas significativement
les marqueurs de stress oxydant au niveau du cerveau. En effet, il a été suggéré que la vitamine
E a un effet biphasique, qui peut étre a la fois anti et pro-oxydant. Cela dépend de la durée et la
dose de traitement (Abubakar et al., 2004 ; Stocker, 1999). A I’instar des résultats obtenus les
effets potentiels pro-oxydants de la vitamine E pourraient étre expliqués par la dose ou ou la
durée de traitement. La peroxydation lipidique en chaine altere les propriétés physciochimiques
et fonctionnelles des membranes, portant préjudice a la fonction de nombreux récepteurs et
transporteurs membranaires, ainsi qu’a la transduction des signaux. (Tamagano et al., 2003).
La transmission cholinergique est I’une des principales fonctions altérées au cours de la
MA. L’acétylcholinestérase (AChE) est un marqueur non spécifique mais trés sensible de
I’innervation cholinergique du cerveau (Jazi et al., 2009). En effet, la mesure de 1’activité de
cette enzyme réalisée dans le cerveau de rates, n’a révélé aucune différence significative entre
les groupes de rates normales et témoin positif . Néamoins, une hyperactivité enzymatique de
la butyrylcholinestérase (BUChE) était observée chez le groupe de rates témoin positif. De plus,
le rapport BuChE / AChE était significativement augmenté chez ce dernier. En effet, lors de la
progression de la MA, les niveaux corticaux de BuChE sont augmentés et ses propriétés
enzymatiques et ses formes moléculaires sont modifiées (Darvesh et al., 2003). Par conséquent,
le rapport BUChE / AChE passe de 0,2 a 11 dans les zones corticales du cerveau souffrant de la
MA. En conséquence, cette hyperactivité enzymatique de la BUChE ou cette augmentation du
rapport BuChE / AChE pourrait résulter d’un dysfonctionnement de la transmission
cholinergique ou d’une perte de I'innervation cholinergique. D’un autre coté, I’administration
concomitante de ’EHEAC (150 mg/kg) aux rates a conduit a une diminution significative des
activités enzymatiques de I’AChE et de la BUChE et par conséquent le rapport BuChE/AChE

(figure). Ceci traduirait donc un effet modulateur de [’extrait sur la transmission ou

140



I’innervation cholinergique. Un tel effet pourrait étre du a une action inhibitrice directe de
I’EHEAC sur I’activité des cholinestérases. Il existe ¢galement la possibilité qu’elle soit liée a
1’un ou plusieurs composés bioactifs en 1I’occurrence la catéchine ou d’autres flavonoides ou du
taraxérol identifiés dans cet extrait. En effet, Kim et al. (2004) ont reporté que ’activité de
I’ AChE était remarquablement inhibée par les catéchines du thé chez des rats amnésiques. De
méme, dans une étude in vitro, Wang et al. (2017) ont montreé le potentiel inhibiteur de I'AChE
des différentes catéchines isolé du thé (Camellia sinensis var assamica). Il s’agissait de
I’épigallocatéchine-3-O-cafféate (Clso = 2,49 pmol/L), épigallocatéchine-3-O-p-coumarate
(Clso= 11,41 umol/L) et épigallocatéchine-3-O-ferulate (Clso= 62,26 umol/ L). La simulation
par modélisation moléculaire a confirmé la liaison étroite des 3 catéchines avec I'AChE pour
générer une forte activité inhibitrice de I'enzyme. Par ailleurs, une autre étude in vivo a rapporté
gu'un extrait de feuille de thé vert contenant de I'épigallocatéchine-3-gallate et de I'épicatéchine
améliorait les niveaux d’AChE chez des rats intoxiqués a I’ AlClz (Jelenkovi¢ et al., 2013). Des
études ont également rapporté des activités inhibitrices potentielles des aglycones—quercétine
contre I'AChE (Clso = 353,86 umol /L) et la butyrylcholinestérase (BuChE) (Clso = 420,76
umol/L). Celles-ci seraient dues a la capacité de la quercétine a se lier étroitement avec ces
enzymes et a présenter un certain nombre de liaisons hydrogenes fortes avec plusieurs résidus
d'acides aminés importants des deux enzymes (Khan et al., 2009). Des effets inhibiteurs de
’activité de I’ AChE par le taraxérol ont été également observés. En effet, Jamila et al. (2015)
dans une étude in vitro ont montré que le taraxérol isolé des écorces de Garcinia hombroniana
inhibait 1’activité de la BuChE (Clso = 17,8 + 1,73 pumol /L). De plus, Talita et al. (2018) ont
constaté que le taraxérol isolé a partir des feuilles d’Eugenia umbelliflora Berg inhibait
significativement 1’activité de I’AChE hippocampique des rats sur lesquels des troubles de
mémoire aversifs avaient été induits par la scopolamine et la streptozotocine. Il est intéressant
de noter que ’EHEAC (150 mg/kg) présentait un taux d’inhibition de I’ AChE similaire a celui
de la galantamine qui n’a pas inhibé I’activité¢ de la BuChE. La BuChE ou I’AChE dégradent
donc I’acétylcholine qui est utilisé comme neurotransmetteur dans I’innervation cholinergique.
Pour que ce neurotransmetteur vienne se fixer sur ses récepteurs spécifiques présents sur la
membrane post-synaptique, il faudrait qu’il soit libéré des vésicules. C'est en effet I'intrusion
des ions Ca?" qui va permettre la fusion des vésicules de transport contenant le
neurotransmetteur avec la membrane présynaptique. Une dérégulation de 1’homéostasie du
calcium a donc un impact sur les fonctions neuronales dépendant du calcium telles que la

libération de neurotransmetteurs.
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L’ion calcium est le messager intracellulaire le plus important trés impliqué dans la
survie et la mort neuronale. L’incapacité des neurones a réguler I’homéostasie du Ca?* est un
aspect de la MA intimement responsable de la mort des neurones (Magi et al., 2016). Cet ion
est impliqué dans les processus d’excitotoxicité, de production de radicaux libres et d’apoptose
(Starkov, 2010). Dans cette étude, une accumulation non significative de calcium cérébral était
observé chez le groupe de rates témoin positif comparé au groupe de rates normales. Cette
augmentation pourrait étre due au systéme de maintien de I’homéostasie grace aux détecteurs
de calcium neuronal (Yarlagadda et al., 2007). En effet, suite a la dépolarisation de la membrane
due a la rupture du stock energétique cellulaire par exemple, les canaux calciques voltage-
dépendants tels les récepteurs NMDA s’ouvrent et permettent I’entrée du calcium a I’intérieur
de la cellule. L’ouverture du pore de ces récepteurs canaux dépend a la fois de la fixation du
glutamate et d’une forte dépolarisation de la membrane post-synaptique. Cette dépolarisation
est nécessaire pour induire la libération d’un ion magnésium qui obstrue le pore du canal a I’état
basal (Basheer et al., 2016). Le taux de Mg?" dans les cerveaux des rates du groupe témoin
positif était significativement diminué comparé aux rates controles. En effet, des études ont
montré qu’un faible taux de Mg?* conduit & une surexcitation des neurones et se traduit par une
augmentation du rapport Ca?*/ Mg?* dans les tissus du systéme nerveux central promettant ainsi
les processus de neurodégénération (Basheer et al., 2016). Ainsi, une diminution des
concentrations Mg?* ou une augmentation du rapport Ca?*/ Mg?* favoriseraient I’ouverture du
canal ionique couplé au récepteur NMDA, permettant un influx de Ca®* dans la cellule. Ce qui
pourrait expliquer 1’accumulation du calcium au niveau cérébral. L homéostasie ionique étant
également maintenu par 1’activité enzymatique des pompes ioniques (ATPases), nous avons au
cours de cette étude évalué les activités enzymatiques de la Na*, K*-ATPase, la Mg?*-ATPase
et la Ca?*-ATPase. Les résultats ont montré une diminution significative de leurs activités chez
le groupe de rates témoin positif comparée aux rates contréles. Par ailleurs, la Na*, K*-ATPase,
la Mg?*-ATPase et Ca?*-ATPase sont des enzymes membranaires responsables du transport des
ions a travers la membrane, leur permettant ainsi de réguler le volume cellulaire, la pression
osmotique et la perméabilité membranaire (Reddy et Philip, 1992). En fait, il a été montré que
l'activité de la PMCA (ATPase-Ca?* de la membrane plasmique) est assez sensible aux
propriétés biophysiques des lipides environnants. L’enzyme présente une activité beaucoup
plus élevée lorsqu'elle est localisée dans des régions de lipides ordonnés. Des auteurs ont
suggéré que l’augmentation de l'activit¢ de I’enzyme dans ces régions serait due a la
stabilisation lipidique de la conformation active de I'enzyme formée au cours du cycle

catalytique (Duan et al., 2006; Tang et al., 2006). La PMCA peut également étre inactivée de
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maniere réversible par les ROS par un mécanisme qui semble étre une modification réversible
de la cystéine. Les ROS peuvent également modifier les résidus tyrosine 589, méthionine 622
et 831 (Galan et al., 2010). De plus, des preuves indiquent que I’inactivation de cette pompe
par les ROS pourrait étre un systéme de protection pour éviter la consommation d’ATP dans
les conditions de stress oxydatif (Galan et al., 2010). Il semble donc probable que la faible
activité de la Ca?*-ATPase chez le groupe de rates témoin positif soit due a une modification
de I’environnement oxydatif et /ou lipidique et par conséquent une diminution de I’efflux du
calcium. Quant a la Na*, K*-ATPase, il a été montré que son activité hydrolytique compléte
dépend de I’association entre les phospholipides et le cholestérol de la membrane plasmique.
En effet I’enzyme est stabilisée par le ratio phosphatidylsérine/cholestérol et est stimulée par
les phospholipides neutres (Habeck et al., 2015). Elle est également particulierement sensible
a l'inactivation dans des conditions de stress oxydatif. En effet, il a été observé que I’activité de
I’enzyme diminue avec la peroxydation lipidique et que les groupements thiol (-SH) de cette
protéine sont trés sensibles au stress oxydant (Mishra et al., 1989). Ainsi, sa faible activité
pourrait étre également liée a la modification de 1’environnement oxydatif. Par ailleurs, la
fonction cationique de la Na*, K*-ATPase est le maintien des gradients sodique et potassique.
En effet, elle échange 3 ions sodium (Na*) du cytoplasme vers l'espace extracellulaire et de 2
ions potassium (K*) dans la direction opposée de leurs gradients respectifs naturels, en
dépensant une molécule d'ATP (Sweadner, 1991). Cette fonction de la Na*, K*-ATPase permet
le maintien du potentiel membranaire au repos et la restauration du potentiel membranaire suite
a une dépolarisation (Sweadner, 1991). De méme, le fonctionnement de la synapse
glutamatergique ainsi que la capture du glutamate par les astrocytes nécessitent 1’activation de
cette pompe (Harbeby et al., 2012). Aussi, les NCX sont impliqués a la fois dans I’extrusion et
I’entrée des ions Ca?* et Na* (3 Na* pour 1 Ca?") car ces échangeurs possédent deux modes de
fonctionnement dits « normal » et « inverse ». Le choix du mode de fonctionnement est
déterminé par le gradient transmembranaire de Na* et le potentiel membranaire (I’augmentation
du Na* et la dépolarisation favorisent le mode inverse et vice versa). Ainsi, une diminution de
activité enzymatique de la pompe Na*, K*-ATPase conduirait a une augmentation du Na* et
une dépolarisation de la membrane, un mode inverse de la NCX, une sur-activation des
neurones par le glutamate et ainsi une entrée massive du calcium dans la cellule (Mayer et
Westbrook, 1987). De cette facon, 1’augmentation du Ca?* cérébral ou du rapport Ca®*/ Mg?*
observé pourrait étre la conséquence d’une augmentation de I’influx du calcium via les
récepteurs NMDA ou via la NCX (suite a la diminution de I’activité de la Na*, K'-ATPase) et

une diminution de son efflux via la PMCA. Des études antérieures ont également montré que
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I’Al altére I’homéostasie du calcium intracellulaire via son action sur les canaux voltatge
sensibles ou en inhibant les activités de la Ca?*-ATPase et de la Mg?*-ATPase (Walton, 2012).,
L’administration concomitante de ’EHEAC (150 et 300 mg/kg) aux rates a permis de maintenir
les concentrations cérébrales de calcium et de magnésium. L’EHEAC pourrait ainsi avoir un
effet modulateur de I’homéostasie du calcium. Ceci en agissant soit sur les pompes Ca?*-
ATPase dont I’activité enzymatique était augmentée par ’EHEAC. En effet, certains
flavonoides agissent non seulement comme antioxydants, mais sont également capables de se
lier directement aux Ca?*-ATPases, modifiant ainsi leur conformation, ce qui entraine une
modulation de leur activité (Oluseye et al., 2008 ; Blaskovi¢ et al., 2013). lls sont capables soit
de stimuler ou d’inhiber I’activité de ces enzymes dépendant de leur potentiel anti-radicalaire
et de leur lipophilie. Les flavonoides ayant un fort potentiel antiradicalaire et une bonne
lipophilie pour pénétrer la bicouche lipidiqgue membranaire stimulent I’activité de 1’enzyme
(Blaskovi¢ et al., 2013). Ce qui suggere la présence de ce type de flavonoides dans ’EHEAC.
L’EHEAC pourrait également agir sur la dépolarisation des neurones a travers son effet sur
’activité enzymatique de la Na*, K'-ATPase qui aussi était augmentée. En effet, des études ont
montré que les composés phénoliques sont capables de moduler I’activité enzymatique de cette
pompe ionique (Khalid et al., 2015, Komolafe et al., 2018). Enfin, ’EHEAC pourrait agir sur
les courants de calcium dépendant du voltage et des courants induits par les récepteurs NMDA.
Des études ont montré que I’acide férulique était capable d’inhiber ces courants et pourrait agir
comme un antagoniste compétitif des récepteurs NMDA (Yu et al., 2006 ; Lin et al., 2013). Les
récepteurs NMDA du glutamate, les récepteurs nicotiniques (ionotropiques) et muscariniques
(métabotropiques) de I’acétylcholine sont associées aux radeaux lipidiques (Sebastiao et al.
2013). Ainsi, le taux de cholestérol présent dans les radeaux lipidiques synaptiques a une forte
influence sur la signalisation neuronale et la plasticité synaptique (Sebastiao et al., 2013). Les
changements dans la fluidité membranaire peuvent également influer sur les propriétés de
signalisation. De plus, de nombreuses études mettent en évidence un lien entre 1’accumulation
de cholestérol au niveau de la membrane et I’augmentation du calcium intracellulaire (Allen, et
al., 2007). Dans ces travaux, les dosages des lipides cérébraux ainsi que plasmatique ont révelé
des changements significatifs dans leurs compositions chez les rates intoxiquées a 1’AlCl3
comparés aux rates normales. En effet, I’administration du AICIz induisait une augmentation
significative du contenu en cholestérol cérébral et une diminution significative du niveau de
plasmalogenes cérébraux. Ces derniers sont des étherlipides constitués d’une base glycérol, a
laguelle sur le premier carbone se lie un alcool gras par une liaison vinyle-éther. Environ 15 a

20% des phospholipides totaux composant les membranes cellulaires sont des plasmalogénes.
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IIs jouent un role dans le transport des vésicules lors de la neurotransmission, dans le stockage
d’acides gras polyinsaturés neuroprotecteurs, dans 1’élimination des radicaux libres et la
stabilit¢ membranaires (Han et al., 2001). Ceux-ci se retrouvent en grande quantité dans le
cerveau et le cceur. En effet, le maintien du ratio cholestérol/phospholipides (CH/PL) dans la
membrane est crucial pour les fonctions cellulaires. En réponse a un excés de cholestérol
intracellulaire, la cellule met en place une réponse adaptative visant a augmenter la synthese
des phospholipides et notamment des phosphatidylcholines permettant de rétablir un ratio
CH/PL. Le ratio molaire CHL/PL est donc un indice accepté pour évaluer la fluidité
membranaire (Senault et al., 1990). Ce ratio était augmenté chez le groupe de rates témoin
positif suggérant une diminution de la fluidité des membranes ou une perte de leur intégrité
(Sarin, 1997). De méme, I’administration de I’AlClz induisait une élévation de la
cholestérolémie et la triglycéridémie indiquant une pertubation du métabolisme périphérique
des lipides. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études montrant la capacité de I’AlCIz a
induire des changements dans la composition lipidique et les propriétés physiques de la
membrane plasmique. En effet, Pandya et al. (2004) avaient examiné le profil lipidique de la
gaine de my¢line des rats aprés exposition a I’ AlICls. Les résultats montraient une diminution
de 60% de la teneur en phospholipides totaux, tandis que la teneur en cholestérol augmentait de
55%. Le rapport molaire PL/CHL quant a lui diminuait significativement de 62%. La
composition en différents glycérophospholipides de la membrane de myéline était similaire aux
profils de glycérophospholipides rapportés dans les cerveaux des patients atteints de la MA.
Sarin et al. (1997) dans leur étude sur 1’évaluation de la composition lipidique et diverses
enzymes liées a la membrane dans différentes régions du cerveau des singes aprés une
exposition chronique a 1’ AlClz obtenaient des résultats similaires. En outre, dans les cellules
humaines neuroblastome, Verstraeten et al. (2002) ont montré que I’AIClz (10 a 100 uM)
provoquait une perte significative de la fluidité de la membrane. Ainsi, a travers sa propriété
dyslipidémique, 1’Al contribuerait a une forte accumulation des lipides dans les radeaux de la
membrane neuronale conduisant a la MA. Ainsi, une accumulation du cholestérol cérébral, due
a une possible altération dans son transport ou son élimination intervient dans le développement
des lésions de la MA (Abulrob et al., 2005). L’administration concomitante de ’EHEAC (150
mg/kg) empéchait I’accumulation du cholestérol dans le cerveau, maintenait le niveau de
plasmalogenes et augmentait le niveau de phospholipides cérébraux. Le ratio
cholestérol/phospholipides était par conséquent maintenu. L’EHEAC (150 mg/kg) a en plus
entrainé une baisse significative de la cholestérolémie et de la triglycéridémie.

L’hypercholestérolémie et ’hypertriglycidérémie observées dans cette étude pourrait étre
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attribuée en grande partie a I'accumulation de I’ Al dans le foie, provoquant une altération du
métabolisme des lipides (Fyiad, 2007 ; Wilhelm et al., 1996). Cela met donc en évidence un
effet modulateur de I'EHEAC sur le métabolisme lipidique en particulier du cholestérol aux
niveaux céréebral et hépatique. Un tel effet modulateur pourrait étre tout au moins ou en partie
dd a la présence des composés bioactifs identifiés dans cet extrait (catéchine, acide férulique et
taraxérol). En effet, les triterpénes pentacycliques tels le taraxérol sont des analogues structurels
du cholestérol. Ainsi, ces composés sont connus comme protecteurs des lipides membranaires,
modulateurs des propriétés physiques des membranes lipidiques et du métabolisme lipidique
(Abboud et al., 2016; Haralampiev et al., 2017). Trois triterpénes pentacycliques, 1’a-amyrine,
le lupéol et le taraxérol ont été étudiés par Rodriguez et al. (1997) pour leur effet sur la fluidité
des bicouches lipidiques formées de Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), en comparaison
avec le cholestérol. Les résultats obtenus ont montré que 1’a-amyrine était incorporé a des taux
aussi ¢levés que le cholestérol (50 mol%), le taraxérol était également incorporé bien qu’a un
taux relativement faible (Rodriguez et al., 1997). Il serait donc possible qu'en s'incorporant dans
les membranes lipidiques cérébrales, le taraxérol contenu dans I’EHEAC déplace le cholestérol
vers I'extérieur modifiant ainsi son homeostasie ou son métabolisme (Haralampiev et al., 2017).
De méme, il a été montré que les catéchines du thé vert réduisent le cholestérol plasmatique
dans différents modeles animaux et influent favorablement sur le métabolisme du cholestérol
dans les cultures cellulaires. Ceci via la régulation des récepteurs LDL se produisant par
I'activation du SREBP-2 (Bursill et al., 2001 ; Bursill et al., 2007). De plus, Cheng et Wang
(2015) ont montré que ’acide férulique augmentait les expressions des ABCA1 et ABCG1 dans
les cellules spumeuses des macrophages et promouvant ainsi I’efflux du cholestérol. En ce qui
concerne, I’augmentation des taux de plasmalogenes, elle serait due a la capacité de ’EHEAC
a diminuer la peroxydation des lipides, et également empécher la libération des ions Fe?*qui
provoqueraient la fragilité de la membrane et I'épuisement des antioxydants. (Braverman et
Moser, 2012). Ces effets bénéfiques de ’EHEAC sur ces glycérophospholipides pourraient étre
attribués a la présence des antioxydants membranaires. Les cellules nerveuses fonctionnent en
aérobie et par consequent, leur activité est dépendante de la consommation de glucose et du

métabolisme oxydatif.

L'activité neuronale, le métabolisme du glucose et le métabolisme énergétique sont
intimement liés et concentrés principalement dans le compartiment cellulaire mitochondrial. La
cellule nerveuse métabolise le glucose au niveau du cycle de Krebs et utilise la chaine de la

phosphorylation oxydative pour produit I'ATP (34 ATP par molécule de glucose) nécessaire au
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fonctionnement cellulaire. L'énergie fournie sous forme d'ATP au sein de la cellule nerveuse
sert globalement a alimenter les pompes ioniques, permettre le transport axonal ou encore
assurer la synthése des macromolécules et neuromédiateurs (Castellani et al., 2002). Nous
avons observé lors de cette étude, un taux significativement élevé de glucose et une
augmentation de I’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) chez le groupe de rates témoin
positifs comparés au groupe de rates contréles. Cet hypermétabolisme pourrait signaler des
phénomenes de compensations fonctionnelles ou de dysconnections de la part des cellules
intactes ou des synapses restantes, celles-ci travaillant plus pour pallier a la dégénérescence
(Chételat et al., 2006). 1l pourrait egalement refléter un mécanisme compensatoire suite a un
dysfonctionnement cellulaire, notamment des mitochondries (Bigl et al., 1999 ; Newington et
al., 2012). En effet, le pyruvate, produit final de la glycolyse, peut étre utilisé par la LDH ou
par la pyruvate déshydrogénase (PDH) puis par le cycle de Krebs. En fait, I'aconitase catalyse
la synthese d'isocitrate a partir du citrate. L'isocitrate subit ainsi une décarboxylation oxydative
par l'isocitrate déshydrogénase (IDH) permettant la formation d'a-cétoglutarate. Du NADH est
également synthétisé par réduction du NAD™ (Stobbe et al., 2012). Ce NADH va ensuite étre
transféré a la chaine de transport des électrons faisant ainsi de I'DH la premiere enzyme reliant
le cycle de Krebs a la chaine respiratoire. Une inhibition de I’activité de I’aconitase (observée
dans cette étude chez les rates traitées uniquement a 1’AlICI3) pourrait donc diminuer la
formation d’isocitrate et de NADH affectant ainsi la chaine de transport des électrons. Ceci
aurait pour conséquence une diminution de la production d’ATP. De plus, Dua et al. (2010)
observaient qu’une exposition aigue des rats au phosphate d’aluminium induisait une inhibition
du cytochrome oxydase enzyme du complexe 1V de la chaine respiratoire. Cette inhibition
entrainait une diminution de la capture de I'oxygene et de la synthese d’ATP et une
augmentation concomittante de la dégradation du glycogéne et I’activité des enzymes
glycolytiques. Ceci afin de faire face a la demande énergétique locale. Une telle réponse a été
également observée chez les patients atteints de troubles cognitifs légers (Mild Cognitif
Impairment, MCI) (Rapoport, 1999). Par ailleurs, la glycolyse permet une production rapide
d'’ATP mais en quantité limitée puisque celle-ci ne produit que 2 molécules d'ATP par molécule
de glucose (Ganapathy-Kanniappan et Geschwind, 2013). Ce qui pourrait justifier
I’augmentation de la mobilisation des molécules de glucose pour combler le déficit de
production d’ATP. Ainsi, cette augmentation du contenu en glucose et de 1’activité de la LDH
dans le cerveau pourrait étre associée a une diminution de la production d’énergie due a un
dysfonctionnement mitochondrial. L’administration concomittante de ’EHEAC diminuait le

niveau de glucose dans le cerveau et I’activit¢ de la LDH. Ceci pourrait étre dii a une
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amélioration de la fonction mitochondriale (augmentation de 1’activité de I’aconitase) ou encore

a une réduction du processus neurodégénératif au niveau de I’hippocampe.

L’hippocampe apparait comme une structure majeure de la pathophysiologie de la MA.
Au niveau moléculaire, c’est une des premicres structures atteintes par les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF). L hippocampe présente une autre forme d’implication dans la MA :
cette structure est en effet le lieu d’'une neurogenése persistante qui a €té montrée comme
atteinte dans la pathologie. A I’age adulte, il subsiste deux zones de production de nouveaux
neurones dans le cerveau : la zone sous-ventriculaire et le Gyrus Denté (GD) de I"hippocampe.
I1 a été¢ montré que I’age et les processus de neuroinflammation et de neurodégénération avaient
un effet néfaste sur cette neurogenése adulte (Fuster-Matanzo et al., 2013). Les analyses
histopathologiques ont montré chez les rates témoin une architecture organisée de
I’hippocampe, avec des neurones d’aspect intact dans les différentes couches (GD, CA1, CA2
et CA3). A l’inverse, chez le groupe d’animaux témoin positif, les diverses techniques
histologiques utilisées ont mis en évidences plusieurs modifications neuropathologiques
(désorganisation cellulaire, cytolyse neuronale, dégénérescence cellulaire et une perte cellulaire
importante). Les couches CA1, CA3 (une perte neuronale de prés de la totalité de la population)
et le GD étaient tres affectés. Par ailleurs, des études suggérent un lien causal in vivo entre
I’accumulation du cholestérol dans les neurones et les processus neurodégénératifs. Les
neurones pyramidaux de la région CAl, CA3 (corps cellulaires et dendrites), ainsi que les
interneurones de la couche « stratum radiatum » expriment la cholestérol-24-hydroxylase.
Ainsi, il a ét¢ montré que I’accumulation de cholestérol induite par I’inhibition de I’expression
du gene Cyp46Al dans les neurones de I’hippocampe entraine une cascade d’événements
caractérisée par la production de peptides AP, la phosphorylation de la protéine tau, une
augmentation des céramides a longues chaines, aboutissant a un processus de perte neuronale
associé a des défauts mnésiques et une atrophie hippocampique (Ayciriex et al., 2017). Aussi,
il a été montré que les peptides AP en s’accumulant dans les mitochondries induisent une entrée
excessive de Ca®* dans les neurones, une libération accrue des radicaux libres, une perturbation
du métabolisme énergétique ce qui favorisent les processus métaboliques menant a I’apoptose
(Mattson et al., 2008). L’ Aluminium est également capable d’induire 1’expression des génes
pré-apoptotiques (Natiya et al., 2012). Ainsi, ces modifications neuropathologiques observées
a différents niveaux de I’hippocampe pourraient étre dues, non seulement a une atteinte de la
neurogenése, mais egalement a une accumulation du cholestérol et une apoptose cellulaire.

L’administration concomitante de ’EHEAC (150 mg/kg) préservait I’architecture des couches
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de I’hippocampe. Cette co-administration d’EHEAC a permis de préserver les neurones de la
zone CA1 et d’atténuer de maniére significative I’atteinte a I’intégrité neuronale de la zone CA3
de I’hippocampe, zone liée a la plasticité neuronale et a la mémoire a long terme (Ramirez-
Amaya et al.,, 2001). En effet, les polyphénols et leurs métabolites pourraient se fixer a
difféerents récepteurs cellulaires comme les récepteurs 6-opioides de la nicotine, des estrogenes
et de la testostérone. Une fois liés a leurs récepteurs, ces composés modifient I’activation des
kinases, qui pourrait moduler la plasticité neuronale et stimuler la synthése de nouvelles
protéines synaptiques (Vauzour, 2012 ; Williams et Spencer, 2012). Ils jouent ainsi un role
particulierement important pour préserver la survie neuronale et les fonctionnalités synaptiques
du SNC (Vauzour et al., 2008). Les médicaments de référence (notamment la galanthamine)
atténuaient trés peu les modifications neuropathologiques dans les différentes couches de
I’hippocampe. Ceci renforce le fait que les médicaments actuels contre la MA ont une efficacité
minime et n’empéchent pas la dégénérescence neuronale, ni la mort neuronale. La mémoire de
reconnaissance fait référence a la capacité a discriminer, reconnaitre une personne ou un objet
rencontré au préalable. Elle implique le cortex périrhinal et le cortex entorhinal latéral (LEC)
(Brown et Aggleton, 2001). (Knierim, 2015). Dans cette étude, nous avons évalué les mémoires
a court et a long terme, lesquelles sont trés affectées dans la MA (Dibo-Cohen, 2006).
L'administration chronique de I’AlICI3 (50 mg/kg) aux rates, a donné lieu a une détérioration
progressive de la mémoire de reconnaissance telle que déterminée par le test de reconnaissance
d’objet. En effet, a la semaine 4 de traitement la mémoire de reconnaissance a court terme était
déja altérée (MRCT) par contre c’est a partir de la semaine 7 que la mémoire de reconnaissance
a long terme (MRLT) était altérée. Il serait vraisemblable que la MRLT soit touchée plus
tardivement ou soient plus résistantes. Des résultats similaires ont été évoqués dans d’autres
études qui ont démontré que des rats exposes a certains pesticides (malathione ou Dimethoate)
avaient une MRCT plus altérée comparé a la MRLT. Il a été suggéré que cette différence serait
due au fait que le processus de MRLT implique plusieurs composantes (N’Go et al., 2013 ;
Samih et al., 2017). En effet, des études antérieures ont montré qu’une exposition a I’AlCI3
induit des dommages de la mémoire spatiale, en conduisant a des changements neuronaux et
synaptiques et par conséquent, a une altération de la potentialisation a long terme (LTP) au
niveau de I'nippocampe (Zhang et al., 2013). Apreés 5 et 8 semaines d’administration de 1’ AICls,
nous avons explor¢ les capacités d’apprentissage des rates conditionnées a un test contraignant,
impliquant la nage forcée en piscine pour trouver une plateforme permettant de s’échapper du
milieu liquide, aversif pour les animaux. La latence, correspondant au temps nécessaire pour

que la rate trouve la plateforme immergée a 1’aide des seuls repéres spatiaux, doit normalement
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diminuer chaque jour, témoignant ainsi que I’animal apprend la tiche et mémorise
I’emplacement de la plateforme pour pouvoir y retourner plus rapidement la fois suivante.
L’analyse des profils d’apprentissage des rates témoins positifs montraient a la semaine 8 un
processus d’apprentissage qui semble débuter plus tardivement et avec une pente
significativement moins forte que les rates normales. Ceci refléte un apprentissage plus lent par
ces rates, avec des latences qui restent significativement plus longues sur toute la durée de la
phase, ce qui conduit a des différences tres significatives sur le cumul des latences moyennes
de chaque jour. Ceci suggere la présence de dysfonctionnements des réseaux neuronaux
impliqués dans les processus mnésiques, induisant en conséquence du stress a 1’ AlCls, une perte
des capacités a mémoriser une nouvelle tache. L’exploration cognitive s’achéve par ’analyse
de la mémoire spatiale a long terme réalisée par la restitution d’une tache imposée aux rates
apres la fin de I’apprentissage. Ce test consistait a remettre les rates dans la piscine pour évaluer
la mémoire spatiale a long terme reflétée par leur capacité a rejoindre I’emplacement de la
plateforme (qui a éte retirée pour les besoins de ce test) et/ou a la rechercher de fagon insistante
dans le quadrant ou elle se trouvait. La mémoire est d’autant meilleure que la rate gagne
rapidement I’emplacement de la plateforme et passe une grande partie du temps disponible (1
min) dans ce quadrant, y croisant donc souvent cet emplacement. Les rates du groupe témoin
positif ainsi que celles traitées a la vitamine E ou celles traitées a la galantamine se distinguaient
par des capacités mnésiques significativement affectées. A D’inverse, la neurotoxicité du
chlorure d’aluminium semblait n’avoir induit aucun dégat ni déficit cognitif chez les rates du
groupe EHEAC (150 mg/kg) qui conservaient des performances et une empreinte mnésique
comparables a celles des rates normales. Les effets neuroprotecteurs attribuables a ’EHEAC
consistent en I’amélioration, ou au moins la préservation, des performances cognitives de ces
rates en contribuant de maniere significative a conserver de facon inaltérée les capacités
d’apprentissage et de mémoire a court et long terme. La plasticité cérébrale est définie comme
I’ensemble des modifications durables de la constitution de réseaux neuronaux permettant de
traiter I’information nécessaire aux processus d’apprentissage et de mémoire. La plasticité
cérébrale inclut ainsi a la fois la plasticité synaptique et la neurogenese. La plasticité synaptique
est la capacité des neurones a modifier leurs propriétés (morphologiques, chimiques et
fonctionnelles) au cours du temps. L’hippocampe a été décrit comme étant le sicge de
phénomenes de plasticité synaptique, notamment car celui-ci est une structure cle dans les
processus d’apprentissage (Morris, 2006). La neurogenese quant a elle est ’ensemble des
processus conduisant a I’intégration fonctionnelle de nouveaux neurones dans les circuits

cerébraux. Un des principaux sieges de la neurogenese adulte est I’hippocampe. En effet, 1l a
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été démontré que la mémoire a court terme et la mémoire a long terme sont médiées par des
changements au niveau moléculaire (Sossin, 2008). Plusieurs voies de signalisation sont
impliquées dans le contréle de la synthese de nouvelles protéines comme la voie de la kinase
ERK (extracellular signal-regulated kinase) (Sweatt, 2004), qui convergent vers le facteur de
transcription CREB (cCAMP-response element binding protein). L’activation de CREB apparait
cruciale pour I’induction des changements durables de la plasticité synaptique et de la mémoire
(Pham et al.,1999). Les polyphénols semblent pouvoir avoir un impact sur les différentes voies
de signalisations neuronales impliquées dans la plasticité synaptique (Zhang et al., 2015). En
effet, il a été montré que les niveaux hippocampiques de CaMKII (calmodulin-dependent
protein kinase) phosphorylée, capable de réguler la phosphorylation de CREB (Wei et al.,
2002), étaient diminués chez ’animal agé en comparaison avec des animaux adultes. A
I’inverse une supplémentation avec des catéchines de thé vert était efficace pour rétablir les
niveaux d’expression hippocampique de la protéine CaMKII diminués chez des souris a
vieillissement accéléré (SAMPS8) (Li et al., 2009). De plus, la neurogenése hippocampique a
été reliée directement aux performances cognitives (Stangl et Thuret, 2009) et il est admis que
le nombre de nouveaux neurones diminue avec 1’age, ou avec la MA ce qui conduit a des
déficits d’apprentissage et de mémoire (Klempin et Kempermann, 2007). Dans étude, une
supplémentation en flavanols induisait une amélioration de la mémoire spatiale associée a une
augmentation de 1’angiogeneése et de la densité des épines dendritiques mais pas de la survie
des nouveaux neurones hippocampiques de souris (van Praag et al., 2007). De plus, il a été
observé qu’une supplémentation en resvératrol augmentait I’angiogenese et la neurogenése
dans I’hippocampe de souris (Harada et al., 2011). Nos résultats laissent supposer donc que
I’administration de I’EHEAC (riche en polyphénols) (150 mg/kg) en induisant une
augmentation du nombre de nouveaux neurones différenciés, aurait un impact positif sur
I’enrichissement des réseaux neuronaux et plus globalement sur la plasticité cérébrale des
animaux. Ces effets neurobiologiques positifs induiraient une activation de I’hippocampe et
permettraient ainsi d’expliquer I’impact comportemental de ’EHEAC, a savoir I’amélioration
de I’apprentissage et la mémoire des rates. Cependant des études suppléméntaires seraient

necessaires pour confirmer cela.

L’administration de 1I’AlICIlz (50 mg/kg) aux rates pendant 56 jours a induit une
diminution significative du poids corporel des rates a la fin du traitement. Cette perte de poids
corporel chez les rates refleterait un degré de toxicité systémique du traitement. Bondy et al.
(1998) observaient egalement une absence de gain de poids chez les rats injectés par voie
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intraventriculaire de lactate d’aluminium et suggéraient que 1’Al a un effet direct sur les voies
appétitives centrales (Bondy et al., 1998). Nos résultats montraient également que I’AlClzn’a
pas d’effet significatif sur les masses relatives du cceur, foie et reins, alors qu’il diminue
significativement la masse relative du cerveau. Il pourrait s’agir d’une atrophie sélective de cet
organe (Sanchez-Iglesias et al., 2007). L’administration concomitante de ’EHEAC a entrainé
par contre un gain de poids corporel et une réduction significative de I’atrophie cérébrale. Ces
résultats suggerent une protection de 1’extrait contre les effets toxiques de I’ AlCls. Nous avons
montré aussi que 1’administration de 1’AlCI3 (50 mg/kg) pendant 56 jours conduit a une
augmentation significative de I’ASAT plasmatique par rapport au groupe témoin. L’ ASAT est
particulierement abondante au niveau du cceur, du foie, des muscles squelettiques, des reins.
L’ASAT et ’ALAT sont des indicateurs de souffrance cellulaire. Une augmentation de leur
concentration dans le sang serait synonyme d’atteinte hépatique. Ces enzymes sont
généralement utilisées comme marqueurs précoces de toxicité hépatique, parce qu’elles
apparaissent dans le sang en cas de dommages cellulaires au niveau des hépatocytes.
L’administration concomitante de I’EHEAC (150 mg/kg) diminuait le taux d’ASAT
plasmatique ce qui pourrait étre due a son effet hépatoprotecteur (Njouendou et al., 2014 ;
Njouendou et al., 2018).
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\
L CONCLUSION ET PERSPECTIVES




Au terme de ce travail dont 1’objectif général était, d’évaluer les effets modulateurs A.
congolensis sur quelques altérations biochimiques, neuropathologiques et cognitives associées
a maladie d’Alzheimer, chez un mode¢le animal induit par le chlorure d’aluminium, il en ressort

que :

> Les extraits (aqueux, hydroéthanolique et éthanoliques) préparés a partir de cette plante se
sont révélés riches en polyphénols, flavonoides et sont dotés d’un bon pouvoir anti-
radicalaire et chélateur de fer meilleur que la quercétine. L’extrait hydroéthanolique
(EHEAC) possédant la meilleure capacité antioxydante, contient la catéchine, ’acide
férulique, le taraxérol et d’autres composés non identifiés. Ces molécules seraient
probablement responsables de ces propriétés anti-oxydantes importantes de I’extrait et sa
capacité a prévenir le stress oxydant au niveau cérébral et périphérique chez les rates
intoxiquées au chlorure d’aluminium ;

» L’extrait hydroéthanolique d’A. congolensis (EHEAC) améliore la transmission
cholinergique en inhibant I’activité des cholinestérases ; régule I’homéostasie du calcium
en agissant sur la dépolarisation neuronale et sur les courants de calcium dépendant du
voltage, et en favorisant son I’efflux. L’EHEAC (150 mg/kg) est également capable
d’empécher une surcharge en cholestérol dans le cerveau tout en augmentant
significativement le niveau de glycérophospholipides. Cet extrait favorise le catabolisme du
glucose cérébral et par consequent la production d’énergie nécessaire a I’activité neuronale ;

» L’EHEAC a la faible dose réduit la formation des Iésions histologiques et ralentir la
neurodégénérescence au niveau de I’hippocampe. Cet extrait participe également a la
consolidation et la conservation des capacités d’apprentissage et de mémoires de
reconnaissance et spatiale dans des conditions de vieillissement pathologique induit par le
AICls.

De maniére générale ce travail de thése a donc révélé que I’extrait hydroéthanolique
d’Autranella congolensis riches en composés bioactifs y compris polyphénols et triterpenes
pentacycliques offre aux neurones des rates les moyens d’une protection totale contre la toxicité
du AICl3 et le développement d’un syndrome de déficit cognitif analogue a celui associé aux
phases précoces de la maladie d’Alzheimer. Ce qui suggere de nouvelles activités biologiques
des ecorces de cette plante qui pourrait avoir un intérét potentiel dans la prévention des maladies
neurodégénératives telle la maladie d’ Alzheimer. Compte tenu des résultats obtenus, plusieurs

perspectives de travail peuvent étre envisagees :

U Déterminer la fraction de composés responsable de ’efficacité de ’EHEAC
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U Faire une étude protéomique afin d’évaluer les effets de ’"EHEAC sur les voies
métaboliques impliquées dans la signalisation du calcium, le métabolisme du

cholestérol ou glucose au niveau du cerveau ;

U Evaluer I’effet de ’TEHEAC sur quelques protéines synaptiques cérébrales impliquées

dans la plasticité cérébrale.
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Annexe 1 : Dispositif HPLC/SM

L’extrait a été injecté sur une colonne Nova-Pak RP-18 (4 um, 150 x 3.9 mm i.d.)
(Waters). Le gradient utiliseé était le suivant : H.O-MeOH contenant 0.05% de TFA, a un débit
de 1 mL.min-1, 75-25 a 0-100 en 25 min, puis 100% de MeOH pendant 5 min. Les spectres de
masse ont eté enregistrés en mode positif par un spectrometre LCQ (Finnigan MAT) a trappe
ionique équipé d’une source d’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI). Les
analyses ont été effectuées dans les conditions suivantes : gaz réactant : N2 a un débit de 77
unités, température du vaporisateur : 450 °C ; température du capillaire : 150 °C ; voltage de la
source : 6 kV ; courant de la source : 5 pA ; voltage du capillaire : 16 V. Les spectres de masse
(150-1000 amu) ont été enregistres toutes les 2 secondes. Les ions moléculaires protonnés

[M+H]" ont été choisis comme ions parents pour la fragmentation.
Annexe 2 : Dispositif open field du test de reconnaissance

Il s’agit d’un box aux bords élevés, qui empéche a ’animal se trouvant a ’intérieur de
s’échapper ou de se cacher. La surface d’exploration est divisée en 16 carreaux plus 1 carreau
central. Le dispositif utilisé dans cette étude est en bois et a pour dimensions : 60 cm de

longueur, 60 cm de Largeur et 40 cm de hauteur.

Photographie de I’ « Open Field » : carreau central (A) et carreau périphérique (B) (Photo prise
par Massop Christelle le 25 Novembre 2018 au Laboratoire de Physiologie Animale de

I’Université de Yaoundé I).
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Annexe 3 : Dispositif du « Morris Water Maze »

Il s’agit d’un réservoir circulaire noir (diametre 120 cm X hauteur 50 cm) remplie d’eau
a moitié situé dans une piece éclairée. Une plate-forme d’évacuation de 8 cm de diamétre et de
couleur noir (correspondance de couleur avec le dispositif afin de la rendre invisible) est placée

en une position fixe (quadrant Sud du dispositif), immergée a 1,0 cm a la surface de I’eau.

Photographie du dispositif de « Morris Water Maze » (Photo prise par Djikem Rudig le 25
Novembre 2018 au Laboratoire de Physiologie Animale de 1’Université de Yaoundé I). 1 :

plate-forme, N : quadrant Nord, S : quadrant Sud, E : quadrant Est, W : quadrant Ouest.
Annexe 4 : Dispositif du « Wire-Suspension Grip/Agility Test »

Un fil métallique de 120 cm de long et 2 mm de diameétre a été utilisé. Ce fil, maintenu
horizontale par deux barreaux a une hauteur de 100 cm du sol, a permis de réaliser le dispositif
du test de suspension a la corde ou « Wire-Suspension Grip/Agility Test ». Une bassine
contenant de litiere de copeau (utilisée pour amortir la chute de I’animal) était placée au niveau

du sol (a 80 cm s ous la corde).
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Photographies du dispositif du « Wire-Suspension Grip/Agility Test » (Photo prise par
Zemo Gamo Franklin, 2018). A = plan large et B = plan rapproché.
Annexe 5: Préparation du réactif TBA pour le dosage malondialdéhyde
Pour 100 mL de réactif TBA, 375 mg de TBA; 20 g de TCA; 0,01 g de BHT; 25 mL de
HCI (IN) et 50 mL d’eau distillée ont été introduits dans un bécher. La solution obtenue
a été chauffee a 40°C dans un bain-marie jusqu’a solubilisation compléte du TBA, puis
transférée dans une fiole de 100 mL. Le volume a été complété avec de 1’eau distillée
jusqu’au trait de jauge.
Annexe 6: Préparation du réactif d’Ellman
Il est préparé en dissolvant 4,96 mg de DTNB dans 250 mL tampon tris-HCI (0,1 M ;
pH 6,5)
Annexe 7: Réactifs dosage de Calcium (kit sigma aldrich)
- Tampon de dosage de calcium (Numéro de catalogue MAKO022A)

- Réactif chromogéne (Numéro de catalogue MAK022B)
- Etalon de calcium, 500 mM (Numéro de catalogue MAK022C)

Annexe 8: Réactifs dosage magnésium (kit CHRONOLAB)

Amino-méthyl-propanol ...,
Réactif 1 (Rl):{

EGTA (Tampon) ........c.cceevvvveienieninneinnennnne.0,21 mmol/L
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ﬁalmagite ......................................................... 0,30 mmol/
Reactif 2 (R2): agnésium (Chromogeéne ............ 0,824 mmol/L
Préparation du réactif de travail

Le réactif de travail est obtenu en mélangeant des volumes égaux de la solution

tampon R1 et la solution de chromogene R2.
Annexe 9: Réactif dosage cholestérol (Kit CHRONOLAB)
R1: Tampon
Tampon PIPES (pH 6,9)......ooiiii e, 90 mmol/L

PhENOL. ..o, 26 mmol/L

R2 : Réactif enzyme

(040 10) (SN 1 (o) BN 1<) v T 300 U/L
Cholesterol OXydase. ......c.vvriiiiiti i 300 U/L

PeroXydase. .. ..ouiniit e e 1250 U/L
A- AMINOANTIPYTING. .. uenttitt ettt et et ete ettt e e naeene eeeeenan 0,4 mmol/L

R3 : Solution étalon
Cholestérol standard..............ccoviiiiiiiii s 200 mg/dL
R1 + R2 : Solution de travail

La solution de travail est stable pendant quatre mois entre 2 °C a 8 °C ou pendant 40 jours
entre 15 a 25 °C.

Annexe 10: Réactifs dosage triglycérides (Kit CHRONOLAB)

R1: Tampon
Tampon GOOD (PH 7,5)....uenieiiie e e, 50 mmol/L
P-ChlOrOPhénOL.........eeee s e 2 mmol/L

R2 : Réactif enzyme

Lipoprotéine lipase (LPL).........ccooiiiiiiiiiiiieeee e 150000 U/L
Glycérol kinase (GK).....c.ovoviiiiiiii e, 500 U/L
Glycérol-3-phosphate oxydase (GPO)...........cooivviiiiiiiiiiis. 2500 U/L
Peroxydase (POD) .....ooiiiiiii e 440 U/L
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A4-AMINOPhENAazZONEe. .........oviiiiiiii i, ..0,2 mmol/l

A P 0,1 mmol/I

R3 : Solution étalon

Triglycérides standard...............cooiiiiiiiiii s e 250 mg/dL
R1 + R2 : Solution de travail

La solution de travail est stable pendant six semaines entre 2 °C a 8 °C ou pendant 7 jours entre
15425 °C.

Annexe 11: Réactifs dosage glucose (kit Sigma aldrich)
Réactif 1 : Réactif glucose-oxydase / peroxydase (Numeéro de catalogue G3660)

Ce réactif est dissout dans dans 39,2 mL d’eau déminéralisée. La solution est stable jusqu'a un

mois a 2-8 C et pendant au moins 6 mois a —20 C.
Réactif 2 : Réactif o-Dianisidine (numéro de catalogue D2679)

Le flacon contient 5 mg d'o-dianisidine dichlorhydrate qui est dissout dans 1,0 mL d'eau

désionisée. La solution est stable pendant 3 mois a 2-8 C.

Réactif de travail ou test : Ajouter 0,8 mL de réactif o-Dianisidine au flacon ambre contenant

les 39,2 mL de réactif de glucose oxydase / peroxydase. La solution est stable jusqu’a 1 mois

entre 2 et 8°C
Solution standard de glucose (numéro de catalogue G3285)

Annexe 12: Réactifs pour ’activité des transaminases

Substrats ASAT
- L-aSPAITALE ..ot 2,66g
- O-CELOGIULATALE . . ...ttt 30 mg

Ces deux réactifs ont été dissouts dans 20 mL de tampon phosphate pH 7,4 (0,1M). Le
pH de cette solution a été ajusté a 7,5 avec du NaOH (0,4N) et le volume a été complété a 100
mL avec du tampon phosphate 0,1M. Le substrat obtenu avait une concentration en o-

cétoglutarate de 2 mM et en L-aspartate de 200 mM.

Substrats ALAT
- L-alanine. .o e 1,78 g
- O-CELOEIULATALE. ... et 30 mg
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Ces deux réactifs ont été dissouts dans 20 mL de tampon phosphate pH 7,4 (0, 1M). Le pH de
cette solution a été ajusté a 7,5 avec du NaOH (0,4N) et le volume a été complété a 100 mL
avec du tampon phosphate 0,1M. Le substrat obtenu avait une concentration en a-cétoglutarate
de 2 mM et en L- alanine de 200 mM.

- Tampon phosphate ..........coiiiiiiiii e (0,1M; pH 7,4)

Une masse de 13,40 g de phosphate disodique a été dissoute dans 500 mL d’eau distillée. Une
masse de 1,36 g de phosphate monosodique a également été dissoute dans 100 mL d’eau
distillée. La solution de phosphate disodique a été titrée par la solution de phosphate

monosodique jusqu’au pH 7,5. Le volume a été complété a 500 mL avec de ’eau distillée.
- Reéactif de coloration : 2,4 dinitrophénylhydrazine (DNPH)
Il a été préparé en dissolvant 0,0198 g de 2,4 dinitrophénylhydrazine dans 100 mL de HCI (1N).

Seize (16) g de NaOH ont été dissout dans 1000 mL d’eau distillée.
- Btalon pyruvate. ... ..o e 2 mM

Vingt-deux milligrammes (22) mg de pyruvate de sodium ont été dissout dans 100 mL
de tampon phosphate (0,1 M pH 7,5).

Annexe 13: Réactifs pour le dosage de la créatinine

- Réactif 1:acide PICTIQUE .....vvinieeie e e 8,8 mM
- REACHT 2. NAOH ..o 0,4M
- Btalon créatinine ...........oouiiiiiiiii i 177,80 uM

Préparation de la solution de travail
La solution de travail (picrate de sodium) est obtenu en mélangeant des volumes égaux
d’acide picrique (8,8 M) et de soude (NaOH 0,4 N).

Annexe 14: Réactifs pour le dosage des protéines totales

- Réactif A : 2% p/v de carbonate de sodium (NaCO3) mélangé avec un volume égal de
0,4 % p/v de NaOH

- - Réactif B : 1% p/v de CuSO4 mélangé avec un volume égal de 1% p/v de Na, K

tartrate
- - Réactif 1 : 1 volume du réactif B mélangé avec 100 volumes du réactif A

- - Réactif 2 : Folin-Ciocalteu 50% v/v
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Annexe 15 : Courbe d’étalonnage dosage des polyphénols

Densité optique
o = N
o1 = (62} N (6}

o

y=00178x
R2=0,8358
S <
"/‘
0 20 40 60 80 100

Concentration acide gallique (ug/mL)

120

Annexe 16: Courbe d’étalonnage dosage des flavonoides

3,5
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Densité optique
o = N
(@) ] - (@) ] N (6a]
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0

Concentration quercetine (ug/mL)
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.
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Annexe 17: Courbe d’étalonnage activité de la catalase
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Densité optique

o o
o °© = ©
o & + 0 ™
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Concentration H,0, (umol/mL)
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Annexe 18: Courbes d’étalonnage activité de la GPx
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Annexe 19: Courbe d’étalonnage activités des ATPases

DENSITE OPTIQUE

Annexe 20: Courbe d’étalonnage dosage des phospholipides cérébraux

Densité optique
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Annexe 21:

Annexe 22 :

Courbe d’étalonnage activités des transaminases
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