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Suivi des Activités Académiques of Academic Affaires
LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

LISTE DES ENSEIGNANTS

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 31 OCTOBRE 2022

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 ANGUE Monique, Maitre de Conférences

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

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

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (39)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2. | BOUDJEKO Thaddée Professeur En poste
3. | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
4. | FOKOU Elie Professeur En poste
5. | KANSCI Germain Professeur En poste
6. | MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste
7. | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
8. | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9. | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences | En poste
10.| ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences | En poste
11.| AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences | En poste
12.| BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. Maitre de Conférences | Chef DAF/FS
13.| DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences | En poste
14.| EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | En poste
15.| EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste
16.| KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste
17.| MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS/ UDs
18.| NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste
19.| NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste
20.| NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences | En poste
21.| NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences | En poste
22.| TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences | En poste




23.| AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24.| BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
25.| BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste
26.| DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
27.| DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
28.| DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
29.| FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
30.| KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
31.| LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32.| MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33.| MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34.| OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
35.| Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36.| PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
37.| WILFRED ANGIE Abia Chargé de Cours En poste
38.| FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Assistant En poste
39.| MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Chargée de Cours En poste

| 2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (51)

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. | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
9. | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
10. | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
11.| NOLA Moise Professeur En poste
12.| TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
13.| TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr. IMINSANTE
14.| ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
15, ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences amég\gce/
16. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
17.| DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
18, S(()D?SI\IIS (L;J E KAMKUMO Raceline épse Maitre de Conférences En poste
19. ‘&ﬁ‘géﬁpﬁ_%%EENG Hermine epse Maitre de Conférences En Poste
20. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences En poste
21.| MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences En poste
22.| MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste




23.| MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
24.| NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
25.| NGUEMBOCK Maitre de Conférences En poste
26.| TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
27.| ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
28. | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours En poste
29.| DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
30. | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Chargée de Cours En poste
31.| ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
32.| FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours En poste
33.| GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste
34. | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
35. | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste
36. | LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste
37.| MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
METCHI DONFACK MIREILLE )
38. | FLAURE EPSE GHOUMO Chargé de Cours En poste
39.| MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
40.| MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
41.| NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
42. | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. Ute
Bamenda
43.| NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
44.| TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
45. | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
46. | YEDE Chargé de Cours En poste
47.| YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste
48. | AMBADA NDZENGUE GEORGIA Assistante En poste
ELNA
49. | FOKAM Alvine Christelle Epse KEGNE Assistante En poste
50. | MAPON NSANGOU Indou Assistant En poste
51. | NWANE Philippe Bienvenu Assistant En poste

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

1. | AMBANG Zachée Professeur Chef DAARS /UYII
2. | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste

3. | MBOLO Marie Professeur En poste

4. | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5. | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6. | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7. | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste

8. | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste

9. | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste

10. | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences DAAC /UDla

11.| NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI

12.| NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste




13.| NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences CT / MINRESI
14. | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
15. | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16. | ONANA JEAN MICHEL Maitre de Conférences En poste
17.| DJEUANI 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
21.| MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
22.| NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
23. | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
24. | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
25. En
NSOM ZAMBO EPSE PIAL ANNIE Chargé de Cours détachement/UNESCO
CLAUDE MALI

26. | GODSWILL NTSOMBOH NTSEFONG Chargé de Cours En poste
27. | KABELONG BANAHO Louis-Paul-Roger | Chargé de Cours En poste
28.| KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste
29. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste
30. | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste
31.| TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste
32.| TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste
33. | MANGA NDJAGA JUDE Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (31) |

1. | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département

2. | Florence UFI CHINJE épouse MELO | Professeur Recteur Univ.Ngaoundere

3. | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé deMiss.PR

4. | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

5. | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

6. | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ. Bamenda

7. | NENWA Justin Professeur En poste

8. | NGAMENI Emmanuel Professeur DO.YEN FS

Univ.Ngaoundere

9. | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

10. | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences En poste

11.| EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste

12.| KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste

13.| KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. | Maitre de Conférences En poste

14.| KENNE DEDZ0O GUSTAVE Maitre de Conférences | En poste

15. | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

16.| MBEY Jean Aime Maitre de Conférences | En poste

17.| NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste

18, | NEBAH Nee NDOSIRI Bridget Maitre de Conférences | CT/ MINPROFF
NDOYE

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

20. | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste




21.| NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences En poste
22, Z\A\/\\IIBAC\)V?ISCM GBAMBIE Maitre de Conférences En poste
23.| TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences En poste
24.| BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours Chef Service/ ENS Bertoua
25.| CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
26. | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
27.| MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
28. | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
29. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste
30. | PATOUQOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste
31.| SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (38)

1. | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
2. | NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Département UDS
3. | NYASSE Barthélemy Professeur En poste

4 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel | Professeur Bg;;:f: nz/emlNESUP/ Chef de
5. | WANDJI Jean Professeur En poste

6. | MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste

7. | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | Vice-Doyen / DPSAA
8. | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste

9. | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | En poste

10.| FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences | En poste

11.| FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste

12. | KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences | En poste

13.| KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste

14.| KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences | En poste

15.| KOUAM Jacques Maitre de Conférences | En poste

16.| MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences | En poste

17.| MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences | En poste

18.| NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Chef de Cellule MINRESI
19. | NGONO BIKOBO Dominique Serge | Maitre de Conférences | C.E.A/ MINESUP
20.| NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences | DAAC/Uté Bertoua
21.| NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste

22.| TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste

23.| TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences | En poste

24.| TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI

25.| YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences | En poste

26.| ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences | En poste

27.| NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste

28.| NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste

29. | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste

30. | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste

31. | MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste

32.| TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste




33.| TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste
34.| TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste
35.| MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste
36.| NONO NONO Eric Carly Assistant En poste
37.| OUETE NANTCHOUANG Judith .

Laure Assistante En poste
38.| TSAFFACK Maurice Assistant En poste

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

1. | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef

5 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP

3. | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste

4. | TSOPZE Norbert Maitre de Conférences En poste

5. | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours Sous-Directeur/MINFOPRA

6. | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département

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

8. | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste

9. | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste

10.| HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste

11.| JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste

12.| KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste

13.| MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

14.| MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste

15 OLE OLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours Directeur adjoint ENSET.
Ebolowa

16.| TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste

17.| BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

18. | EKODECK Stéphane Gaél Raymond | Assistant En poste

19.| MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste

20.| MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste

21.| NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. | Assistant En poste

22.| NZEKON NZEKO'O ARMEL Assistant En noste

JACQUES P
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

1. | AYISSI Raoult Domingo | Professeur | Chef de Département

2. | KIANPI Maurice Maitre de Conférences En poste

3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences En poste

4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste

5. | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences En poste

. - . Chef Service des Programmes
6. NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences & Diplomes/FS/UY]
7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences En poste

Vi




8. | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. | Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda

9. | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences En poste

10 éGHOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT
.| Gérard

11.| BOGSO ANTOINE MARIE Chargé de Cours En poste

12.| CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

13.| DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

14.| DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

15.| KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

16.| MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

17.| MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours Chef Dpt /ENS Uté Bertoua

18.| NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

19.| NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste

20. | OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste

21.| POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage

22.| TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste

23.| TETSADJIO TCHILEPECK M. E. | Chargé de Cours En poste

24.| BITYE MVONDO Esther Claudine | Assistante En poste

25. | FOKAM Jean Marcel Assistant En poste

26. | LOUMNGAM KAMGA Victor Assistant En poste

27.| MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste

28.| MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste

29. | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste

30. | TENKEU JEUFACK Yannick Léa | Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (22)

1. | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département

2. | NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN / DSSE/FS/UYI

3. | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste

4. | ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences En poste

5. | BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences En poste

6. | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste

7 Egggﬁﬁﬂﬂﬁ B:Ettlz U Epse Maitre de Conférences En poste

8. | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste

9. | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste

10 BODA Maurice Chargé de Cours En,pos.l Flon d"absence
. irréguliere

11.| ESSONO OBOUGOU Germain G. 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 Chargé de Cours En poste

15.| LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste

16.| MEYIN A EBONG Solange Chargée de Cours En poste

17.| NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste

vii




TAMATCHO KWEYANG Blandine

18.| Pulchérie Chargée de Cours En poste
19. | TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En poste
20. | MONI NDEDI Esther Del Florence Assistante En poste
21. | NKOUE TONG ABRAHAM Assistant En poste
22.| SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste

1. | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste

2. | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM | Professeur En poste

3. | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. Uté
Ngaoundéré

4. | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste

5. | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste

6. | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste

7. | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département

8. | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste

9. | NOUAYOU Robert Professeur En poste

10.| PEMHA Elkana Professeur En poste
Chef de

11.| SAIDOU Professeur centre/IRGM/MINRESI

12.| TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FSUniv/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 Conférences | DG/HYDRO Mekin

17.| BODO Bertrand Maitre de Conférences | En poste

18. | BOYOMO Marthe Maitre de Conférences | DA/ ENSPY

19.| ENYEGUE A NYAM épse BELINGA | Maitre de Conférences | En poste

20. | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences | En poste

21.| FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences | En poste

22. | HONA Jacques Maitre de Conférences | En poste

23.| MBINACK Clément Maitre de Conférences | En poste

24. | MBONO SAMBA Yves Christian U. Maitre de Conférences | En poste

25.| NDOP Joseph Maitre de Conférences | En poste

26.| SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences | En poste

27.| SIMO Elie Maitre de Conférences | En poste

28. | VONDOU DerbetiniAppolinaire Maitre de Conférences | En poste

29. | WAKATA née BEYA Annie Maitre de 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. | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER

34.| MELTI'I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste

viii




35.| MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36. | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours Absente depuis Janvier 2022
37.| AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie | Chargé de Cours En poste
38.| DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie Chargée de Cours En poste
Angennes
39.| OTTOU ABE Martin Thierry Chargé de Cours En poste
40. | TEYOU NGOUPOU Ariel Chargé de Cours En poste
41. | KAMENI NEMATCHOUA Modeste Assistant En poste
42.| LAMARA Maurice Assistant En poste
43. | NGA ONGODO Dieudonné Assistant En poste
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RESUME

L’usage du traitement hormonal de la ménopause (THM) pour réduire les troubles liés
a la ménopause est de moins en moins sollicitée a cause de ses limites et effets secondaires
laissant place a la recherche des alternatives thérapeutiques. Les phyto-cestrogenes (PEs) ;
agonistes des récepteurs cestrogéniques sont de plus en plus utilisés comme traitement alternatif
au THM. Leurs activités cestrogénomimetiques sont cependant connues pour perturber la
fonction de reproduction des femmes en &ge de procréer et qui en sont exposées. L’objectif
principal de ce travail était d’évaluer les effets des phyto-cestrogénes du duramen de
Pterocarpus soyauxii sur quelques symptdmes de la ménopause chez le rat. Pour atteindre cet
objectif, une série de tests pharmacologiques a été réalisée. Le premier test a consisté a évaluer
les effets cestrogéniques de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii chez la rate
au cours d’un test utérotrophique classique de 3 jours. Le second test a été réalisé dans le but
d’investiguer les effets de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques
symptomes ménopausiques chez la rate au cours d’un traitement de 28 jours. Le troisiéme test
a été réalisé dans I’optique d’évaluer les effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus
soyauxii sur quelques parameétres de la fonction de reproduction chez les rates normales. Un
quatriéme test a été réalisé afin d’établir un profil de toxicité aigué et subchronique de I’extrait
aqueux du duramen de P. soyauxii. Un dernier test pharmacologique a consisté a evaluer le
pouvoir antioxydant in vitro et la composition phytochimique qualitative et quantitative de
I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii. Les résultats ont montré que I’extrait
aqueux de P. soyauxii aux doses de 100, de 200 et de 300 mg/kg a induit une activité
cestrogénique marquée par une augmentation significative de la taille de 1’épithélium vaginal,
du taux de protéines utérines et de la taille des acinis mammaires lors du test utérotrophique.
Dans le modéle ménopausique, P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a augmenté
significativement la taille de 1’épithélium vaginal et a entrainé une stratification et une
cornification de 1’épithélium vaginal. A ces mémes doses, 1’extrait aqueux de P. soyauxii a
induit une activité antidépressive, anxiolytique et antiamnésique et a prévenu la
dégenérescence neuronale. Cet extrait a également induit une activité antiostéoporotique
marqueée par une réduction sur les coupes histologiques du fémur et du tibia de la densite des
lacunes de résorption, une augmentation par rapport aux animaux OvX recevant de 1’eau
distilleé de la densité osseuse, du taux de protéines osseuses, de glutathion réduit et une
normalisation des taux sériques des paramétres du metabolisme osseux (calcium, phosphore et

phosphatase alcaline). Sur les facteurs de risques des troubles cardiovasculaires post-
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ménopausiques, P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a reduit le gain pondéral et la
masse relative de la graisse abdominale, a corrigé la dyslipidémie, a réduit le rapport
intima/média sur les coupes de I’aorte. Chez les rates normales, aux doses de 200 et de 300
mg/kg a réduit la masse relative de 1’ovaire et le nombre de follicules totaux ovariens et a
modifié la durée des phases du cycle cestral. Les résultats des études toxicologiques ont montré
que P. soyauxii a une dose létale 50 supéricur a 5000 mg/kg dans la toxicité aigiie et n’a pas
entrainé en toxicité subaigué des altérations histologiques et biochimiques au niveau du foie et
du rein aux doses de 200 et de 400 mg/kg. Les analyses phytochimiques qualitatives de I’extrait
ont permis de mettre en évidence la présence des composés bioactifs tels que les alcaloides, les
saponines, les flavonoides. L’analyse LC-MS a permis de mettre en évidence la présence des
molécules telles que ’acide linoléique, le mono (2-ethylhexyl) phthalate et le 3',5'-dimethoxy-
4-stilbenol. L’extrait a aussi présenté une activité antioxydante in vitro vis-a-vis du DPPH, de
I’ABTS et du FRAP. Les présents résultats justifieraient 1’utilisation empirique de P. soyauxii
pour la prise en charge des troubles ménopausiques mais son usage doit étre limité chez les

femmes pré-ménopausées nourrissant le désir d’avoir un enfant.

Mots clés : Pterocarpus soyauxii, Ménopause, cestrogénique, perturbation endocrinienne,

toxicité.
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ABSTRACT

The use of hormonal treatment of menopause (HRT) to reduce menopausal disorders is
less and less solicited because of its limitations and side effects leaving room for the search of
therapeutic alternatives. Phytoestrogens (PESs); estrogen receptor agonists are increasingly used
as an alternative treatment to HRT. However, their estrogenic activities are known to disrupt
the reproductive function of women of childbearing age who are exposed to them. The main
objective of this work was to evaluate the effects of phytoestrogens from Pterocarpus soyauxii
heartwood on some menopausal symptoms in rats. To achieve this objective, a series of
pharmacological tests were performed. The first test consisted in evaluating the estrogenic
effects of the aqueous extract of the duramen of Pterocarpus soyauxii in the rat during a
classical 3-day uterotrophic test. The second test was carried out in order to investigate the
effects of the aqueous extract of the duramen of Pterocarpus soyauxii on some menopausal
symptoms in the rat during a 28 days treatment. The third test was performed to evaluate the
effects of the aqueous extract of Pterocarpus soyauxii heartwood on some parameters of the
reproductive function in normal rats. A fourth test was carried out in order to establish an acute
and subchronic toxicity profile of the aqueous extract of P. soyauxii heartwood. A last
pharmacological test consisted in evaluating the in vitro antioxidant power and the qualitative
and quantitative phytochemical composition of the aqueous extract of Pterocarpus soyauxii
heartwood. The results showed that the aqueous extract of P. soyauxii at doses of 100, 200 and
300 mg/kg induced estrogenic activity marked by a significant increase in the size of the
vaginal epithelium, uterine protein level and mammary acini size in the uterotrophic test. In the
menopausal model, P. soyauxii at doses of 200 and 300 mg/kg significantly increased the size
of the vaginal epithelium and induced stratification and cornification of the vaginal epithelium.
At the same doses, aqueous extract of P. soyauxii induced antidepressant, anxiolytic and
antiamnesic activity and prevented neuronal degeneration. This extract also induced an anti-
osteoporotic activity marked by a reduction on histological sections of femur and tibia of the
density of resorption lacunae, an increase compared to Ovx animals receiving distilled water
of bone density, bone protein level, reduced glutathione and normalization of serum levels of
bone metabolism parameters (calcium, phosphorus and alkaline phosphatase). On risk factors
for postmenopausal cardiovascular disorders, P. soyauxii at doses of 200 and 300 mg/kg
reduced weight gain and relative abdominal fat mass, corrected dyslipidemia, reduced
intima/media ratio on aortic sections. In normal rats, at 200 and 300 mg/kg reduced the relative
mass of the ovary and the number of total ovarian follicles and altered the duration of estrous
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cycle phases. The results of the toxicological studies showed that P. soyauxii has a lethal dose
50 higher than 5000 mg/kg in acute toxicity and did not induce in subacute toxicity histological
and biochemical alterations at the level of liver and kidney at the doses of 200 and 400 mg/Kkg.
The qualitative phytochemical analyses of the extract allowed to highlight the presence of
bioactive compounds such as alkaloids, saponins, flavonoids. The LC-MS analysis revealed
the presence of molecules such as linoleic acid, mono (2-ethylhexyl) phthalate and 3',5'-
dimethoxy-4-stilbenol. The extract also showed in vitro antioxidant activity against DPPH,
ABTS and FRAP. The present results would justify the empirical use of P. soyauxii for the
management of menopausal disorders but its use should be limited in pre-menopausal women

with the desire to have a child.

Key words: Pterocarpus soyauxii, Menopause, estrogenic, endocrine disruption, toxicity
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INTRODUCTION



Les cestrogénes sont des hormones secrétées majoritairement au sein des cellules
folliculaires ovariennes (Cui et al., 2013). Leurs actions passent principalement par les
récepteurs aux cestrogénes (ERs) de type alpha (ERa) et beta (ERB) mais aussi par les
récepteurs membranaires (Heldring et al., 2007 ; Drummond et Peter, 2010). L ubiquité de
I’expression des REs fait des cestrogénes, des hormones capables d’exercer des actions
physiologiques au sein de nombreux systemes parmi lesquels, le systeme de reproduction
féminin, le systéme osseux, le systeme nerveux et le systeme cardiovasculaire (Brandenberger,
1997 ; Drummond et Peter, 2010). L’administration des cestrogénes exogenes inhibe chez la
femme en pré-meénopause le complexe hypothalamo-hypophysaire avec pour conséquence une
baisse de la production de gonadolibérines, des gonadotrophines et de ce fait une inhibition de
la folliculogenese (Petersen et al., 1995 ; Radovick et al., 2012).

La concentration sérique des cestrogénes diminue progressivement et parallement avec
la perte de 1’activité folliculaire ovarienne (OMS, 1996). Cette déficience cestrogénique est
associee a un ensemble de troubles qui constituent le syndrome ménopausique. On y trouve
entre autres, les troubles vasomoteurs, la sécheresse vaginale, 1’atrophie des organes génitaux
(Keating et al., 1999 ; Marta et al., 2014 ; Muhammad et al., 2021), les perturbations
neuropsychiques, 1’ostéoporose et le développement des facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires (Muhammad et al., 2021 ; Robin et al., 2021, Mengue et al., 2021). La
ménopause correspond en effet & un phénomene naturel défini comme un arrét permanent des
menstruations aux alentours de 50 ans (OMS, 1996). Des enquétes épidémiologiques aux états
unis d’Amérique soutiennent que, environ 75-82% de femmes ménopausées souffrent des
bouffées de chaleur et des troubles vasomoteurs, 20-80% des troubles neuropsychiques
(Monteleone et al., 2018 ; Mozhgan et al., 2020), 12% souffrent du gain pondéral (Sussman et
al., 2015), 54% du syndrome genito-urinaire (DiBonaventura et al., 2015), 34% de
’ostéoporose (Choi et al., 2021) et environ 70% en Iran se plaignent d’une augmentation de la
pression artérielle et des complications cardiovasculaires (Mozhgan et al., 2020). En Afrique
sub-saharienne et plus précisément au Cameroun, environ 57% des femmes ménopausées
souffrent des bouffées de chaleurs, 66% de perte de la libido, 32% du gain pondéral, 47% des
troubles nerveux et 62% souffrent des douleurs articulaires (Mengue et al., 2021). De maniére
générale, il est établi que, environ 80% des femmes ménopausées ont vu leur qualité de vie se
dégrader du fait de la déficience cestrogénique associée a la ménopause (Woods et Mitchell,
2005).

La prise en charge du syndrome ménopausique par la médecine conventionnelle est basée

essentiellement sur le Traitement Hormonal de 1a Ménopause (THM) qui utilise les cestrogenes
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de synthese. Ce THM est associé a un risque accru de développement des cancers
cestrogénodépendants et des thromboembolies (British Menopause Society, 2020). Ces raisons
constituent des limites a ['usage du THM. La découverte des alternatives thérapeutiques au
THM reste donc une urgence médicale. De nombreuses études sont entreprises dans cette
optique et explorent les effets cestrogéniques et thérapeutiques des plantes médicinales (Telefo
et al., 2002 ; Dzeufiet et al., 2015 ; Oumarou et al., 2017 ; Ngoungouré et al., 2019 ; Djiogue
et al., 2020 ; Mengue et al., 2023). Certaines de ces études ont rapporté des effets bénéfiques
de ces plantes sur la prise en charge de certains symptémes de la ménopause chez les rates
(Zingué et al., 2015 ; Dzeufiet et al., 2015 ; Ngoungouré et al., 2019 ; Djiogue et al., 2020 ;
Mengue et al., 2023). Ces propriétés thérapeutiques seraient attribuées a des molécules
appelées phyto-cestrogenes (PEs) (Mvondo et al., 2012 ; Djiogue et al., 2014).

Le terme phyto-cestrogéne désigne une molécule issue des plantes et possédant une
structure chimique proche de celle du 17 B-cestradiol et qui peut induire des effets similaires a
ceux des cestrogénes animaux en se fixant sur les REs (Runeton, 2009). Les PEs atténuent les
symptomes dues a la déplétion cestrogénique tels que, les bouffées de chaleur, les troubles
neuropsychiques, 1’ostéoporose et les maladies cardiovasculaires (Howes et al., 2000 ; Al-
Anazi et al., 2011 ; Zingué et al., 2017). Au-dela de leurs effets thérapeutiques, les PEs ont un
caractere perturbateur endocrinien qui impacte négativement la physiologie de 1’appareil
reproducteur chez les femmes non ménopausées (Jefferson et al., 2007). En effet, lorsqu'ils
sont ingéres par des animaux, les PEs peuvent agir comme modulateurs sélectifs des REs et
comme perturbateurs endocriniens de maniere agoniste ou antagoniste selon la dose ingérée
(Adams, 1995 ; Di Gioia et Petropoulos, 2019) ; interférant ainsi avec la synthese, la sécrétion,
le transport et le métabolisme des hormones de reproduction au cours du développement
embryonnaire et a I'dge adulte (Cederroth et Zimmermann, 2012 ; Shanle et Xu, 2011). Cette
activité perturbatrice endocrinienne est susceptible d’entrainer une infertilité chez de

nombreuses espéces (Hanan et al., 2021).

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 80 % de la population dans les pays a
faibles revenus utilise la phytothérapie pour leurs soins de santé primaires (WHO, 2019).
Certaines plantes de cette pharmacopée sont utilisées pour traiter les troubles ménopausiques
du fait de leurs activités cestrogéniques (Mvondo et al., 2012 ; Zingue et al., 2014 ; Dzeufiet et
al., 2015, Ngoungouré et al., 2017 ; Djiogue et al., 2020; Mengue et al., 2023). Elles sont en
méme temps utilisées pour traiter d’autres maladies variées chez les femmes sans une cause

cestrogénopénique (Ezeja et al., 2014 ; Zingue et al., 2015 ; Mezui et al., 2015 ; Oumarou et



al., 2017). Malgré cette importante utilisation, peu de travaux scientifiques sont entrepris pour
vérifier ’efficacité des plantes aux propriétés cestrogéniques suspectées dans le traitement des
troubles ménopausiques et leur caractere perturbateur endocriniens sur le systéme reproducteur
des femelles en pré-ménopause. De méme, I'utilisation des plantes comme médicament qui est
une pratique ancienne (Balick et Paul, 1996) ; I’'une des urgences de la phytothérapie est
d'évaluer le profil toxicologique des plantes afin d’établir les limites de sécurité (Yemele et al.,
2016 ; Stanley et al., 2020; Essama et al., 2020).

Pterocarpus soyauxii qui a fait I’objet de cette étude est une plante de la famille des
Fabacées dont le duramen est utilisé pour le traitement de I’aménorrhée primaire et secondaire ;
deux symptémes dont 1’une des hypothéses physiopathologiques est associée a 1’hypo-
cestrogénie (Viswanathan et Eugster, 2011) et des troubles ménopausiques (Mengue et al.,
2023). Pterocarpus soyauxii est également employée pour la prise en charge du diabéte sucré,
de I’hypertension artérielle, du paludisme et des ulcéres gastroduodénaux (Saslis-Lagoudakis
et al., 2011). Les travaux de Bezuidenhoudt et al. (1987) ont montré que le duramen de
Pterocarpus soyauxii contient la prunétine, le ptérostilbene et le dalbergin. Ces molécules ont
présenté des propriétés cestrogéniques dans les travaux de Pan et al. (2014) et ceux de Piegholdt
et al. (2016). Toutefois, aucune étude n’a été réalisée pour vérifier I’cestrogénicité et les
propriétés thérapeutiques du duramen de P. soyauxii sur le syndrome ménopausique ainsi que
son impact sur la fonction de reproduction des femelles normales et son profil toxicologique.
Au regard des usages ethnopharmacologiques du duramen de P. soyauxii et sa composition
phytochimique, on se pose la question de savoir si le duramen de P. soyauxii serait indiqué

pour la prise en charge des troubles liés a la ménopause.
OBJECTIFS

L’objectif principal de ce travail était d’évaluer les effets des phyto-cestrogénes du
duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques symptémes de la ménopause chez la rate. De
maniére spécifique, le travail a consisté a évaluer :

1. les effets cestrogéniques de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii chez
la rate au cours d’un test utérotrophique classique;

2. les effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques
symptomes ménopausiques chez la rate ;

3. les effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques
paramétres de la fonction de reproduction chez les rates normales ;

4. le profil toxicologique en étude aigué et subaigué de I’extrait aqueux du duramen de
Pterocarpus soyauxii ;
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I.1- Généralités sur les cestrogénes
I.1.1- Définition et typologie

Les cestrogénes sont des hormones sexuelles lipophiles synthétisées principalement au
niveau des gonades, mais également, dans une moindre mesure au niveau des tissus ou organes
périphériques. Basée sur un noyau cestrane, leur structure chimique est constituée de quatre
cycles hydrocarbonés, pour un total de 18 atomes de carbone (Asenzi et al., 2006). Différentes
modifications, comme des substitutions de groupements méthyle ou hydroxyle différencient
les molécules de cette famille. Quatre formes d’cestrogénes endogénes ont été identifiées

(Figure 1) :

l'cestrone (E1),

le 17B-cestradiol (E), cestrogéne endogene le plus puissant,

l'cestriol (E3), « produit de dégradation » se retrouvant essentiellement chez la femme

enceinte et

I’cestétrol (Ea).

Ce dernier synthétis¢ a partir d’cestradiol et d’cestrone au niveau du foie du feetus a
également été retrouvé dans le plasma de femmes enceintes (Engel, 1957 ; Diczfalusy et
Mancuso, 1965).

astrone (B) 17B-cestradiol (E) cestriol (E3) axstétrol (E:)

H

Figure 1: Formules chimiques développées des cestrogénes naturels (Engel, 195/ ; Diczralusy
et Mancuso, 1965).

|.1.2- Biosynthése des cestrogénes

Chez la femme, la synthese des cestrogénes s’effectue a partir du cholestérol, pendant la
phase folliculaire (Figure 2). La dégradation de la chaine latérale du cholestérol, molécule a 27
atomes de carbone, ainsi que de multiples réactions d’oxydoréduction et d’hydrolyse
conduisent a la formation d’androgénes (19C), précurseurs des cestrogénes (18C), par les
cellules de la théque interne. Le complexe aromatase, assurant la conversion des androgenes

en cestrogenes, est constitué du cytochrome P450 et de la NADPH-cytochrome P450 réductase,
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sous-unités trés conserveées chez les vertébrés, suggerant leur importance biologique (Conley
et Hinshelwood, 2001). Chez I’humain, le géne cyp19 codant pour le cytochrome P450 est sous
la dépendance de promoteurs tissu-spécifiques et est épissé de facon différentielle selon le tissu
considéré. La protéine formée ne change pas, mais ce mécanisme permet une régulation
distincte de 1’aromatase selon le site d’expression (Meinhardt et Mullis, 2002). Une 178-
hydroxystéroide  déshydrogénase (17B-HSD) assure [D’interconversion  réversible
cestrone/cestradiol, alors qu’une 16-a-hydroxylase (exprimée dans le foie et le placenta) permet
la formation de I’ cestriol a partir de I’cestrone ou de I’cestradiol. Il existe également une synthése
d’cestrogeénes au niveau des glandes corticosurrénales, qui posseédent aussi 1’activité aromatase
Cholesterol
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Figure 2: Biosynthése des stéroides sexuels (Miller et Auchus, 2011).
17B-HSD = 17B-hydroxystéroide déshydrogénase, 3-HSD = 3-hydroxystéroide déshydrogénase, P450SCC =
"Cholesterol side-chain cleavage enzyme".

1.1.3- Transport des cestrogénes

Les cestrogenes sont de nature non protéique. Ils doivent €tre transportés par des
transporteurs de nature protéique pour pouvoir diffuser jusqu’aux récepteurs situés au niveau
du noyau. Le transporteur empéche la dégradation de I’hormone et est aussi une forme de
réserve de I’hormone (Hammond, 2016). Chez la femme, les cestrogénes sont transportés dans

le sang, liés a des protéines de transport : une faible concentration seulement de 1’cestrogeéne



(E2) circulant est sous forme libre (Mendel, 1992), le reste étant soit lieé de fagcon non spécifique
et avec peu d’affinité a I’albumine (Hammond, 2016) ; soit de fagon spécifique et avec une
forte affinité a la globuline liant les stéroides sexuels (SHBG : Sex Hormon binding globulin)
(Grishkovskaya et al., 2000).

|.1.4- Récepteurs aux cestrogenes

Le récepteur aux cestrogénes (REs) est un membre de la superfamille des récepteurs
nucléaires dont la fonction, médiée par I’cestradiol, est I’activation de la transcription de geénes
impliqués notamment dans la croissance, la différenciation cellulaire et les fonctions
reproductrices. Il existe trois formes de récepteurs aux cestrogénes : REa, REP et ERy. Les
isotypes REa et REP sont retrouvés chez toutes les espéces alors que 1’isotype REy n’a été
identifié que chez certaines especes de poissons (Hawkins et al., 2000 ; Ma et al., 2000 ;
Menuet et al., 2002).

1.1.4.1- Structure des récepteurs aux cestrogenes

Les REs présentent six domaines structuraux notés de A a F de I’extrémité N-terminale
a Iextrémité C-terminale (Krust et al., 1986) (Figure 3). Le domaine A/B est le domaine
présentant la plus grande variabilité entre les especes, aussi bien en taille qu’en homologie de
séquences. Cette région présente une fonction de trans-activation qui active 1’expression de
genes cibles en I’absence d’hormone (AF-1), des sites de phosphorylation et de sumoylation
(Hall et McDonnell, 1999). La région AF-2 quant a elle possede une fonction de trans-
activation dépendante de la présence de I’hormone (AF-2) (Hall et McDonnell, 1999). Le
domaine C se caractérise par la présence d’une séquence particuliére permettant la fixation
specifique a des séquences d’ADN nommées Estrogen Responsive Element (ERE). Cette
région est aussi impliquée dans la dimérisation du récepteur (Ruff et al., 2000). Le domaine D
est le siege de modifications post-traductionnelles (Wang et al., 2002). Le domaine E est un
domaine possédant de multiples fonctions. Il présente également une interface de dimérisation,
une fonction de trans-activation dépendante de la présence de I’hormone (AF-2) ainsi que des

sites de fixation de coactivateurs et de HSP90 (Nilsson et al., 2001).
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Figure 3 : Organisation structurale et fonctionnelle des isotypes a et B du récepteur aux

cestrogenes humain (Metivier et al., 2002).

AF-1 = "Activation Function-1"; AF-2 = "Activation Function-2".

1.1.4.2- Distribution des récepteurs aux cestrogenes

Une fois synthétisées, les aestrogénes fonctionnent comme des hormones systémiques.
Elles sont libérées dans la circulation sanguine pour atteindre leurs tissus cibles exprimant les
récepteurs des cestrogenes (RE). Les récepteurs des cestrogenes alpha (REa) et beta (RE) sont
exprimés en quantité variable au niveau des glandes mammaires, des os, de 'utérus, des
poumons, des testicules, de la prostate, de I’épididyme et des organes des systémes nerveux et
cardiaque (Couse et al., 1999; Nilsson et al., 2001). Les ovaires, le foie, les reins et
I’hypophyse, contiennent que les REa et ou les RES (Couse et al., 1999). Au niveau de la
glande mammaire, les REa sont plutdt exprimés au niveau des cellules épithéliales luminales,
tandis que les REp, moins localisés, se retrouvent dans les cellules épithéliales et stromales
(Krege et al., 1998) (Figure 4).
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Figure 4: Répartition tissulaire de I’expression de REa et de RES (Drummond et Peter, 2010).
REa = Récepteur aux cestrogeénes de type alpha, REB = Récepteur aux cestrogénes de type beta.

1.1.5- Mécanismes d’action des récepteurs aux cestrogénes

Les récepteurs aux cestrogenes régulent 1’expression de nombreux transcrits a la fois
positivement et négativement. lls contrélent ainsi différents processus cellulaires tels que la
prolifération et 1’apoptose (Frasor et al., 2003). Il existe 3 voies de signalisation liées a
’activation des récepteurs aux cestrogénes et qui régulent in fine la transcription des genes cible

(Cui et al., 2013).

- Lavoie génomique dépendante des cestrogenes qui permet I’activation du domaine AF-
2 (Figure 5) ;

- La voie non génomique a effet rapide induite via la liaison des cestrogénes aux RES
membranaires activant ainsi les voies de signalisation en aval (Figure 5) et

- Lavoie indépendante du ligand, ¢’est-a-dire indépendante des cestrogénes ou 1’activité

transcriptionnelle d’REa est induite suite a ’activation des voies de signalisation.



1.1.5.1- Voie génomique dépendante des cestrogénes

En’absence de ligand, les récepteurs aux cestrogenes a et f sont associés a un complexe
multiprotéique constitué par des protéines chaperonnes (HSP70 (heat shock proteins 70),
HSP90) elles-mémes associées a des co-chaperonnes (HSP40, P23) et a des immunophilines
(cyclophilline 40) (Pratt et al., 2004; Tecalco-Cruz et al., 2017). Ce complexe chaperon
participe a la navette nucléocytoplasmique des ER et apparait indispensable a la localisation
majoritairement nucléaire d’ERa observée en I’absence de ligand (Tecalco-Cruz et al., 2017).
Ce complexe multiprotéique permet aux REs d’acquérir une conformation optimale nécessaire
a la liaison de leur ligand permettant ainsi leur activité transcriptionnelle (Fliss et al., 2000 ;
Tecalco-Cruz et al., 2017).
1.1.5.1- Voies kinasiques liées aux REs membranaires et dépendante de I’eestradiol

Dans la cellule, en plus des effets génomiques observés a long terme, 1’activation de la
signalisation cestrogénique induit des effets en quelques secondes ou quelques minutes (Russell
et al., 2000 ; Szego and Davis, 1967). Ces effets rapides, qualifiés de « non génomiques » sont
induits par I’activation des ER exprimés a la membrane (Klinge, 2015) et du récepteur
GPER/GPR30 (G-protein coupled estrogen receptor/G-protein coupled receptor 30) (Thomas
et al., 2005).
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Figure 5 : Schéma récapitulatif du mécanisme d’action des récepteurs des cestrogénes

(Laurentino et al., 2012).

MGIuRs = récepteurs métabotropiques du glutamate ; E2 = cestradiol ; RE = récepteur des cestrogenes ; TF =

Facteur de transcription ; EGF (-R) = (récepteur du) facteur de croissance endothélial ; IGF (-R) = (récepteur du)

facteur de croissance de I’insuline ; DA (R-) = (récepteur de la) dopamine ; ER-IP = Protéine interactive du

récepteur aux cestrogene ; HSP = Protéine de choc thermique.

1.1.5.3- Voie non génomique de la signalisation par les cestrogénes

De nombreuses observations montrent que les cestrogeénes exercent des effets tres

rapides ne pouvant étre expliqués par I’activation de la transcription et la synthése de protéines.

Ces effets non transcriptionnels incluent :

- la mobilisation du calcium intracellulaire ;
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- la stimulation des adénylates cyclases et I’activation des voies de signalisation des

MAPK kinases (Migliaccio et al., 1996 ; Improta-Brears et al., 1999).

Les effets non transcriptionnels des cestrogénes ont été attribués a une fraction de
récepteur des cestrogenes localisée au niveau de la membrane plasmique (Li et al., 2003). Cette
localisation membranaire a été attribuée a une palmitolylation de la cystéine 447 (Li et al.,
2003, Acconcia et al., 2004). Le mécanisme des effets non transcriptionnels des cestrogénes est
mis en évidence dans le systéme cardiovasculaire. Les cestrogénes permettent la vasodilatation
en I’espace de quelques secondes (Gilligan et al., 1994) et ce, en induisant la synthese de
I’oxyde nitrique (NO) au niveau des cellules endothéliales par 1’acide nitrique synthétase

(eNOS) (Lantin-Hermoso et al., 1997).

1.1.6- Effets physiologiques des cestrogénes

1.1.6.1- (Estrogeénes, développement du tractus génital féminin et de la glande mammaire

Les cestrogenes jouent un role prépondérant dans le systeme reproducteur féminin. Bien
qu’ils soient cruciaux pour la détermination des caracteres sexuels féminins, ils ne semblent
pas indispensables a la différenciation du tractus reproducteur (Lubahn et al., 1993 ; Krege et
al., 1998). En effet, les souris ERKO ne répondant pas aux cestrogénes présentent un utérus
hypoplasique malgré un développement normal. De méme, leurs ovaires semblent normaux
jusqu’a la puberté, puis deviennent hémorragiques et anovulaires (Lubahn et al., 1993 ; Curtis
et Korach, 2000). Par contre, les souris ArKO (dont le géne des aromatases a été inactivé),
n’exprimant pas les aromatases et ne produisant ainsi aucun cestrogene sont plus severement
touchées : leurs organes génitaux externes et leur utérus sont sous-développés. Néanmoins, la
sévérit¢ du phénotype serait non seulement dii a 1’absence d’cestrogénes mais aussi a des
niveaux plus élevés d’androgenes (Fisher et al., 1998).

De facon similaire, les cestrogénes ne semblent pas influencer le développement feetal
des glandes mammaires, mais seulement celui se produisant aprés la puberté (au cours de la
gestation et de la lactation) (Daniel et al., 1987 ; Silberstein et al., 1994 ; Fisher et al., 1998).
En effet, les glandes mammaires des mammiferes restent dans un état relativement
indifférencié jusqu'a la production cyclique d’cestrogeénes et de progestérones par les ovaires.
En absence de fonction ovarienne, le développement de la glande mammaire ne se fait pas.
Néanmoins, dans ce cas, une thérapie cestrogénique de remplacement peut permettre son
induction (Laron et al., 1989). A chaque cycle ovarien, les canaux galactophores de la glande
mammaire se développent pour régresser par la suite. La glande mammaire ne devient

fonctionnelle qu’au cours de gestation et de la lactation. A ce moment, les cestrogeénes et la
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prolactine stimulent la croissance et la différenciation des épithéliums des canaux
galactophores et alvéoles mammaires. A la fin de la lactation, la glande mammaire involue, par

I’apoptose massive des cellules, pour retrouver une simple structure ductale.
1.1.6.2- (Estrogénes, complexe hypothalamo-hypophysaire et le cycle ovarien

Chez la femme, les cestrogénes influencent les sécrétions des hormones hypophysaires
FSH (Hormone Folliculo Stimulante) et LH (Hormone Lutéinisante), qui elles-mémes
controlent les sécrétions de stéroides, la gamétogenése et 1’ovulation (Nilsson et al., 2001). De
par cette régulation, les cestrogenes exercent une boucle de rétrocontrdle, tant6t positive, tant6t
négative, sur leur propre production. A la fin de la phase folliculaire, ils stimulent la libération
de LH et FSH par I’hypophyse, sous contrdle de la GnRH (gonadolibérine ou Gonadotropin
Releasing Hormone) libérée par I’hypothalamus. Les cestrogénes vont alors agir sur la
maturation du follicule. A I’inverse, lors de la phase lutéale, aprés I’ovulation, ils vont exercer
une boucle de rétrocontrdle négative et inhiber la libération des hormones hypophysaires (avec

la progestéro
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Figure 6: Controle de la production des cestrogénes au cours du cycle ovarien par 1’axe

hypothalamo-hypophysaire (Dupont, 2011).
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1.1.6.3- (Estrogénes et systéme 0Sseux

Les cestrogenes et les androgenes influencent a la fois le développement et le maintien
du tissu osseux (Turner, 1990 ; Turner et al., 1999). Ce dernier est toujours dans un état
d’équilibre dynamique par un constant remodelage. L’homéostasie osseuse repose sur la
synthese de la matrice osseuse par les ostéoblastes, tandis que les ostéoclastes la résorbent.
Concrétement, les cestrogénes induisent 1’apoptose des ostéoclastes (Kameda et al., 1997),
tandis qu’ils ont I’effet inverse, anti-apoptotique, sur les ostéoblastes (Tomkinson et al.,1998 ;
Kousteni et al., 2001). Les cestrogénes sont particuliérement importants chez les femmes pour
maintenir leur densité osseuse. Ceci est mis en évidence par le développement d’ostéoporose
chez les femmes a la ménopause ou suite a une ovariectomie (Turner, 1994 ; Turner et al.,
1999). En effet, lors de la ménopause, de nombreuses femmes risquent d’étre atteintes
d’ostéoporose et de voir leur densité osseuse diminuée, leurs os se fragilisent. L’ostéoporose
résulte de la rupture de I’équilibre entre synthése et résorption par les ostéoblastes et
ostéoclastes et peut étre prévenue par 1’administration d’cestrogénes exogenes. La culture
d’ostéoblastes de souris a permis de montrer que 1’effet anti-apoptotique de 1’cestradiol pouvait
étre induit par 1’activation rapide de la voie Src/ERK (Kousteni et al., 2001). De I’cestradiol est
capable d’inhiber RANK-L (Receptor Activator of NF-xB-Ligand) et d’augmenter la
production d’OPG (osteoprotegerin), deux cytokines fortement impliquées dans le remodelage

osseux (Figure 7).
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Figure 7: Effet de I’cestradiol sur différents facteurs influengant I’activité des ostéoclastes

(Hofbauer et al., 2000).

1 = La cellule multipotente est stimulée par M-CSF, qui lié & son récepteur, fait proliférer la cellule, qui devient
un précurseur ostéoclastique, 2 = La liaison de RANK-L a son récepteur induit la différenciation de la cellule, qui
devient alors un ostéoclaste en pré-fusion. L’OPG peut bloquer cet effet en neutralisant RANK-L et 3 = RANK-
L, ainsi que les cytokines IL-1, IL-6 ou le TNF-a, stimulent la fusion des cellules. Les ostéoclastes sont alors
activés et préts a résorber I’os. IL = Interleukine, E2 = Oestradiol, TNF-a = "Tumor Necrosis Factor alpha”, M-

CSF = "Macrophage Colony-Stimulating Factor".
1.1.6.4- (Estrogénes et systéme nerveux

La vaste distribution des sites de fixation des cestrogénes au niveau du systéme nerveux
central (cortex, hypothalamus, amygdale, etc.) met en valeur leur implication dans de
nombreux processus nerveux (Couse et al., 1999 ; Nilsson et al., 2001 ; Singh et al., 2006). Ils
seraient, par exemple, impliqués dans les processus mnésiques et la différenciation du systéme
nerveux entre les sexes (Couse et al., 1999 ; Nilsson et al., 2001). Les cestrogénes auraient
également des fonctions neuroprotectrices face a des pathologies telles qu’Alzheimer et de
Parkinson (Li et al., 2005). Des études sur des cellules en culture ou des modeles animaux
mettent en avant I’impact des cestrogenes sur la synaptogénése, la protection contre 1’apoptose

et ’inflammation (Garcia-Segura et al., 2001 ; Currie et al., 2004).

1.1.6.5- (Estrogenes et systéme cardiovasculaire

L’augmentation des maladies cardio-vasculaires de fagon concomitante avec la chute du
taux d’cestrogenes circulant a la ménopause laisse entrevoir une implication possible de ces

derniers comme agents protecteurs dans les maladies cardio-vasculaires (Guzzo, 2000).
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Cependant le role protecteur des cestrogénes contre ces pathologies ne fait pas 1’unanimitg.
Certaines études tendent a démontrer que les femmes ménopausées a haut risque de maladies
cardiovasculaires qui bénéficient d’'un THM ont des dommages réduits suite aux attaques
cardiovasculaires par rapport a celles non traitées (Node et al., 1997 ; Douglas et al., 1998).
Par contre, d’autres études indiquent que les femmes ménopausées ne présentent aucun
bénéfice cardiovasculaire en réponse a des traitements avec cestrogénes et progestines. Le role
vasodilatateur des cestrogénes est néanmoins clairement démontré (Kuiper et al., 1998) ; ils
régulent les molécules telles que le NO (oxyde nitrique) ou I’endothéline-1, et le récepteur de
I’angiotensine II (Nilsson et al., 2001). Les cestrogénes jouent également un role protecteur
contre I’hypercholestérolémie en augmentant le rapport HDL/LDL, effet contrecarré par les
anti-cestrogenes (Kuiper et al., 1998 ; Nilsson et al., 2001). La figure 8 récapitule les effets des

cestrogeénes chez la femme.
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Figure 8: Effets des cestrogénes sur quelques organes de I’organisme (Dupont, 2011).
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1.1.6.6- Cycle cestral chez la rate et cestrogénes

Le cycle cestral correspond a l'activité cyclique des ovaires caractérisée par des
changements morphologiques et physiologiques dans I'utérus. Ce dernier est divisé en quatre
parties : le diestrus (phase lutéale), le proestrus (phase folliculaire), I'cestrus (ovulation) et le

métestrus (Levasseur et al. 2001) (Figure 9).

Le proestrus correspond a la phase de maturation folliculaire. Durant cette phase, le
taux d’cestrogénes secrétées par les ovaires est éleve. Cette période peut durer plus de 60 heures
et ce n'est qu'a la fin de celle-ci que peut se produire l'accouplement. A la fin de cette phase, le
niveau d'cestrogéne augmente suivi par un pic de LH juste avant le début de 1'cestrus (Levasseur
etal., 2001). Les cestrogenes sécrétées entrainent la décharge ovulente (Levasseur et al., 2001).
L'cestrus est la période du cycle cestral ou se produit I'ovulation et a une durée de 10 a 20 heures
(Levasseur et al., 2001). Quant a la période du métestrus, sa durée approximative est de 8
heures. Lors du métestrus, il y a production de progestérone, organisation fonctionnelle du
corps jaune et I'endométre s'épaissit. La derniére phase du cycle cestral chez la rate est le
diestrus. Le diestrus correspond a la phase lutéale, laquelle se déroule sur une période de 6
heures environ. Durant cette phase, le niveau de progestérone est bas et le niveau d'oestradiol
remonte progressivement jusqu'au début du proestrus. Les corps jaunes ne sont pas
fonctionnels et régressent lentement (Levasseur et al., 2001). Les variations d'hormones au
cours du cycle cestral entrainent des changements au niveau de I'épithélium vaginal. La
muqueuse vaginale se renouvelle a chaque cycle. Chaque stade posséde des caractéristiques
épithéliales qui lui sont propres et par conséquent, il est possible de déterminer le stade exact
de la femelle en procédant a des frottis vaginaux (Figure 9). Par exemple, on reconnait 1'cestrus
a la forte présence de mort cellulaire épithéliale et le diestrus a la présence de plusieurs cellules

de petites tailles (Levasseur et al., 2001).
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Figure 9: Frottis vaginaux de la rate aux différents stades du cycle cestral (Levasseur et al.,
2001).

Proestrus ; Cer = cellules épithéliales rondes, cestrus ; Cpk = cellules plates kératinisées, Métestrus ; Cer =

cellules épithéliales rondes, diestrus ; Po = polynucléaires.
1.2- Ménopause et cestrogénes
1.2.1- Quelques données historiques sur la définition du terme ménopause

La premiere définition de la ménopause se trouve dans le TALMUD ou il est considéré
qu’une femme est vieille quand, & I'approche de I'dge critique, elle ne voit pas son flux
cataménial pendant trois époques consécutives (Berdah, 2010). Le terme de ménopause existe
depuis moins de 2 siécles (Gindre, 2009) et étymologiquement, il est construit a partir des mots
grecs "menos" signifiant menstrues et "pausis” signifiant arrét, ce néologisme remplace
I'expression « cessation des menstrues » des textes médicaux des 17° et 18° siecles. Une autre
appellation de la ménopause est dérivée du latin "climatericum" et du grec "klimakter" qui
signifient le climatere en francais.

1.2.2- Physiopathologie de la ménopause
La ménopause est présentée en 4 phases dans le référentiel médical, a savoir la pré-

ménopause, la péri-ménopause, ménopause et la postménopause (Ambikairajah et al., 2022).
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1.2.2.1- Pré-ménopause

La période qui précede 1’arrét des menstruations est la pré-ménopause, avec son cortége
de modifications endocrinologiques et biologiques (Soules et al., 2001). A la pré-ménopause,
se produit le vieillissement ovarien et un deséquilibre dans la production des hormones
ovariennes, entrainant des irrégularites menstruelles (Soules et al., 2001). Les régles
surviennent précocement ou avec retard, peuvent étre écourtées ou durer plus longtemps, étre
abondantes ou plus légeres, ou tout simplement disparaitre pendant plusieurs mois et
réapparaitre du jour au lendemain (Delamater et Santoro, 2018). Ces phénomeénes
annonciateurs de la ménopause peuvent durer de quelques mois a quelques années avant 1’arrét
définitif des regles (Rozenbaum, 1990).

1.2.2.2- Péri-ménopause

La péri-ménopause, distincte du concept de pré-ménopause. La péri- ménopause englobe
les temps d’irrégularités menstruelles précédant la cessation définitive de la menstruation et

I’année qui suit I’arrét du cycle menstruel (Harlow et Paramsothy, 2011).

1.2.2.3- Ménopause

La ménopause est définie par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme la
cessation permanente des menstruations résultant de la perte de I’activité folliculaire ovarienne
(OMS, 1996). Elle est donc une étape physiologique du vieillissement normal de la femme
(Courbiere et Carcopino, 2010). La ménopause est acquise aprés 12 mois d’aménorrhée
consécutive. Elle s’installe moyenne vers 1’age de 51 ans (Mengue et al., 2021). Elle se
manifeste physiologiquement par une déplétion en cestrogénes résultant d’une disparition du
patrimoine folliculaire (Sherwin, 2001). Cette carence en cestrogénes est associée a un
ensemble de troubles a court terme (I’atrophie de 1’appareil génital et les troubles

neuropsychiques) (Dalal et Agarwal, 2015). Il existe deux types de ménopauses :

- La ménopause naturelle marquée par la chute drastique des follicules ovariens au tour

de 51 ans chez la femme (Sherwin, 2001) ;

- La ménopause iatrogéne qui s’installe soit par une approche chirurgicale par

ovariectomie ou soit par une approche chimiothérapeutique (Purohit et al, 2019).
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1.2.2.4- Post-ménopause

La post-ménopause est la période qui succéde a la perte de la fonction menstruelle (Dalal
et al., 2015). Toutes les femmes en phase de ménopause confirmée sont donc en post-
ménopause (OMS, 1996). La ménopause survenant autour de cinquante ans, les femmes
passent parfois une bonne partie de leur vie en post-ménopause. Elle se manifeste par un
développement des troubles a long terme (1’ostéoporose, les maladies cardiovasculaires et les

troubles neurologiques)

1.2.3- Symptomatologie de la ménopause

A partir de la cinquiéme décennie de vie, on assiste a une diminution de la concentration
plasmatique d'cestrogeénes, ce qui conduit au syndrome climactérique, qui correspond a la
période de transition progressive de la phase reproductive a la phase non reproductive (Potter
et al., 2018). Cette baisse du taux d’cestrogenes plasmatiques s'accompagne de modifications
inconfortables de I'organisme (Figure 10) telles que les bouffées de chaleur, I’atrophie des
organes cestrogénodépendants, la faible lubrification vaginale a I’origine de la dyspareunie, la
baisse de la libido, I’altération du profil lipidique, 1’ostéoporose, les complications
cardiovasculaires et les troubles de I'nhumeur et neurologiques (Cramer et al., 2012, Monteleone
et al., 2018).
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Figure 10: Bouleversements physiologiques lors de la ménopause (Massacrier, 2015).
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MCVs = Maladies cardiovasculaires.

1.2.3.1- Ménopause et bouffées de chaleur

Les bouffées de chaleur constituent le symptéme le plus représentatif de la ménopause,
a tel point qu’elles en sont dans le langage courant quasiment le synonyme (Mozhgan et al.,
2020). En effet, I’organisme maintient sa température constante en modifiant I’afflux de sang
au niveau de la peau. Les cestrogénes interviennent dans ce mécanisme de régulation
(Charkoudian et Stachenfeld, 2016). La privation cestrogénique, par modification du
métabolisme des amines cérébrales (norépinéphrine surtout), est donc responsable de

I’instabilité vasomotrice.

La bouffée de chaleur représente donc en fait la réaction des centres vasomoteurs
centraux a la disparition des cestrogeénes auxquels ils étaient depuis longtemps conditionnés.
Les bouffées de chaleur sont d’intensité variable. Au maximum, elles se traduisent par une
sensation soudaine de chaleur intense, brutale et transitoire au niveau du cou, du visage et de
la poitrine. Elles sont accompagnées de rougeurs de la face et du tronc et de sueurs profuses
(Courbiere et Carcopino, 2010). L’épisode peut durer de 2 a 5 min, et peut se terminer par des

tremblements et des frissons (Bansal et Aggarwal, 2019).

1.2.3.2- Ménopause et syndrome génito-urinaire

Le syndrome génito-urinaire de la ménopause (SGM), auparavant appelé atrophie
vulvovaginale, vaginite atrophique ou atrophie uro-génitale, est une affection vulvovaginale,
sexuelle et du tractus urinaire inférieur chronique et progressive, caractérisée par un ensemble
de symptomes secondaires a un état clinique d’hypocestrogénisme apres le début de la
ménopause. En 2014, la société internationale pour I'étude de la santé sexuelle des femmes et
la société nord-américaine de la ménopause ont convenu que le SGM est un terme plus
englobant et plus précis pour décrire I'ensemble des séquelles génitales, urologiques et
sexuelles externes causées par I'hypocestrogénisme pendant la ménopause (Portman et Gass,
2014). Le syndrome ou ses caractéristiques se manifestent d'une maniere ou d'une autre chez
environ 15 % des femmes préménopausées (Palacios, 2009) et 40 a 54 % des femmes

postménopausées (DiBonaventura et al., 2015).

Sur le plan physiopathologique, la postménopause est associée a une diminution du
nombre de récepteurs d'cestrogeénes au niveau du tractus uro-génital. Dans le tissu vulvovaginal,
le récepteur d'eestrogéne-a est principalement présent chez les femmes préménopausées et

postménopausées, tandis que les récepteurs f ne semblent s’exprimer que chez les femmes
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préménopausées (Chen et al., 1999). La carence en cestrogéne entraine donc une perte de
collagene dermique dans le tissu conjonctif dense du vagin, de la vessie et de l'urétre, puis la

paroi vaginale devient plus mince et moins élastique.

En conséquence, le vagin devient plus court et plus étroit, ce qui peut entrainer une
dyspareunie. La vessie et l'uretre deviennent également atrophiques, ce qui entraine une
incontinence et une forte fréquence urinaire (North American Menopause Society, 2007). Une
étude a indiqué que 20 % des femmes ménopausées souffraient d'incontinence par impériosite,
tandis qu'environ 50 % souffraient d'incontinence urinaire a I'effort (Robinson et Cardozo,
2003).

1.2.3.3- Ménopause et ostéoporose

L'ostéoporose ménopausique est un probléme de santé publique mondial majeur. Des
études épidémiologiques montrent que prét de 34% des femmes ménopausées présentent des
troubles ostéoporotiques (Choi et al., 2021). L'ostéoporose postménopausique est une maladie
chronique et progressive caractérisée par une faible masse osseuse, une détérioration
microarchitecturale de I'os et une diminution de la solidité de I'os qui entrainent une fragilité
accrue des os et, par conséquent, une augmentation du risque de fracture (Karen et Bart., 2006).
C'est une maladie silencieuse dans la plupart des cas, sans symptdmes jusqu'a l'apparition des
fractures (Maeda et Lazaretti-Castro, 2014).

D’un point de vue physiopathologique, la perte osseuse induite par la carence en
cestrogenes est due a une interaction complexe d'hormones et de cytokines qui convergent pour
perturber le processus de remodelage osseux (Neale et Roberto, 2006). La ménopause entraine
une augmentation globale de la production d'IL-7 dans les organes cibles tels que les os, le
thymus et la rate (Neale et Roberto, 2006). Cela conduit a une premiere vague d'activation des
cellules T. Les cellules T activées liberent I'IFN-y (Interféron-y), qui augmente la présentation
de l'antigéne par les cellules dendritiques et les macrophages en régulant a la hausse
I'expression du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe Il par le biais du
facteur de transcription CIITA. La carence en cestrogenes amplifie également 1'activation des
lymphocytes T et lI'ostéoclastogenése en régulant a la baisse les voies antioxydantes, ce qui
entraine une augmentation des espéces réactives de 1’oxygeéne (EROS). L'augmentation des
EROs qui en résulte stimule la présentation d'antigenes et la production de Tumor Necrosis
Factor (TNF) par les ostéoclastes matures. L'effet combiné de I'lFN-y et des ERO améliore

nettement la présentation de I'antigene, en amplifiant I'activation des cellules T et en favorisant
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la libération des facteurs qui induisent 1’ostéoclastogenése (RANKL et TNF). La carence en
cestrogene provoque ainsi des formes précoces et tardives d'ostéoporose chez les femmes
ménopausées (Riggs et al., 1998). Elle est donc associée a une forte augmentation de la
résorption osseuse causée par une augmentation du nombre d'ostéoclastes (OC) (due a une
formation accrue d'OC et a une apoptose réduite des OC) et par une activité accrue des OC
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Figure 11: Représentation schématique des principaux mécanismes et interactions de

rétroaction par lesquels une carence en cestrogénes entraine une perte osseuse (Neale et

Roberto, 2006).
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1.2.3.4- Ménopause et facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

Chez la femme ménopausée, la carence cestrogénique a un impact direct sur les facteurs
de risques des maladies cardiovasculaires. L’cestrogénopénie ménopausique entraine une
augmentation dramatique de LDL-cholestérol, de cholestérol total et des triglycérides alors que
le HDL-cholestérol se trouve diminué et une dysfonction endothéliale (Ngo-Sock, 2014). A la
ménopause, sous l'influence de la chute d’hormones cestrogeénes les graisses s’accumulent
anormalement dans le tissu adipeux, la masse maigre diminue ainsi que la dépense énergétique
au repos. On observe également une diminution de 1’oxydation des lipides (Poehlman et al.,
1995, Lovejoy et al., 2008). Ces changements peuvent parfois s’accompagner d’une prise de
poids se traduisant par une augmentation de 1’indice de masse corporel (Bhurosy et Jeewon,
2013). La carence en cestrogénes apres la ménopause entraine I'activation du systeme rénine-
angiotensine, l'augmentation du taux d'endothéline qui est un puissant vasoconstricteur et
l'altération de la vasodilatation médiée par I’oxyde nitrique. Le stress oxydatif, qui est
augmenté par I'endothéline et I'angiotensine Il, peut également contribuer aux processus
athérosclérotiques (Abramson et Melvin, 2014). Ainsi, peu aprés la ménopause, les femmes
présentent des augmentations de la pression artérielle, ainsi qu'une maladie vasculaire
subclinique, qui peut étre observée sous la forme d'une augmentation de la pression
carotidienne et fémorale. On y observe aussi une augmentation de I'épaisseur de l'intima des
artéres carotides et fémorales, du score calcique des artéres coronaires et de la rigidité artérielle,
ainsi qu'une altération de la dilatation (Stamatelopoulos et al., 2012). Les conséquences
cliniques des maladies cardiovasculaires surviennent généralement plus tard chez les femmes
que chez les hommes et la cardiopathie ischémique se manifeste généralement 10 ans plus tard
chez les femmes (Lobo et al., 2014). Le risque d'accident vasculaire cérébral double au cours
de la premiere décennie aprés la ménopause et finit par dépasser celui des hommes a un I'age
mar (Lobo et al., 2014). Ces événements vasculaires ont toutefois tendance a avoir un pronostic
plus sévere chez les femmes (Lobo et al., 2014). La ménopause précoce et l'insuffisance
ovarienne primaire ont été systématiquement associées a un risque accru de maladies
coronariennes, d’accidents coronariens, d'accident vasculaire cérébral et de mortalité (Wellons

etal., 2012).

1.2.3.5- Ménopause, troubles neuropsychiques et neurologiques

Les troubles neuropsychiques liés a la ménopause sont le résultat d’un déréglement

hormonal. L’enquéte sur les « premiers signes » montre que 60% des femmes souffrent de
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troubles du sommeil de type d’insomnie. Les troubles du comportement peuvent étre de

plusieurs types :
- L’asthénie est rapportée dans 60% des cas.
- L’anxiété (60%), motivant dans un tiers des cas la prescription d’anxiolytiques.
- L’irritabilité (60%), encore appelée nervosité.
- La dépression, la tristesse (25%), justifiant 10% de prescription d’antidépresseurs.

Concernant les troubles neurologiques, la carence en cestrogénes liée a la ménopause
pourrait jouer un réle dans la dégradation des fonctions cognitives, portant notamment sur les
capacités de mémorisation, les performances (Amantea et al., 2005, Ngoungouré et al., 2019).
En effet les cestrogénes stimulent les neurotransmetteurs du cerveau qui sont responsables de
la mémoire et de la langue. Le role de la carence cestrogénique est suggéré par différents
arguments épidémiologiques et expérimentaux. Cette carence pourrait également représenter

un des facteurs impliqués dans la survenue de la maladie d’Alzheimer (Amantea et al., 2005).

1.2.3.6- Menopause et troubles hépatiques

Les troubles hépatiques chez les femmes ménopausées ont été mis en évidence grace a
plusieurs études cliniques, en utilisant des techniques comme 1’échographie, la résonnance
magnétique nucléaire ainsi que I’histologie a partir de biopsies du foie (Parkosadze et al.,
2012). Il a en effet été mis en évidence un exces de triglycérides (stéatose) dans le foie chez la
plupart des femmes ménopausées. De méme, avec les modeles animaux de la ménopause, en
utilisant des techniques biochimiques, plusieurs études effectuées ont rapporté une stéatose
hépatique et une inflammation du foie chez des rates ovariectomisées comparativement aux

rates qui ont subi une simulation chirurgicale (Pighon et al., 2010 ; Pighon et al., 2011).

1.2.3.7- Ménopause et stress oxydant

Le stress oxydant correspond a une situation ou la cellule ne contrdle plus la présence
excessive de radicaux oxygénés toxiques malgré la présence d’un systéme de défense
antioxydant. Le stress oxydant contribuerait aux effets pathologiques de la ménopause (Doshi
et Agarwal, 2013). En effet, I’augmentation de la masse corporelle telle qu’observée a la
ménopause accroit la production des radicaux libres. Ceux-ci peuvent induire une peroxydation
des lipides et une oxydation des proteines. Ce stress oxydant accentue 1’oxydation des lipides

et les produits de dégradation formés sont impliqués dans 1’athérosclérose et d’autres maladies
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nerveuses (Rukhsana et Allan, 2010). Les travaux de Abdul et al. (2010) ont montré une
réduction tres significative des niveaux de glutathion dans le groupe des femmes ménopausées,
ce qui pourrait étre dd a I'augmentation de sa propriété de piégeage des radicaux libres et a sa
consommation accrue pour contrer le stress oxydatif et inhiber la peroxydation des lipides
membranaires, ce qui indique que I'augmentation d’un stress oxydant accru et un systéme de
défense antioxydant réduit chez les femmes ménopausées. Ce stress oxydant précipiterait

I’installation des troubles postménopausiques suscités.

Ces troubles divers associés a la ménopause font 1’objet d’un ensemble de méthodes qui

tentent tant bien que mal a améliorer le quotidien des femmes ménopausées.

1.2.4- Induction de la ménopause chez la rate

La ménopause peut étre induite par une ovariectomie bilatérale chez les rates (Dzeufiet
et al., 2015, Ngoungoure et al., 2019, Oumarou et al., 2015, Djiogue et al., 2020). Cette
approche chirurgicale est connue pour mimer la ménopause humaine du point de vue
symptomatique (Shuster et al., 2010). Ce modeéle présente un inconvénient qui est la chute
brutale du taux d’cestrogenes, ce qui est contraire a la ménopause naturelle ou il existe une
phase de pré-ménopause et de péri-ménopause ; deux phases marquées par une régression
progressive du taux d’cestrogénes et une irrégularité des cycles cestraux (Burger et al., 2007,
Nejat et al., 2010, Shuster et al., 2010). Outre I’approche chirurgicale, la ménopause peut étre
induite chimiquement en accélérant le vieillissement ou la déficience ovarienne (Springer et
al., 1996, Hu et al., 2001). Cette méthode consiste en I’utilisation des toxines ovariennes
comme le diepoxide 4-vinylcyclohexene et les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(Brinton et al., 2012). La ménopause chimio-induite mime mieux la ménopause humaine car
elle présente une phase de transition marquée par une irrégularité du cycle cestral (Zakaria et
al., 2019). Le mécanisme par lequel ces toxines accélérent la perte ovarienne n’est pas claire.
On note cependant a la suite de leur administration chez les rates, une atrésie des follicules
primordiaux et primaires (Springer et al., 1996, Hu et al., 2001). Peu importe 1’approche
employée pour installer la ménopause chez les rates, plusieurs systemes sont négativement

impactés.
1.2.4.1- Tractus génital, glande mammaire et ménopause chez la rate

La ménopause induite chez les rates entraine des altérations biochimiques,
histologiques et anthropometriques sur le tractus génital et la glande mammaire.

L’ovariectomie (OvX) entraine une atrophie du vagin et de I’utérus (Njamen et al., 2008 ;
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Dzeufiet et al., 2015 ; Zingue et al., 2017). Cette atrophie se caractérise par une réduction de
la masse relative de I’utérus et des protéines utérines (Oumarou et al., 2017), une réduction de
la taille de 1’épithélium vaginal et utérin (Njamen et al., 2008 ; Dzeufiet et al., 2015, Zingue et
al., 2017), une régression du diamétre des acinis mammaires avec suppressions des secretions
colorables par 1’éosine (Oumarou et al., 2017 ; Zingue et al., 2017). On note par ailleurs au

niveau du vagin, une suppression de la stratification et de la cornification de 1’épithélium

vaginal (Figure 12). terus Vagin ammaire
T S R 6.9 Ry,

Figure 12: Coupes histologiques de I’utérus, du vagin et de la glande mammaires chez les rates
ovariectomisées (Dzeufiet et al., 2015, Oumarou et al., 2017).

En = Endométre, St = Stroma, Lu = Lumiére utérine, 1 = stratum germinativum, 2 = stratum granulosum, 3 =

stratum corneum, 4 =lumen, 5 = chorion ; Am = Acini mammaire ; Ta =tissu adipeux ; Se = Sécrétion éosinophile.
1.2.4.2- Profil lipidique, masse corporelle, aorte et ménopause chez la rate

L’ovariectomie entraine chez les rates, une dyslipidémie marquée par une élévation du
taux de cholestérol total (CT), de LDL-Cholestérol et de triglycérides, une diminution du taux
de HDL-Cholesterol et une augmentation de I’index athérogénique (Dzeufiet et al., 2015;
Ngoungoure et al., 2017). Le modéle de ménopause induit par I’ovariectomie entraine
également une augmentation de la masse corporelle, de la graisse abdominale et de la masse
relative de 1’aorte (Dzeufiet et al., 2015 ; Ngoungoure et al., 2017). En outre, on observe
fréquemment chez les rates ovariectomisées, un stress oxydant au niveau de 1’aorte qui est
souvent caractérisé par une hausse du taux de malondialdéhyde (MDA) et une diminution du
taux de glutathion reduit (GSH) (Dzeufiet et al., 2015 ; Ngoungoure et al., 2017). D’autres
systémes a I’instar du systéme nerveux et osseux subissent également des dysfonctionnements

au cours de la ménopause chez les rates (Oumarou et al., 2017 ; Ngoungoure et al., 2019).
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1.2.5- Prise en charge des troubles associés a la ménopause

1.2.5.1- Traitement Hormonal de la Ménopause

Aujourd’hui, on ne parle plus de Traitement Hormonal Substitutif (THS) mais de
Traitement Hormonal de la Ménopause (THM). En effet, le terme THS fait référence au
traitement cestroprogestatif chez les femmes jeunes ayant été ménopausées trés précocement,
tandis que le terme THM est réservé aux femmes ménopausées a 1’age normal (Drapier-Faure,
2009). L’objectif d’un THM est de pallier au déficit hormonal survenant pendant la ménopause
par administration d’hormones (cestrogéne +/- progestatif). Le THM permet de corriger la
symptomatologie fonctionnelle du climatére (bouffées de chaleur, sécheresse vaginale,
troubles de I’humeur et du sommeil entre autres) et de prévenir les conséquences a moyen et
long terme de la carence cestrogénique (ostéoporose, maladies cardiovasculaires, et la
dégradation des fonctions cognitives) (Chen et al., 2006). Les risques du THM sont entre autres
: les cancers hormonodépendants (sein, endometre) et non hormonodépendants (col utérin et
ovaire), les risques cardiovasculaires (augmentation du risque de thrombose veineuse et
artérielle (Kurman et al., 1985, Hulley et al., 1998).

1.2.5.2- Modulateurs sélectifs des récepteurs aux cestrogénes et les anti-cestrogénes

Les Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux (Estrogénes (MSRO) et les anti-
cestrogénes sont des ligands des récepteurs aux cestrogénes présentant une activité mixte ;
agoniste des cestrogenes sur certains tissus (systemes osseux et cardiovasculaire) et antagoniste
sur d’autres tissus (utérus et glande mammaire) (Katzenellenbogen et Katzenellenbogen,
2000). La premiére classe de MSRO est la famille des triphényléthylenes dont la molécule de
référence est le tamoxiféne. La seconde classe est la famille des benzothiophénes dont la
molécule la plus connue est le raloxifene. La troisiéme famille est celle des dérives des
benzopyrans et regroupe I’EM-652 et ’EMB800. Le tamoxifene diminue de facon significative
le risque de cancer du sein chez les femmes pré et ménopausées et le nombre d’infarctus du
myocarde (Goldstein et al., 2000). Cependant, le tamoxiféne est controversé puisqu’il
augmente considerablement le risque de cancer de I’endomeétre et est a I’origine de nombreux
effets secondaires, tels que les bouffées de chaleur. Le raloxifene présente les mémes propriétés
que le tamoxiféne sans augmenter les risques d’endométriose (Goldstein et al., 2000). Il est
utilisé comme traitement contre 1’ostéoporose mais est associ¢ a 1’augmentation du risque
thromboembolique veineux (Kanis et al., 2005). 11 existe plusieurs classes d’anti-cestrogénes.
Premiérement on a I’ICI 182,780 et I’'ICI 164,384 qui sont des composés stéroidiens decrits

comme étant des antagonistes « purs » du récepteur aux cestrogénes ou SERD "Selective
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Estrogen Receptor Down-regulator”. Ensuite il y a les anti-cestrogénes non stéroidiens dont le
MER-25 et le clomiféene.

Compte tenu des risques et effets secondaires associés au THM, aux anti-cestrogénes et
aux MSRO, la phytothérapie s’avere €tre une alternative thérapeutique dans la prise en charge
des symptdmes ménopausiques. De nombreuses plantes médicinales auraient des vertus sur la
symptomatologie de la ménopause (Dzeufiet et al., 2015, Ngoungouré et al., 2017, Oumarou
et al., 2017). Seulement, la répartition géographique de ces plantes n’est pas uniforme,
soulevant ainsi 1’urgence de poursuivre des recherches de nouvelles plantes potentiellement
thérapeutiques contre les troubles ménopausiques au sein de la fore camerounaise. Les plantes
employées dans la prise en charge des maladies liées a I’hypo-cestrogénie sont réputées pour
étre riches en phyto-cestrogénes (PEs) ; qui seraient les molécules bioactives responsables des

effets thérapeutiques de ces plantes.

I.3- Généralités sur les phyto-cestrogénes
1.3.1- Définition

Le terme phyto-cestrogéne (PEs) désigne un ensemble de molécules issues de plantes et
possédant une structure chimique proche de celle du 17 B-cestradiol et qui peuvent donc induire
in vivo des effets similaires a ceux des cestrogénes animaux en se fixant sur les récepteurs des
cestrogénes (Runeton, 2009). Ce terme n’indique pas une classe chimique particuliere mais elle

englobe tous les composés d’origine végétale avec une certaine forme cestrogénique observée.

1.3.2- Classification des phyto-ceestrogénes

Les coumestanes, les lignanes ou entérolignanes, les flavonoides les alcaloides et les

stilbénes représentent les différentes classes de PEs.

1.3.2.1- Coumestanes

Les principaux coumestanes présentant une activité cestrogénique sont le coumestrol et

le 4’méthoxycoumestrol. Le coumestrol est le composé le plus cestrogénique de la famille.

Dans les plantes, les coumestanes apparaissent lors d’une attaque fongique ou
bactérienne, ce qui leur confére le rdle de phytoalexine (Le Bars et Le Bars, 1987). lls sont
trouvés majoritairement dans les germes de trefle et de soja, les Iégumes et la luzerne (Cornwell
etal., 2004).
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1.3.2.2- Lignanes

Les lignanes sont caractérisés par une structure C6-C3-C3-C6. Le matairésinol et le
sécoisolaricirésinol sont les lignanes les plus étudiés. Ces deux molécules ne possedent pas
d’activité cestrogénique, mais peuvent étre converties par la flore intestinale en entérodiol et

entérolactone, appelés entérolignanes, qui eux possédent une activité cestrogénique (Setchell et
al., 1981).

1.3.2.3- Flavonoides

Les flavonoides constituent la principale classe de PEs (Choi et al., 2008). llIs sont
capables de se lier aux récepteurs avec une affinité supérieure aux autres PEs (D'Arrigo et al.,
2021). Cette classe regroupe plus de 5000 molécules de grande variabilité structurale (Nijveldt
et al., 2001). La structure de base des flavonoides est une structure diphénylpropane C6-C3-
C6, formant deux cycles aromatiques (A et B) liés par trois carbones formant un hétérocycle
C.

1.3.2.4- Stilbénes

IIs sont constitués de deux noyaux aromatiques liés par un groupe éthylénique. Le
principal stilbéne connu est une phytoalexine, le resvératrol. Il existe en fait deux isoméres de
cette molécule, mais seule la forme trans est douée d’activité cestrogénique (Cornwell et al.,
2004). Les stilbénes sont peu répandus et principalement retrouvés dans les baies de raisin,

donc dans le jus de raisin et le vin (Gehm et al., 2004).

1.3.2.5- Alcaloides

De nouveaux PEs appartenant a la classe des alcaloides, & savoir I’a-érythroide, la -
érythroide, et leurs dérivés 8-oxo-a-érythroide et 8-oxo-B-érythroide, ont été isolés et
caractérisés structurellement a partir de I'extrait méthanolique de I'écorce de la tige de
Erythrina poeppigiana et ont présenté une oestrogénicité par leur liaison avec une grande

affinité avec les récepteurs d'cestrogenes (Djiogue et al., 2014).

1.3.3- Métabolisme et biodisponibilité des phyto-ceestrogénes

Les PEs sont donc intégrés sous forme glycosylée et seront déglycosylés pour étre
absorbés dans 1’organisme et passeront dans le foie ou ils subiront des étapes de détoxification
par les enzymes de phase II. Par un cycle entérohépatique similaire a celui des cestrogenes, ils
pourront revenir dans le colon. Ils seront éliminés par les urines et les feces, ou ils se trouvent

majoritairement sous forme de glucuronides (Gerber et Berta-Vanrullen, 2006). L’ensemble
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des PEs circule majoritairement sous forme conjuguée dans le sang, soit sous forme libre, soit
lie a des protéines plasmatiques comme la Sex Hormone Binding Globulin (SHBG) ou
I’albumine jusqu’aux tissus cibles (Shelnutt et al., 2002). Chez ’'Homme, les formes excrétées
sont pratiquement toutes des formes glucuronidées (Shelnutt et al., 2002).

Les concentrations des PEs dans les fluides biologiques augmentent proportionnellement
avec les apports alimentaires, démontrant que 1’absorption est dose dépendante (Karr et al.,
1997 ; Lampe et al., 1999). Toutefois, 1’absorption ne semble pas étre un phénomeéne linéaire,
car au-dela d’une certaine dose ingérée, les systémes entérocytaire ou hépatique semblent
saturés (Figure 13).

Bouche

Glycosides +
Aglycones Foie

Glu

curonides
+ Suffates
+ Hydraxyfes
Duasdénurm ydroxyf
Glycosidas
+ Aglycones ?
— -
J&jonem
{inte
stin
arél
— Glucuronides
=4 Sulfates
+ Hydroxyfes
“cal ' Rein
= CEE Giucuronides
Iucuron + Suffates
= Yy Migaliolites = + Métabofites
Ea Agiyco . .
_ (Equol, entérodiof, {Equol, enférodiof,
entérofacione ...] enférofacione ...)
b _d
Anus Urine
Glucuronides =~ Gﬁrgt:ﬂr;r:ggs

+ Suffates + Aglycones + Métabolites

+ Mélaboliles
{Equol, entérodicl, entérofactone ...J {Equol, entérodiol, enférofactons ...)

Figure 13: Métabolisme des phyto-cestrogenes (Afssap, 2005).
1.3.4- Mécanismes d’action des phyto-cestrogénes
Les PEs exercent leurs effets par de multiples mécanismes : ils interagissent avec REa et

REp, induisant ainsi de faibles actions cestrogéniques ou anticestrogéniques (Kuiper et al., 1998

; Mitchell et al., 2001). Les principaux éléments structurels qui permettent aux PEs de se lier
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avec une grande affinité aux récepteurs d'cestrogenes et de présenter des effets similaires a ceux

de l'eestradiol sont les suivants :

- le noyau phénolique indispensable a la liaison au récepteur d'cestrogenes ;

- le noyau d'isoflavones imitant un noyau d'cestrogénes au niveau du site de liaison au
récepteur ; un faible poids moléculaire similaire a celui des cestrogénes (PM=272) ;

- la distance entre deux groupes hydroxyles dans le noyau d'isoflavones est similaire a
celle de I'cestradiol et

- un schéma d'hydroxylation optimal (Yildiz, 2005).

Les PEs ont une affinité plus faible pour les récepteurs d'cestrogénes que pour I'cestradiol
et la plupart d'entre eux présentent une affinité plus élevée pour REB que pour REa (Whitten
et Naftolin, 1998 ; Turner et al., 2007) d'environ 30 fois. D'autres PEs, tels que le resvératrol,
se lient &8 REP et REa avec une affinité comparable, mais avec une activité 7000 fois inférieure
a celle de l'ecestradiol (Bowers et al., 2000). En comparaison, 1’cestradiol recrute les
corégulateurs des deux types de récepteurs de maniére non sélective (An et al., 2001). Le
complexe ligand-récepteur généré est capable d'induire une activité transcriptionnelle (Kuiper
etal., 1998) (Figure 10). Cependant, la concentration requise pour que les isoflavones induisent
une activité transcriptionnelle est 104 fois supérieure a celle de 1’cestradiol. Cette activité
transcriptionnelle plus faible des PEs est compensée par leur biodisponibilité plus élevée,
puisque la fraction en circulation libre est supérieure a 50 %, contre 4,5 % pour I'cestradiol. De
plus, les niveaux de circulation des phytoestrogenes sont supérieurs d'un ordre de grandeur a
ceux de l'eestradiol (ng/ml contre pg/ml). Cette plus grande accessibilité aux RE explique
pourquoi, en présence d'cestrogénes endogénes, les isoflavones se comportent comme des
antagonistes des cestrogenes, alors qu'en I'absence d'cestrogenes, elles se comportent comme de

faibles agonistes (Navarro, 2005) (Figure 14).
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Figure 14: Mécanisme d’action génomique des phyto-cestrogeénes (Retana-Marquez et al.,
2012).

RE = Récepteur aux cestrogénes, ERE = Elément de réponse aux cestrogénes.

1.3.5- Effets thérapeutiques et perturbateur endocrinien des phyto-eestrogénes

Compte tenu de la répartition ubiquitaire des REs au sein de différents organes, les PEs
par leur liaison a ceux-ci présentent donc un large champ d’activité responsables des d’effets
physiologiques et ou thérapeutiques tant dans les cas de cancer de la prostate chez 1’homme ou

chez des femmes en ménopause tel que présenté par la figure 15.
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Réduction de la prolifération des cellules
mammaires par inactivation du REa

Corrigent les dyslipidémies et le
métabolisme du alucose et lipides
Baissent la glycémie et
I’insulinorésistance

Augmentent |’effet bénéfique des
microorganismes

Baisse le cancer de la prostate

Stratification et cornification du vagin

Baisse I’activité ostéoclastique

Augmente la densité de ’os

Figure 15: Schéma résumant les effets thérapeutiques des phyto-cestrogénes sur les différents

systemes de l'organisme (Petrine et Brianco-Borges, 2020).

1.3.5.1- Phyto-cestrogeénes et fonctions cérébrales

Plusieurs études scientifiques ont été menées depuis des années pour élucider 1’action
des PEs au niveau cérébral (File et al., 2001 ; Kritz-Silverstein et al., 2003 ; Ngoungouré et al.,
2019 ; Djiogue et al., 2020). Certains de ces travaux ont rapporté qu’une exposition alimentaire
aux PEs comme les isoflavones serait associé a une ameélioration des mémoires a court et a
long terme (File et al., 2001). De méme, il y aurait une amélioration des mémoires verbale et
logique chez les femmes ménopausées consommant des PEs de maniére chronique (Kritz-
Silverstein et al., 2003). Les études comportementales chez le rat ont montré des effets
bénéfiques des PE sur les performances mnésiques et sur ’apprentissage (Lund et Lephart,
2001). In vitro, les PEs présentent trés peu d’effets protecteurs contre la formation de plaques

B-amyloides (Zhao et al., 2002 ; Bang et al., 2004). Cependant, d’autres travaux indiquent que
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les PEs, comme la génistéine et la daidzéine, sont capables d’induire une activation
transcriptionnelle des récepteurs aux cestrogénes similaire a celle de 1’cestradiol naturel dans

une lignée neuronale (Schreihofer, 2005).

Toutefois, les observations sur 1’impact des PEs sur les fonctions cognitives restent a
confirmer (Fournier et al., 2007) car de nombreuses autres études sont entreprises par la

communauté scientifique dans cet objectif sur des modeles humains ou murins.

1.3.5.2- Phyto-cestrogénes et hormones sexuelles féminines

L'activité cestrogénique des PEs est due a leur similarité structurelle avec le 17-B-
cestradiol, la principale hormone sexuelle féminine (Rietjens et al., 2017). En plus d'interagir
avec les RE, les PEs peuvent affecter la sécrétion de I'hormone de libération de la
gonadotrophine (GnRH) (Nicholls et al., 2005). Les PEs pourraient perturber le systéeme
endocrinien en interférant avec l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique qui contrdle la
sécrétion d'cestrogenes. L'hypothalamus libére de la GnRH et stimule 'hypophyse a produire
I’hormone folliculostimulante (FSH) et I'normone lutéinisante (LH), des gonadostimulines qui
favorisent la sécrétion d'cestrogénes, de progestérone et de testostérone par les ovaires ou les
testicules. De faibles niveaux d'cestrogénes sont un signal pour I'hypothalamus de libérer la
GnRH, alors que des niveaux élevés fournissent un rétrocontrdle négatif (Jefferson, 2010). Par
conséquent, la présence de composés exogenes structurellement similaires a 1’cestradiol peut
interférer avec ce systeme. Des études ont montré que certains PEs comme les isoflavones
pouvaient diminuer la concentration sanguine de LH et de FSH ainsi que de GnRH (Cassidy et
al., 1995 ; Duncan et al., 1999). Les PEs diminuent par ailleurs I’activité de I’aromatase et
augmentent la concentration de la Sex Hormone Binding Globulin (SHBG) ; ce qui avec la
diminution des taux de FSH et de LH susmentionnée contribue & diminuer la concentration
chez la femme des cestrogenes et de la progestérone (Cassidy et al., 1995 ; Duncan et al., 1999)
(Figure 16).
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Figure 16: Résume des effets potentiels des phyto-cestrogenes sur la santé par la modulation

du systeme endocrinien (Dominguez-Lo6pez et al., 2020).

a = Thyroides, b = Foie, ¢ = Ovaires, d = Os, e = Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, f = Pancréas, g = Tissu
adipeux, h = Prostate, FSH = Hormone folliculo-stimulante ; GnRH = Hormone de libération de la
gonadotrophine ; IGF-1 = Facteur de croissance de I'insuline 1 ; LH = Hormone lutéinisante ; OC = Ostéocalcine
; PE = Phytcestrogénes ; PSA = antigéne spécifique de la prostate ; SHBG = "Sex Hormone Binding Globulin";
T3 = Triiodothyronine ; T4 = Thyroxine ; TPO = "Thyroid peroxydase".
1.3.5.3- Phyto-cestrogeénes et fonction cardio-vasculaire

Certains PEs comme les isoflavones et les lignanes semblent diminuer le LDL cholestérol
et le cholestérol total (Howes et al., 2000). Chez I’Homme, il existe un lien entre la
concentration sérique en entérolactone et la diminution du risque cardio-vasculaire
(Vanharanta et al., 2003). De méme, une consommation réguliére de resvératrol limite les
risques de maladies cardio-vasculaires. Les mécanismes cellulaires par lesquels les PEs
pourraient avoir un effet sur le systéme cardio-vasculaire sont encore flous. Cependant, certains
PEs a I’instar de la génistéine activent la eNOS rapidement via une série de phosphorylations

et une augmentation d’adenosine monophosphate cyclique (AMPCc), et ces effets ne sont pas
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inhibés par des antagonistes spécifiques des voies de signalisation classiques des cestrogenes
(Liu et al., 2004). Cette augmentation de I’expression de la eNOS (Endothelial nitric oxyde
synthase) expliquerait la forte réputation des PEs dans le traitement de 1I’hypertension. En outre,
les ptérostilbene sont des PEs connus pour avoir des effets antiadipogénique et
hypotriglycéridémiant en inhibant la prolifération et la différenciation des cellules 3T3-L1 en
adipocytes, I’accumulation des acides gras et I’expression de la Diacylglycerol O-
acyltransferase 1 (DGATL) qui est une enzyme responsable de la synthese des triglycérides
(Seo et al., 2017). IIs réduisent par ailleurs 1’expression du Peroxisome proliferator activated
receptors y (PPARY) (Seo et al., 2017) qui est incriminé dans les processus d’installation de

I’insulinorésistance et des dyslipidémies (Barry et Gerald, 2010).

1.3.5.4- Phyto-cestrogénes et fonction osseuse

Chez les femmes ménopausées, 1’influence des PEs sur la densité minérale osseuse a fait
I’objet de nombreuses études, dont la plupart démontrent un effet bénéfique (Al-Anazi et al.,
2011). Ainsi, une premiere étude a montré que les femmes consommant le plus d’isoflavones
avaient une densité minérale osseuse lombaire plus importante que les autres groupes,
notamment celui des femmes préménopausées (Mei et al., 2001). Cependant, d’autres études
ne montrent pas d’effet des PE sur 1’os (Dalais et al., 2003). Chez 1’animal et in vitro, il y a
une action positive des PEs sur la minéralisation osseuse, la différentiation ostéoblastique et
I’inhibition de I’activité ostéoclastique (Rassi et al., 2002). Il a été prouvé que certains PEs
stimulaient 1’activité de la phosphatase alcaline des ostéoblastes en culture (Vergne et al.,
2008).

1.3.5.5- Phyto-cestrogénes et le systéme immunitaire

Les PEs affectent le systeme immunitaire par sa capacité a inhiber les voies de
signalisation intracellulaires associées au NF-kappa B et les réponses immunitaires. La
génistéine peut supprimer des réponses immunitaires spécifiques et la prolifération des
lymphocytes (Jefferson et Williams, 2011). Les PEs suppriment la réponse immunitaire in vivo
et in vitro. Les PEs peuvent supprimer des réponses immunitaires spécifiques et réprimer la
prolifération des lymphocytes. De plus, la génistéine peut inhiber une réponse inflammatoire
allergique. Certains PEs peuvent augmenter la production de cytokines par les lymphocytes T
et renforcer les réponses cytotoxiques par I'intermédiaire de tueurs naturels et de lymphocytes

T cytotoxiques (Chiang et Pan, 2013).
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1.3.5.5- Phyto-cestrogénes et perturbation de la fonction de reproduction féminine

Les PEs ont des effets différents sur le processus de reproduction. La génistéine peut
stimuler la sécrétion de la progestérone dans les ovaires, la production d'cestradiol et la
production d'AMPc, la maturation des ovocytes et le développement des zygotes au stade
préimplantatoire. Les PEs peuvent inhiber la prolifération des follicules ovariens et affecter
négativement la libération d'hormones stéroides par les cellules ovariennes. Les isoflavones
peuvent modifier le développement sexuel des animaux, notamment en modifiant la puberté,
en perturbant le cycle cestral et la fonction ovarienne. Plusieurs études suggerent que les
isoflavones contenues dans le lait maternel ont un effet négatif sur le developpement
reproductif des fcetus a naitre, bien que les effets secondaires des PEs sur la santé reproductive
n‘aient pas été largement rapportés et vulgarisés (Jefferson et Williams, 2011 ; Cederroth et
Zimmermann, 2012).

Au laboratoire de Physiologie Animale de 1’Université de Yaoundé 1, plusieurs plantes
ont montré de potentiels effets cestrogéniques sur le tractus génital des rates ainsi que sur
certains troubles ménopausiques, a savoir, Erythrina lysistemon (Mvondo et al., 2012),
Gouania longipetala (Dzeufiet et al., 2015), Anthocleista schweinfurthii (Ngoungouré et al.,
2017) et Mammea africana (Mengue et al., 2023). Nombreuses de ces plantes sont également
utilisées dans le traitement d’autres affections indépendamment du sexe comme le diabéte avec
Gouania longipetala (Ezeja et al., 2014) et de I'ulcére gastrique avec Anthocleista
schweinfurthii (Mezui et al., 2015) sans une cause cestrogénopénique ; ce qui probablement
aurait un impact sur la fonction de reproduction femelle au regard de la possibilité de ces
plantes par leur activité¢ cestrogénique a inhiber I’axe hypothalamo-hypophysaire. D’autres
plantes comme Pterocarpus soyauxii dont les effets cestrogéniques n’ont pas encore été
prouvés sont également utilisées pour traiter les troubles ménopausiques (Mengue et al., 2023)

et contre le diabéte et 1’hypertension chez les femmes non ménopausées.
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1.4.- Generalites sur Pterocarpus soyauxii
1.4.1- Caractéristiques morphologiques

Connu comme Padouk d’Afrique, P. soyauxii est vernaculairement connu sous les noms
de Kisese, Mbel, Mukula ou N’gula et Tacula respectivement au Congo Brazzaville, au
Cameroun, en RDC et en Angola. Pterocarpus soyauxii est un arbre a feuilles persistantes ; il

peut atteindre 30 a 50 meétres de hauteur. Son f(t droit et cylindrique peut atteindre 1,4 metre

Figure 17 : Photographie des différentes parties de Pterocarpus soyauxii (Prise par Owona

Pascal a Ngomedzap, Septembre 2018).
A = Feuilles, B = Branches, C = Tronc, D = Duramen, E = Aubier, F = Ecorce.

1.4.2- Taxonomie
La taxonomie de Pterocarpus soyauxii est celle de White en 1986, tenant compte de la

classification de I'APG 1V de 2016 (« Angiosperms Phylogeny Group »).
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Sous-regne

Super division

Tracheobionta

Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Pterocarpus

Espece Pterocarpus soyauxii Taubert

1.4.3- Utilisations ethnopharmacologiques de Pterocarpus soyauxii

Au Nigéria et au Cameroun, Pterocarpus soyauxii est utilisé pour la prise en charge du
rhumatisme, de la fievre, du diabéte, des dermatoses, des parasitoses gastro-intestinales et de
I’hypertension (Ebi et Ofoefule, 2000, Tchamadeu et al., 2011). Les feuilles sont utilisées pour
leurs propriétés antibactériennes au Nigéria et pour leur valeur nutritionnelle en vitamine C
(Ngumah et al., 2016, Saha et al., 2013). L'écorce est utilisée pour traiter la dysenterie et contre
les maux de dents, la gonorrhée, les menstruations excessives, la dysménorrhée, I'hnémorragie
utérine, la dysenterie, les hémorroides et la hernie ombilicale (Betti, 2004 ; Mpondo et al.,
2017 ; Moronkola et al., 2019). La pulpe obtenue par grattage de la surface intérieure de
I'écorce est appliqguée comme pansement humide contre les inflammations, les hernies
naissantes et la jaunisse (Betti et Lejoly, 2009). Le duramen de Pterocarpus soyauxii est utilisé
comme d’autres espeéces du genre pour son activité antiplasmodiale et pour le traitement des
troubles génitaux-urinaires (Saslis-Lagoudakis et al., 2011). Le bois en poudre, cuit avec une
tranche de chaux, est utilisé comme pansement sur les blessures. La plante est par ailleurs
réputée au Gabon pour ses propriétés antidiurétiques (Saha et al., 2013). Des décoctions ou des
bains de vapeur des feuilles et de I'écorce sont pris contre les affections broncho-pulmonaires
et la macération du duramen est utilisee a Ngomedzap (Centre, Cameroun) pour traiter les

aménorrhées primaires et secondaires et les troubles ménopausiques (Mengue et al., 2023).

1.4.4- Travaux scientifiques antérieurs effectues avec Pterocarpus soyauxii

P. soyauxii est etudié depuis de nombreuses années dans des études pharmacologiques et
nombreuses d’entre elles lui ont rapporté des propriétés thérapeutiques et une forte richesse en
de nombreuses molécules bioactives. Dans les travaux de Barend et al. (1987), deux

ptérocarpans (le 8-hydroxy-3,9-diméthoxy- et le 3,8-dihydroxy-9-méthoxy-pterocarpan) et un
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analogue du santal ainsi que des isoflavanes, isoflavones et trans-pterostilbene ont été isolés de
I’extrait duramen de P. soyauxii. Egwurugwu et al. (2009) et Obaji et al. (2010) ont mis en
lumiére un effet hématopoiétique et dose dépendant de I’extrait brut des feuilles de P. soyauxii
chez les rats Wistar. Les travaux de Tchamadeu et al. (2011) ont montré que 1’extrait aqueux
de I’écorce de la tige de Pterocarpus soyauxii Taub avait une trés faible toxicité en cas
d'administration orale aigué a forte dose et aucune toxicité en cas d'administration orale
subchronique & faible dose. 1l a par ailleurs été démontré que les feuilles de P. soyauxii
supplémentées aux aliments normalisaient les altérations hématologiques associées au diabéte
sucré (Jamiyu et al., 2012). Su et al. (2013) ont montré que I’extrait éthanolique du duramen
de Pterocarpus soyauxii et 6 de ses composés isolés présentaient une forte cytotoxicité contre
les cellules humaines de cancer du poumon (A549), de cancer du pancréas (Panc-28) et de
carcinome du colon (HCT-116). Les extraits du duramen de P. soyauxii ont montré dans les
travaux de Saha et al. (2013) des activités antioxydantes avec I'homoptérocarpine et la
ptérocarpine comme principaux composes. Su et al. (2014) dans une autre étude a permis
d’isoler dans I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii trois benzofuranes et un nouvel
isoflavane aux noms respectifs de Pteroyanins G, H, | et J. Jamiyu et al. (2016) ont rapporté
des propriétés antiamnésiques et hypoglycémiantes d’une supplémentation alimentaire en
feuilles de Pterocarpus soyauxii chez des rats. Tchamadeu et al. (2017) ont rapporté des
propriétés antidiabétiques de I’extrait aqueux et au dichlorométhane/méthanol des écorces de
P. soyauxii. Les travaux effectués par Okezie et al. (2018) ont mis en évidence dans I’extrait
des feuilles de P. soyauxii des micronutriments (calcium, magnésium, phosphore, le potassium
et le zinc) des vitamines (A, B, C et E), des glycosides et des alcaloides. Ojah et Moronkola.
(2020) ont rapporté dans leurs travaux un effet inhibiteur de I’alpha-amylase et de 1’alpha-

glucosidase des fractions a I’exhane, a 1’éthyl-acétate et au méthanol des feuilles de P. soyauxii.
I.5- Toxicité

1.5.1- Généralités

La toxicité englobe I’ensemble des effets néfastes d’une substance dite toxique sur un
organisme vivant (Lapointe, 2004). En d’autres termes, il s’agit du caractére des substances
toxiques qui, au contact ou apres pénétration dans un organisme vivant introduite a dose unique
relativement élevée ou a des petites doses longtemps répétées, ont la propriété de causer un
dysfonctionnement a 1’échelle moléculaire, cellulaire ou organique (Viau et Tardif, 2003 ;
Etame et al., 2017). Les études toxicologiques sont d’une grande importance dans 1’étude

pharmacologique des médicaments car elles permettent I’évaluation du risque toxique des
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médicaments utilisés en médecine moderne ou traditionnelle en vue du développement des
substances plus sires et d’une meilleure prescription clinique (Serrano, 1990). De telles études
sont réalisées chez plusieurs espéces d’animaux avec des doses largement au-dessus de la dose
thérapeutique (Rang et al., 2003). On distingue cliniquement trois formes essentielles de
toxicité : la toxicité aigué, la toxicité subchronique et la toxicité a long terme ou chronique.

Dans la présente étude, seules les 2 premiéres toxicités ont été évaluées.

1.5.2- Toxicite aigué

On parle de toxicité aigué si des effets défavorables apparaissent apres administration par
voie orale d’une dose unique de substance ou de plusieurs doses données sur une période de
24 heures (OCDE, 2001). Pour cela, la durée d’observation des lots d’animaux expérimentauX
traités chacun avec une dose de I’extrait doit étre suffisante pour noter la mortalité et les
éventuelles modifications comportementales (OMS, 2000). Ces études peuvent donner une
indication des effets probables d’un surdosage aigu chez ’homme et peuvent étre utiles pour
la conception des études de toxicité par administration répétée (Serrano, 1990). Les substances
chimiques peuvent ainsi étre classées en differentes catégories. Des valeurs de dose létale 50
(DL50) supérieures a 5000 mg/kg sans symptomes d’intoxication aigué€, ni de morts
correspondent a des substances faiblement ou pratiqguement non toxiques. La dose létale 50

étant la dose en administration unique qui tue la moitié de la population étudié (OMS, 1992).
1.5.3- Toxicité subchronique

Certains effets néfastes peuvent prendre plusieurs semaines avant d’étre diagnostiqués et
éventuellement se révéler réversibles ou irréversibles. L’évaluation de la toxicité aigué ne
permet pas de prédire ce type de toxicité d’une substance. Des études destinées a évaluer la
toxicité subchronique doivent donc étre effectuées. Celles-ci durent un a 3 mois et supposent
I’administration de plus d’une dose a des intervalles variant selon la méthode employée

(Lapointe, 2004).

42



CHAPITRE 11 :
MATERIEL ET

METHODES




11.1- Matériel
11.1.1- Matériel animal

Les animaux utilisés dans le présent travail étaient des rates de souche Wistar agees de 8
a 10 semaines et pesant entre 130-150 g. IIs ont été élevés a I’animalerie du laboratoire de
Physiologiec Animale de I’Université de Yaoundé I. Ces animaux étaient logés dans des cages
en plastique a raison de 5 animaux par cage, maintenus a température ambiante sous un cycle
diurne/nocturne naturel et avaient un acces libre a 1’eau de robinet et a la nourriture. Pour un
sac de 50 kg d’aliment, la composition alimentaire était de 60% de malis, 20% de poisson, 10%

de blé, 6% d’arachides, 3% de farine d’os et 1% de complexe vitaminique.
11.1.2- Matériel végétal

Le duramen de Pterocarpus soyauxii Taub (Fabaceae) ont été récoltées a Ngomedzap
(Centre, Cameroun) en septembre 2018. La plante a été authentifiée a I’Herbier National du
Cameroun en comparaison a I’échantillon de Thomas O.W8175 du spécimen de la collection

d’herbier N° 56984HNC.

11-2-Méthodes
11.2.1- Extraction aqueuse du duramen de Pterocarpus soyauxii

Le duramen a été decoupé en petits morceaux puis séché a I’ombre pendant 42 jours. Les
morceaux secs ont été pilés dans un mortier puis le broyat a été tamisé pour obtenir une poudre
fine. Soixante-dix grammes de cette poudre ont été macérés pendant 48 h dans 2 L d’eau
distillée selon les recommandations du tradithérapeute. Le macérat obtenu a été filtré a 1’aide
du papier Whatman N° 3 et le filtrat obtenu a été séché a 1’étuve a 45 °C. Ce protocole a permis

d’obtenir 5,6 g d'extrait brut, soit un rendement de 8 % (Figure 18).
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Morceaux secs du duramen
de Pterocarpus soyauxii

Découpage, séchage et broyage

70 g de poudre rouge et séche de
Pterocarpus soyauxii

Maceration pendant 48h dans 2 L d’eau de robinet
et filtration a I’aide du papier wattman N ° 3

\

< Résidus > < Filtrat >

Evaporation a I’étuve a 45° C

5,6 g d'extrait brut
rendement (8 %o)

Figure 18: Protocole d’extraction aqueuse du duramen de Pterocarpus soyauxii.

11.2.2- Détermination de la dose équivalente chez I’humain et calcul des doses

expérimentales de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii chez le rat

Les recommandations du tradithérapeute ont permis d'obtenir a partir de 400 mL de
macérat, 1,12 g d'extrait brut aprés séchage. Cette masse d'extrait a été divisée par 70 kg puis
multipliée par 1000 pour obtenir une dose équivalente humaine (DEH) égale a 16 mg/kg. La
dose utilisée chez le rat a été déterminée en multipliant la DEH par 6,2 selon la méthode décrite
par Nair et Jacob. (2016) ; ce qui a permis d’obtenir une dose d'environ 100 mg/kg. Cette dose
a été divisée par 2 puis multipliée successivement par 2, 3 et 4 pour obtenir les doses de 50,
200, 300 et de 400 mg/kg.

11.2.3- Analyses phytochimiques
11.2.3.1- Analyse phytochimique qualitative

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes classes de
composés bioactifs présents dans les extraits de plantes et ayant un intérét pharmacologique

par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
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v Mise en évidence des phénols

Dans une solution de P. soyauxii (0,1 g/mL) ont été ajoutées quelques gouttes de chlorure
de fer 5 %. La formation d’une coloration vert foncé du mélange obtenu indique la présence
des phénols (Mir et al., 2013).

v Mise en évidence des flavonoides

Dans une solution de P. soyauxii (0,1 g/mL) a été ajouté 1 mL d’ammoniac dilué a 1%.
Apres filtration, 0,2 mL d’acide sulfurique concentré a été ajouté a cette solution. La formation

d’une coloration jaune qui disparait progressivement indique la présence des flavonoides

(Ayoola et al., 2008 ; Mir et al., 2013).

v' Mise en évidence des saponines

Une solution de P. soyauxii (0,1 g/mL) a été vigoureusement agitée. La formation d’une
mousse persistance au-dela de 10 minutes était le signe de la présence des saponines dans

’extrait.
v' Mise en évidence des glucosides

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 mL de I’extrait (0,1 g/mL), a été
ajouté 0,4 mL d’acide acétique glacial contenant une goutte de FeClz concentré a 1 % et 0,2
mL d’acide sulfurique. La présence des glucosides est confirmée par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide
sulfurique) (Edeoga et al., 2005).

v Mise en évidence des tanins

Une masse de 0,1 g d’extrait de P. soyauxii a été dissoute dans 2 mL d’eau distillée. La
solution a été ensuite filtrée. Aprées ajout de 2 a 3 gouttes de solution de chlorure ferrique FeCls
a 2%, I’observation d’une coloration vert-marron ou bleue-noir indique la présence des tanins
(Karumi et al., 2004).

v" Mise en évidence des alcaloides

Pour mettre en évidence les alcaloides dans 1’extrait de P. soyauxii, 0,1 g de cet extrait a
été dissout dans 10 mL d’alcool acide puis bouilli et filtré. A 5 mL de filtrat ont été ajoutés 2
mL d’ammoniac dilué, puis 5 mL de chloroforme ont été ajoutés doucement pour extraire la
base alcaloide. La formation d’un précipité rouge brun avec le réactif de Draggendorff indiquait

la présence des alcaloides (Ayoola et al., 2008).
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v" Mise en évidence des stéroides

Deux cents milligrammes d’extrait ont été dissout dans 10 mL de chloroforme. Deux
millilitres d’acide acétique y ont été introduits et I’ensemble a été refroidi dans un bain de glace.
Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré ont été ajoutées et la formation d’un anneau bleu

gris marquait la présence des stéroides (Sofowora, 1993).

v Mise en évidence des triterpénes

A 10 mL d’une solution d’extrait concentrée a 10 mg/mL, 2 mL de chloroforme ont été
ajoutés et I’ensemble a été homogénéisé. Trois millilitres d’acide sulfurique ont ensuite été
ajoutés afin de former deux phases. La formation d’une interface brune rougeatre marquait la

présence des terpenoides (Trease et Evans, 1989).

v' Mise en évidence des quinones

A 2 mL d’extrait de P. soyauxii, 2 a 3 gouttes de NaOH 10 % ont été ajoutées. Le virage
de la phase aqueuse au rouge traduisait la présence des quinones dans la solution.

11.2.3.2- Analyse UHPLC-MS de I'extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii

L'analyse UHPLC-MS réalisée a 1’école normale supérieure de Yaoundé 1 dans le cadre
du projet YABINAPA et a été utilisée pour déterminer le profil phytochimique de I'extrait de
P. soyauxii. Pour obtenir des spectres de masse haute résolution de I'extrait, un spectrometre
(QTOF Bruker, Allemagne) équipé d'une source d'ionisation par électronébulisation chauffée
(HESI) a été utilise. Le spectrometre a été mis en mode positif (gamme de masse : 100-1500,
avec une vitesse de balayage de 1,00 Hz) avec un controle automatique du gain pour fournir
des mesures de masse de haute précision avec une déviation de 0,40 ppm en utilisant le formate
de sodium comme calibrant. Une tension de pulvérisation de 4,5 kV et une température
capillaire de 200 °C ont été utilisées pour les analyses. De l'azote a été utilisé comme gaz de
gaine (10 L/min). Le spectrométre était attaché a un systtme UHPLC Ultimate 3000 (Thermo
Fisher, Allemagne) composé d'une pompe LC, d'un détecteur a réseau de diodes (DAD) (A :
190-600 nm), d'un échantillonneur automatique (volume d'injection 10 pL) et d'un four a
colonne (40 °C). La séparation a éete realisée a I'aide d'une colonne Synergi MAXRP 100A (50
X 2 mm, taille des particules 2,5 p) avec un gradient H>.O (+0,1 % HCOOH) (A)/acétonitrile
(+0,1 % HCOOH) (B) (débit 500 puL/min, volume d'injection 5 uL). L'échantillon a été analysé
en utilisant un programme de gradient comme suit : 95 % A isocratique pendant 1,5 min,

gradient linéaire jusqu'a 100 % B sur 6 min, apres 100 % B isocratique pendant 2 min, le
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systéme est revenu a sa condition initiale (90 % A) en 1 min, et a été équilibré pendant 1 min.
Sur la base de la masse des composés préecédemment identifiés dans le genre Pterocarpus,

I'identification des composés a été effectuée en utilisant une base de données.

11.2.3.3- Analyse phytochimique quantitative
11.2.3.3.1- Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans I’extrait de P. soyauxii a été déterminée par la méthode
décrite par Zhishen et al. (1999). L’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a été homogénéisé
avec un solvant d’extraction préparé avec le mélange méthanol-eau distillée-acide acétique
(140 : 50 : 10, v/v). Le mélange a été filtré a I’aide du papier filtre Wattman n°3. A 0,2 mL du
filtrat, a été ajouté 1 mL du réactif de chlorure d’aluminium (AICI3) (formé de 133 mg des
cristaux de chlorure d’aluminium et 400 mg de cristaux d’acétate de sodium dissous dans 100
mL du solvant d’extraction) a €té ajoutés et I’ensemble a été mélangé a ’aide du vortex.
L’absorbance a été lue contre le blanc a 430 nm. Les teneurs en flavonoides ont été exprimees
en milligrammes équivalents de Quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) en
utilisant la droite d’étalonnage de la figure 19.

1.2

y = 4,0597x
1 R2=0,9933

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Masse de quercétine (mg)
Figure 19: Courbe d’étalonnage pour la détermination de la teneur en flavonoides.

La concentration de quercétine a été déterminée a partir de I’équation de droite y =
4,0597x. y correspondant a I’absorbance de 1’échantillon et x correspondant a concentration de

quercétine en mg/mL a déterminer pour un échantillon.
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11.2.3.3.2- Dosage des polyphénols

Les polyphénols totaux ont été évalués suivant la méthode spectrophotométrique
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu décrite par Chun et al. (2003). Environ 0,2 mL d’extrait
aqueux de P. soyauxii (2 mg/mL) a été introduit dans un tube a essai, ensuite 1,2 mL d’eau
distillée et 0,2 mL de réactif de Folin-Ciocalteu (10%). Apres 3 min de repos, 0,4 mL de
carbonate de sodium (Na.COz 7,5%) ont été ajoutes au melange. Les tubes ont été bien agités
a I’aide d’un vortex, et incubés pendant 20 minutes dans un bain-marie a 40°C et 1’absorbance
a ¢té lue contre le blanc a 760 nm. L’étalonnage a été réalisé a I’aide d’une solution aqueuse
fraichement préparée d’acide gallique (0,2 mg/mL). Les teneurs en polyphénols totaux ont été
exprimées en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g

d’extrait) en utilisant la droite d’étalonnage (Figure 20).

0.6

y =4,2727x
05 R2=10,9975

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
Acide gallique (mg)

Figure 20: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

La concentration en acide gallique a été¢ déterminée a partir de I’équation de droite y =
4,2727x. y correspondant a I’absorbance de I’échantillon et x correspondant a concentration

d’acide gallique en mg/mL a déterminer pour un échantillon.
11.2.3.3.3- Dosage des tanins

Les tannins ont été déterminés suivant la méthode décrite par Broadhurst et Jones. (1978)
en utilisant la vanilline acidifiée et I’acide tannique comme standard. Un volume de 1 mL
d’extrait de P. soyauxii (2 mg/ml) a été introduit dans des tubes a essai recouverts de papier
aluminium suivie de I’ajout de 3 mL d’une solution fraichement préparée de vanilline 4% dans

I’éthanol (w/v). Apreés agitation, 1 mL d’acide chlorhydrique concentreé a été ajouté dans chaque
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tube a essai qui, par la suite a été laissé au repos a température ambiante pendant 15 min et
I’absorbance a été lue a 500 nm contre le blanc. La teneur en tannin a été exprimée en mg
équivalent acide tannique par gramme de matiére séche en utilisant la courbe d’étalonnage de

I’acide tannique (Figure 21).
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.

La concentration en acide tannique a été déterminée a partir de 1’équation de droite y =
0,2406x. y correspondant a 1I’absorbance de I’échantillon et x correspondant a concentration

d’acide tannique en mg/mL a déterminer pour un échantillon.
11.2.3.4- Evaluation in vitro de I’activité antioxydante de P. soyauxii

11.2.3.4.1- Détermination de P’activité antiradicalaire de P. soyauxii sur les radicaux
DPPH (1, 1,-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

v" Principe

Le test est basé sur la capacité des composés des extraits a fournir des protons au radical
libre 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Mensor et al., 2001). Le radical DPPH est
instable et lorsqu'il réagit avec un composé antioxydant, qui peut donner des ions hydrogene,
il est reduit et devient stable. Ce pouvoir réducteur de I'extrait est révélé par un changement de
couleur du violet au jaune. Une diminution de I'absorbance a 517 nm est proportionnelle au

potentiel antioxydant de 1’extrait de P. soyauxii.

v' Mode opératoire

L activité de piégeage du radical libre DPPH par I’extrait aqueux de P. soyauxii a été
évaluée en utilisant la méthode décrite par Mensor et al. (2001).
L'extrait de P. soyauxii (1000 pg/mL) a été dilué avec du méthanol. Cinquante microlitres

de I'extrait dilué ont été mélangés avec 150 uL de solution méthanolique de DPPH a 0,02%, ce
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qui a donné une concentration finale d'extrait allant de 250 a 1,9531 pg/mL (250, 125, 62,5,
31,25, 15,625, 7,8125, 3,9062 et 1,9531ug/mL). Aprés 30 min d'incubation a l'obscurité a
température ambiante, la densité optique a été mesurée & 517 nm sous un spectrophotometre a
lumiére UV/Visible (Infinite M200, TECAN, Suisse). L'acide ascorbique (Vitamine C) a été
utilise comme contréle positif. Chaque essai a éte effectué en trois exemplaires et les résultats
ont été exprimés sous forme de moyenne * écart-type (ET).

L'acide ascorbique (Vitamine C) a été utilisé comme contrdle. Chaque essai a eté effectué
en triplicate et les résultats ont été exprimé sous forme de moyenne + I'écart-type (ET) des trois
résultats, ont été présentes sous forme de tableau. Les résultats ont été exprimés en pourcentage

d’inhibition et calculé selon la formule suivante :

(Abs temoin — Abs échatillon)
X

100
Abs temoin

% Inhibition =

11.2.3.4.2- Détermination de I’activité antiradicalaire de P. soyauxii sur le radical acide

2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
v" Principe

Le radical ABTS" est formé par la perte d'un électron de I'atome d'azote de I'ABTS en
présence de permanganate de potassium (KMnOs) ou de persulfate de potassium (K2S20s). Le
principe repose sur la capacité des composés contenus dans 1’extrait & réduire le radical bleu-
vert ABTS" en ABTS incolore en donnant son H* (Re et al., 1999). La décoloration du radical
mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la concentration antioxydante

des extraits.

v" Mode opératoire

L'extrait aqueux de P. soyauxii (1000 pg/mL) a été dilué deux fois en série avec du
méthanol. Vingt-cing microlitres de I'extrait dilué ont été mélangés avec soixante-quinze pl de
solution méthanolique d'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS),
pour obtenir une concentration finale de I'extrait comprise entre 250 et 1,9531 pug/mL (250,
125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125, 3,9062 et 1,9531 pg/ml). Aprés 30 min d'incubation a
I'obscurité a température ambiante, les densités optiques ont été mesurées a 734 nm sous un
spectrophotometre a lumiere UV/Visible (Infinite M200 (TECAN, Suisse)).

L'acide ascorbique (Vitamine C) a été utilisé comme contréle. Chaque essai a été effectué

en triplicate et les résultats ont été exprimé sous forme de moyenne + I'écart-type (ET) des trois
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résultats, ont été présentes sous forme de tableau. Les résultats ont été exprimes en pourcentage

d’inhibition et calculé selon la formule suivante :

(Abs temoin — Abs échatillon)
X

100
Abs temoin

% Inhibition =

11.2.3.4.3- Détermination de I’activité antiradicalaire de P. soyauxii sur le radical Ferric-
Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Le test a été réalise selon la méthode décrite par Benzie et Strain. (1996) avec de légeres

modifications.
v Principe

Le test est basé sur la réduction de Fe** en Fe?* par les composants de I'extrait, qui en
présence d'ortho-phénanthroline forme un complexe de couleur brune ou rouge-orange (Benzie
et Strain, 1996). Le complexe absorbe a 505 nm et I'intensité de la coloration est proportionnelle

a la quantité de Fe** convertie par I'extrait.

v" Mode opératoire

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (31,25, 62,5, 125, 250, et 500
mg/mL) est mélangé avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL
d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)e a 1 %. L’ensemble est incubé au bain-
marie a 50 °C pendant 20 min ensuite, 2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10 % sont ajoutés
pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 tours pendant 10 min. Un aliquote
(2,5 mL) de surnageant est combinée avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL d’une solution
aqueuse de FeCls a 0,1 %. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm.
Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide gallique

dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats ont eté exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait.

11.2.4- Evaluation de Dactivité cestrogénique de I’extrait aqueux du duramen de P.

soyauxii

11.2.4.1- Répartition, traitement des rates et parametres évalues
Trente-cing rates ont été ovariectomisées et 5 autres ont subi une simulation chirurgicale

(Sham-operated). Apres 14 jours de déclin hormonal, les rates ovariectomisées ont été réparties
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en 7 lots de 5 animaux chacun. Le groupe témoin négatif (Ovx) et le groupe sham-operated ont
recu de I’eau distillée a raison de 10 mL/kg, un groupe témoin positif a recu I’cestradiol valérate
(E2V) a la dose de 1 mg/kg. Cinq autres groupes ont été traités a 1’extrait aqueux de la plante
aux doses 50, 100, 200, 300 et de 400 mg/kg. Les traitements ont été faits par gavage
cesophagien pour les animaux ayant recu 1’extrait pendant une durée de 3 jours. A la fin du
traitement, un frottis vaginal de chaque rate a été realise. Les animaux ont par la suite eté
sacrifiés. L utérus prélevé a été directement pesé et un homogénat de 1’une de ses cornes a été
réalisé. L’utérus, le vagin et la glande mammaire ont été fixés dans du formaldéhyde tamponné
a 10% pour I’analyse histologique. La concentration des protéines totales utérines a été évaluce

par dosage colorimétrique dans le surnageant de 1’utérus de chaque rate (Figure 22).
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Figure 22: Schéma synoptique du protocole de mise en évidence in vivo de D’activité

cestrogénique de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii.
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11.2.4.2- Description de la technique de ’ovariectomie

L’ovariectomie est 1’ablation chirurgicale des ovaires. Les animaux ont été
ovariectomisées par une approche dorsale (Oumarou et al., 2017, Ngoungouré et al., 2017).
Les animaux ont au préalable été anesthésiés par injection d’une dose de 10 mg/kg de diazépam
(Valium) de concentration 5 mg/mL suivie d’une injection d’une dose de 50 mg/kg de kétamine
de concentration 10 mg/mL. Les injections ont été faites par voie intrapéritonéale. Une fois
endormi, I’animal a été placé en décubitus ventral sur une planche a dissection en liege. Une
de coton imbibé d’alcool 95°. Une fine incision transversale a été faite sur la peau au niveau
de la zone épilée. A I’aide d’une pince fine, le péritoine a été incisé et 1’ouverture a éeté
maintenue pour pouvoir extraire la masse contenant I’ovaire. Ce dernier a été séparé de la corne
utérine a I’aide de ciseaux fins. Ensuite la masse graisseuse a €té reintroduite a ’intérieur et le
péritoine suturé. A la fin, la peau a été suturée et la blessure a été soignée avec la bétadine et la
pénicilline en pommade pendant deux semaines. Les animaux du lot "Sham-operated" ont subi

une chirurgie blanche.

11.2.4.3- Description de la technique de réalisation du frottis vaginal

Pour réaliser le frottis vaginal, les sécrétions vaginales ont été prélevées a 1’aide d’une
micropipette contenant environ 40 L de solution de NaCl 0,9 %. Cette solution a été introduite
dans I’ouverture du vagin de la rate puis aspirée. Le liquide aspiré a été place et étalé sur une
lame porte-objet. Les cellules présentes ont été comptées et les lames ont été séchées a
température ambiante avant d’étre colorées suivant la méthode de Papanicolaou (Papanicolaou,
1942) dont le principe est basé sur I’association d’une coloration nucléaire par I’hématoxyline
de Mayer et d’une coloration cytoplasmique par I’orange G et de la solution d’EA-65 (Fortier
et Hould, 2003).

Les cellules contenues dans le prélévement ont été fixées dans trois bains d’éthanol de
degrés croissants (50°, 70°, et 80°) pendant 3 a 5 minutes par bain puis dans I’eau distillée
pendant 30 secondes environ. Ensuite, les noyaux ont été colorés dans I’hématoxyline de Mayer
pendant 5 min. L’excédent de colorant a été rincé a I’eau de robinet. Les lames ont ensuite été
introduites dans la solution d’Orange G pendant 90 secondes puis imprégnées de 2 bains
d’éthanol 95° pendant 30 secondes par bain. La coloration cytoplasmique de la solution d’EA-

65 a été parachevée par trois bains de 90 secondes dans de 1’éthanol 95°, un bain d’éthanol
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absolu de 30 secondes, un bain d’éthanol/xyléne de 30 secondes et de xyleéne (1 x 30 secondes).

Les lames ainsi colorées ont été égouttées avant 1’observation microscopique.

11.2.5- Evaluation des effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques

troubles ménopausiques

11.2.5.1- Répartition, traitement des animaux et parametres évalués

Trente rates ont été ovariectomisees par la méme méthode que dans le test évaluant
I’oestrogénicité de P. soyauxii. Cing autres rates ont subi une simulation chirurgicale. 84 jours
apres ovariectomie, les animaux ovariectomisés ont été répartis en 5 groupes de 5 animaux

chacun et ont été traités comme suit :

un lot sham-opretated recevant de I’eau distillée (SHAM + H;0) ;

un lot Ovx recevant de I’eau distillée (Ovx+ H20);

un lot Ovx traité au valérate d’cestradiol (1mg/kg) (Ovx+ E2V);

un lot Ovx traité a I’extrait de P. soyauxii a la dose 100 mg/kg (Ovx + PS 100);
un lot Ovx traité a I’extrait de P. soyauxii a la dose 200 mg/kg (Ovx + PS 200);

AN N N N NN

un lot Ovx traité a I’extrait de P. soyauxii a la dose 300 mg/kg (Ovx + PS 300).
Au jour 98, le test de résistance a I’insuline a été effectué. Pendant la période allant du
jour 100 au jour 109, le comportement des animaux a €té évalué a travers les tests de
reconnaissance du nouvel objet (Andrzej et al., 2014), du labyrinthe aquatique de Morris
(Morris, 1984), de la nage forcée (Erika et al., 2003) et de 1’alimentation supprimée par la
nouveauté (Alena et al., 2003). Un frottis vaginal de chaque rat a été réalisé au jour 112. Au
terme des traitements (jours 112), les animaux ont été mis a jeun et les urines de 12h ont été
prélevées a I’aide des cages métaboliques. Ces rates ont été sacrifiées et les organes tels que
I’utérus, le vagin, la glande mammaire, le cerveau, le foie, I'aorte, le rein, la graisse
abdominale, le tibia et le fémur ont été prélevés. Le sang a été également prélevé et collecté
une partie dans les tubes EDTA et I’autre dans les tubes secs. Le sang recueilli dans les tubes
EDTA a été utilisé pour la numération formule sanguine. Celui recueilli dans les tubes secs a
servi pour et le dosage des sels minéraux (phosphore, Ca?* et Mg?"), de la lipidémie
(Cholestérol total, triglycérides, HDL-cholestérol, LDL-cholestérol et VLDL-cholestérol), de
la phosphatase alcaline, de I’activit¢ de I’ALAT, de I’ASAT, de I’acide urique et la
détermination de 1’index athérogénique (IA). Les urines prélevées a 1’aide des cages
métaboliques ont été utilisés pour le dosage des sels minéraux (phosphore, Ca?* et Mg?), de la
créatinine et la détermination des rapports [calcium/créatinine] et [phosphore/créatinine]. Les
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homogénats des organes prélevés excepté ’utérus, le vagin et la glande mammaire ont éeté
utilisé pour le dosage des parameétres du statut oxydant (MDA, GSH, CAT, SOD et nitrites) et
des protéines. L’homogénat frais du fémur a été utilisé en plus pour le dosage du phosphore,
du Ca®, du Mg?" et de la phosphatase alcaline. L’évaluation quantitative de quelques
neuromédiateurs (GABA, sérotonine (5-HT) et GABA-T) a été réalisée dans I’homogénat de
I’hippocampe. L’analyse histologique de tous les organes prélevés a été effectuée sur coupe de

paraffine avec la coloration de routine (hématoxyline-éosine) (Figure 23).
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Figure 23: Schéma synoptique du protocole expérimental sur les effets de I’extrait aqueux du

duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques troubles ménopausiques.

11.2.5.2- Evaluation du comportement chez les rates ménopausées

Le comportement des rates a été évalué afin de déterminer les probables effets

anxiolytiques, antidépresseurs et antiamnésiques de 1’extrait aqueux du duramen de P.
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soyauxii. Pour cela, une série de tests comportementaux a été utilisée et décrites

successivement suivant les protocoles suivants.

11.2.5.2.1- Evaluation de I’état d’anxiété au cours du test de I’alimentation supprimée par

la nouveauté

Le test de I’alimentation supprimée par la nouveauté dans le model ménopausique
susmentionné a permis d’évaluer le comportement anxieux chez les rates. 1l a été realisé apres

trois semaines de traitements des rates ovariectomisées.

L’évaluation s’est faite en mesurant le temps que met un animal & approcher et a mordre
un aliment familier dans un nouvel environnement aversif. Pour sa réalisation, les rates ont été
soumis a un jeun non hydrique de 24 h. Le test a été effectué suivant le protocole décrit par
Alena et al. (2003). Apres 24 heures de jeun, les rates étaient placées chacune a son tour dans
une aréne ouverte aux dimensions de 50x50x20 c¢cm, avec une ampoule incandescente de 60

watts placée a 1,2 métres au-dessus du dispositif

Un papier de couleur blanche a été placé au centre de I’aréne ouverte. Sur ce papier, une
petite pastille d’aliment a été déposée. Chaque animal était retiré de la cage habituelle et placé
dans une cage d’attente 30 minutes avant I’épreuve. Ensuite, 1’animal était placé dans un coin
de I’aréne et le chronometre était immédiatement déclenché. Apres le test de 5 minutes, la rate
était retirée de la cage et placée dans sa cage familiere pour 5 min. Le temps de latence pour

mordre I’aliment a été évalué dans la cage famili¢re et dans le milieu aversif.

11.2.5.2.2- Evaluation de la mémoire a court terme au cours du test de reconnaissance du

nouvel objet

Le test de reconnaissance du nouvel objet dans le model ménopausique susmentionné
a permis d’évaluer la mémoire a court terme chez les rates. Il a été effectué suivant le protocole
décrit par Andrzej et al. (2014). Pour la pratique, 1’animal était placé dans une aréne ouverte
aux dimensions de 50x50x20 cm. La premicre phase du test est une phase d’entrainement au
cours de laquelle I’animal est autorisé a explorer librement deux objets identiques durant 5
minutes. Passé ce délai, I’animal est retiré de 1’aréne et remis dans la cage habituelle pour une
durée d’une heure. Apres ce temps passé dans la cage familiére, le méme animal est remis dans
I’aréne ouverte pour la seconde phase du test durant laquelle il est autorisé a explorer 2 objets
sur une durée de 5 minutes. L’un des deux objets identiques et familiers, précédemment exploré

par ’animal a préalablement été changé par un nouvel objet. L’emplacement des deux objets a

57



aléatoirement été changé entre les deux phases pour chaque animal afin d’éviter les biais dus a

la préférence d’une place donnée dans 1’aréne ouverte.

La mémoire de reconnaissance était évaluée durant la phase 2 et était exprimée par

I’indice de reconnaissance suivant la formule décrite par (Aguiar et al., 2006) :
Ty

Ip = x100
(Tx +TF)

Ir = Indice de reconnaissance ; Tr = temps passé sur 1’objet familier ; Tn = temps passé sur le

nouvel objet.

11.2.5.2.3- Evaluation de la mémoire a long-terme au cours du test du labyrinthe

aquatique de Morris

Le test du labyrinthe aquatique de Morris dans le model ménopausique susmentionné a
permis d’évaluer la mémoire a long-terme chez les rates. Ce test a été effectué suivant un

protocole décrit par Andrzej et al. (2014).

Il est basé sur les capacités natatoires de 1’animal et sur son penchant inné a échapper a
I’eau qui a un caractere aversif pour lui. Cette variante de la piscine de Morris nous a permis
d’évaluer la mémoire a long terme. Le dispositif utilisé dans ce travail (Figure 24) était une
enceinte circulaire en métal de couleur marron de 150 cm de diamétre et 60 cm de profondeur,
remplie a hauteur de 40 cm d’une eau a température ambiante, opacifiée par un ajout de lait en

poudre.
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Figure 24: Photographies du labyrinthe aquatique prises par Owona Pascal (Février 2019 a

Yaoundé).

Ce dispositif a été virtuellement divisé en quatre quadrants égaux représentés par les
quatre points cardinaux (Nord, Sud, Est et Ouest). Le labyrinthe a été placé dans une salle
contenant divers reperes visuels pour les animaux (Figure 24). Une plateforme refuge de
couleur blanche de 8 cm de diamétre, a été placée dans 1’enceinte au centre d’un des quadrants
a1 cm sous la surface de I'eau (Figure 24 A et C). La position de I’enceinte et celle des reperes

ont été maintenues durant toutes les expérimentations.
Le test proprement dit s’est déroulé en deux phases :
v Acquisition spatiale

Les animaux ont été placés a la position de départ souhaitée dans le labyrinthe, face au
mur du réservoir. Chaque animal a été délicatement libéré dans I'eau, et le chronometre lancé.
Un délai d’essai de 120 secondes était octroyé a chaque animal. Le chronometre était
directement arrété lorsque I'animal touchait la plate-forme, et ce dernier y était autorisé a rester

pendant 15 secondes.

Les animaux ne trouvant pas la plate-forme dans ce délai étaient soit placés sur la plate-

forme, soit guidés vers elle, pour y rester pendant 15 secondes (intervalle inter essai) ; 1’objectif
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étant de lui permettre de s'orienter et de se rappeler de la position de la cible (plateforme) par
rapport aux signaux environnants. Cette phase a duré 5 jours, en présence de la plateforme,
avec 4 essais par animal a différentes positions de départ. Pendant chaque séance de la phase
d’acquisition, le temps de latence pour retrouver la plateforme invisible a été noté pour chaque

animal.
v" Mémoire de référence

L’évaluation de la mémoire de référence (mémoire a long terme) a été faite 24 heures
aprés le dernier jour d’entrainement. Durant cette phase qui a duré 60 secondes, la plateforme
a été retirée de la cuve. Le temps de latence pour retrouver le compartiment qui abritait la

plateforme et le temps passé dans ce compartiment ont été enregistrés.

11.2.5.2.4- Evaluation de I’état dépressif au cours du test de la nage forcée chez les rates

postménopausiques

Le test de la nage forcée dans le model postménopausique a permis d’évaluer le

comportement dépressif chez les rates ménopausées.

Ce test a été effectué suivant le protocole décrit par Erika et al. (2003). Le test a consisté
a placer individuellement la rate dans un réservoir d’eau de 50 cm de haut sur 30 cm de large.
Ces dimensions ont permis de s’assurer que la rate ne s’enfuit pas en s’agrippant aux bordures
du dispositif. Le réservoir a été rempli d’eau a température ambiante. La hauteur de I’eau a
atteint 35 cm, pour s’assurer que la rate ne se serve pas de ses membres inférieurs pour se
maintenir a la surface, et donc I’obliger a nager. L’animal a été considéré immobile lorsqu’il
flottait en position horizontale et ne réalisait que des mouvements de faible amplitude suffisant
a maintenir sa téte hors de I’eau. Le test de la nage forcée (TNF) se déroule en deux phases

séparées par un intervalle de 24 heures :

La phase du pré-test d’une durée de 15 minutes et la phase du test d’une durée de 5

minutes durant laquelle les temps d’immobilité, de nage et d’escalade ont été enregistrés.

11.2.5.3- Détermination de la densité minérale osseuse
La densite minérale osseuse (DMO) a été déterminée par la méthode de la masse

volumique décrite par Oumarou et al., (2017) selon la formule suivante :
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M (Kg) x 1000 (Kg/mm?>)
V (mm?)

DMO(Kg/(mm?)) =

DMO-= Densité Minérale Osseuse ; M= Masse du fémur ; V= Volume du fémur.

11.2.6- Evaluation des effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques

parametres de la fonction de reproduction chez les rates normales
11.2.6.1- Répartition, traitement et parametres évalués

Dans la présente étude, 15 rats femelles agés entre 10 semaines ont éteé utilisées. Les
animaux ont été randomisés en fonction de la masse corporelle et repartis en 3 lots de 5 animaux

chacun qui ont été traités comme suit :

v un lot recevant de I’eau distillée a raison de 10 mL/kg ;
v un lot traité a I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a la dose 200 mg/kg ;

V" un lot traité a I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a la dose 300 mg/kg ;

La masse corporelle de ces animaux a été relevée de facon hebdomadaire durant la
période d’administration de P. soyauxii. Aprés 28 jours d’administration de ’extrait de P.
soyauxii, les animaux ont été sacrifies aprés un jeun non hydrique de 12 h par décapitation. Le
sang artérioveineux a été prélevé et centrifugé. Le sérum obtenu a été utilisé pour le dosage
sérique de la "Luteinizing Hormon™ (LH), de la "Follicle Stimulating Hormon" (FSH), de
I’cestradiol, des protéines et du cholestérol. A I’issue de la laparatomie, le vagin, 1’utérus,
I’ovaire, la glande mammaire et le cerveau ont été préleves. Une section de chacun de ces
organes a éte fixée dans du formol tamponné a 10% pour une analyse histologique de routine
a ’hématoxyline éosine. L’analyse des coupes histologiques des ovaires a permis d’évaluer le
nombre de follicules totaux, de follicules primordiaux, de follicules primaires, de follicules
secondaires, de follicules antraux, de follicules de Degraaf, de follicules atrésiques et de corps
jaunes. L’utérus et I’ovaire ont été homogénéisés dans des tampons appropriés pour le dosage

du cholestérol ovarien et des protéines utérines (Figure 25).
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Figure 25: Schéma synoptique du protocole expérimental sur les effets de I’extrait aqueux du

duramen de Pterocarpus soyauxii sur la fonction de reproduction des rates.

11.2.6.2- Description de la méthode de comptage des follicules ovariens chez les rates

normales recevant I’extrait aqueux de P. soyauxii

Le comptage des follicules ovariens dans ce test a été entrepris dans le but d’évaluer les
effets de P. soyauxii sur la population folliculaire chez les rates normales. Ce comptage a été
effectué sur les coupes histologiques d’ovaires colorées a I’hématoxyline-€0sine apres 28 jours
d’administration de I’extrait de plante suivant le protocole décrit par Mengue et al. (2023).
Pour cela, des coupes sériées de 1’ovaire ont été réalisées et la dixieme section de I'ovaire droit

a été choisie. Les différents stades des cellules ovariennes étaient les suivants :

v Follicules primordiaux : composés d'ovocytes entourés d'une couche de cellules
folliculaires squameuses ;

v Follicules primaires : composés d'ovocytes entourés d'une couche de cellules
folliculaires cuboidales ;

v Follicules secondaires : ceux qui comportent plus d'une couche de cellules

folliculaires ;
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v Follicules tertiaires : ceux qui comportent des cellules de la granulosa, avec quatre
sous-types distincts. La premiere étant la corona radiata qui entoure la zone pellucide ; la
deuxieme constituant la membrane qui est situé a l'intérieur de la lame basale ; la troisiéme
étant la sous couche péri-antral qui est adjacent a I'antre et la derniére est le cumulus oophorus ;

v Follicules de De Graaf : avec un seul grand antrum de liquide folliculaire ;

v Follicules atrésiques : composés d'ovocytes avec apoptose radicale de toutes les
cellules constitutives ;

v' Corps jaune : follicules rompus avec cellules folliculaires hypertrophiées et cavité

remplie de sang.

11.2.7- Evaluation du profil toxicologique de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii

Dans le but de délimiter les doses d’utilisation de I’extrait aqueux du duramen de P.

soyauxii, des tests de toxicité aigle et subchronique ont été entrepris.

11.2.7.1- Evaluation de la toxicité orale aigué de I’extrait aqueux du duramen de P.

soyauxii

Le test de toxicite aiglie a été réalisé en utilisant le protocole de la ligne directrice 420 de
I’OCDE (OCDE, 2001). Les signes de toxicité aiglie de I’extrait aqueux de P. soyauxii ont été
observés aprés administration d’une dose unique de 2000 mg/kg ou de 5000 mg/kg. Pour mener
a bien ce test, 15 rates nullipares et nulligestes agées entre 8-10 semaines ont été utilisées et
ont été réparties en 3 groupes dont un groupe recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) et 2 groupes
recevant respectivement une dose unique de 2000 et de 5000 mg/kg d’extrait de plante et ont
été observés pendant 14 jours.

11.2.7.2- Evaluation de la toxicité subaigué de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii

Cette évaluation a été faite suivant la Ligne directrice 407 de ’OCDE (OCDE, 2008).
Trente rates agées de 8-10 semaines et pesant en moyenne ont été randomisées et réparties dans

6 lots de 5 animaux chacun et ont été traitées comme suit :

v" un lot normal recevant de I’eau distillée (10 mL/Kg);

un lot normal recevant de I’eau distillée (10 mL/Kg) (témoin satellite);
un lot satellite traité a I’extrait a la plus grande dose 800 mg/kg;

un lot traité a 1’extrait a la doses 200 mg/kg;

un lot traité a I’extrait a la doses 400 mg/kg;

AN N NN

un lot traité a I’extrait a la doses 800 mg/kg.
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Les animaux ainsi repartis ont été traités quotidiennement pendant 28 jours au terme des
quels les lots satellites ont été observé pendant 14 jours supplémentaires. Les signes de toxicité
et de mortalité ont été observes durant toute la période expérimentale. Le poids corporel des
animaux, a été mesuré de maniére hebdomadaire. A la fin du traitement et aprés un jeun non
hydrique de 12h, les animaux ont été sacrifies par décapitation aprés une anesthésie a 1’éther.
Le sang recueilli dans les tubes a EDTA a été utilisé pour la numération formule sanguine. Le
sang collecte dans les tubes secs a été centrifugé a 3000 tours/minute pendant 15 minutes a 4°C
et le sérum obtenu a été conservé a -20 °C pour le dosage sérique de la bilirubine, de la
créatinine, des protéines et 1’évaluation de 1’activité de I’ALAT, de la PAL et de ’ASAT. Les
organes tels que le rein, le foie, la rate et les poumons ont été prélevés puis pesés. Une portion

des organes (foie, rein, rate, poumon) a été fixé dans du formol pour une analyse histologique.

11.2.8- Analyses biochimiques

11.2.8.1- Préparation des échantillons

11.2.8.1.1- Obtention du sérum

Le sang artério-veineux a été collecté dans des tubes secs étiquetés et centrifuges a 3000
trs/min a 4°C pendant 15 minutes, a 1’aide d’une centrifugeuse de marque Eppendorf 5804 R,
Hamburg. Le sérum obtenu a été recueilli et conservé au congélateur a -20°C dans des tubes

eppendorf pour I’évaluation ultérieure des parametres biochimiques sériques.
11.2.8.1.2- Obtention des homogénats

Une proportion de 0,1 g d’utérus, d’aorte, d’ovaire et une portion de 0,4 g de cerveau
(région hippocampique), de foie et de rein a été broyée a 1’aide d’un mortier et un pilon en
céramique sur bac de glaces. 11 a été ajouté au broyat de 1’utérus et de 1’aorte, 1 mL de Mc
Ewen et au broyat du cerveau, du rein et du foie, 2 mL de tampon Tris HCI. Le broyat de
I’ovaire a été homogénéisée dans 1 mL de tampon phosphate sodium (0,1M ; pH 7,3). 0,2 g de
la téte du fémur gauche a été broyé grace a une pierre a écraser, puis homogénéiser avec 3 mL
de tampon phosphate saline. Les melanges ont ensuite été transférés dans des tubes a essai secs
étiquetés, puis centrifugé a 3000 tours/min a 4°C pendant 25 minutes. Le surnageant obtenu
aprés centrifugation a collecté dans des tubes eppendorf et conservé au congélateur a -20°C

pour les analyses biochimiques tissulaires.

64



11.2.8.2- Evaluation de quelques marqueurs du profil lipidique
11.2.8.2.1- Dosage du cholestérol total

v Principe
Le cholestérol est présent dans le sérum sous forme d’ester de cholestérol et de
cholestérol libre. L’ester de cholestérol est hydrolysé par le cholestérol oxydase pour former le
peroxyde d’hydrogéne (H202) qui réagit avec le phénol et le 4 amino-antipyrine formant ainsi
la quinonéimine (Young, 1995). L’intensité de la coloration est directement proportionnelle au

taux de cholestérol présent dans 1’échantillon.

Cholestérol estérase

Cholestérol estérifié » Cholestérol + acides gras libres
Cholestérol + O Cholesterol oxydase » Cholesten 4 one 3 + H20>

) . L Peroxidase o
2H,0> + phénol + 4-amino-antipyrine » Quinoneimine + 4H;0

v" Mode opératoire

Le taux de cholestérol total a été évalué selon le protocole proposé par le kit BIOLABO et
décrit dans le tableau I.
Tableau I: Protocole de dosage du cholestérol total

Blanc réactif Standard Echantillon
Réactif (uL) 1000 1000 1000
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (pL) - - 10

Les tubes ont été homogeénéises et incubés pendant 5 minutes a 37 °C dans un bain-marie.
L’absorbance des échantillons et du standard ont été lue contre le blanc en utilisant le

spectrophotométre (URIT 810) a une longueur d’onde de S00 nm.

La concentration de cholestérol dans les échantillons a été calculée a I’aide de la formule

suivante proposée par le Kit :
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Abs (Ech)

[Cholestérol total] = W xC

[Cholestérol total] = Concentration du cholestérol total en mmol/L, C = Concentration du
standard (5,17 mmol/L), Abs (Ech) = Absorbance de 1’échantillon, Abs (Std) = Absorbance

du standard.
11.2.8.2.2- Dosage des triglycérides

v Principe
Sous I’action des lipases, les triglycérides (TG) sont hydrolysés en glycérol et acides
gras. Le glycérol sera ensuite transformé en peroxyde d’hydrogene sous 1’action successive de
la glycérolkinase et de la glycérol-3-phosphate oxydase (Young, 1995). La quinonéimine qui
sert d’indicateur, renseigne sur la formation de peroxyde d’hydrogéne, de I’amino-antipyrine

et du 4-chlorophénol sous 1’action catalytique de la peroxydase.

Lipase
Triglycérides - Glyceérol + 3 Acides gras
Glycérol kinase
Glycérol + ATP Y » Glycérol-3-phosphate + ADP
) G3P Oxydase . ]
Glycérol-3-phosphate + O » Dihydroxyacétone-phosphate + H20:

Peroxydase

H20> + 4-amino-antipyrine + 4-chlorofénol » Quinonéimine + HCI + 4H20

v' Mode opératoire
Les tubes ont été remplis selon le protocole proposé par le kit BIOLABO (Tableau II).

Tableau I1: Protocole de dosage des triglycérides

Blanc réactif Standard Echantillon
Réactif (uL) 1000 1000 1000
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (pL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10

Les tubes ont été homogénéisés et incubés pendant 5 minutes a 37 °C dans un bain-marie.
L’absorbance des échantillons et du standard ont été lue contre le blanc en utilisant le

spectrophotométre (URIT 810) a une longueur d’onde de 500 nm.

Les concentrations en triglycérides ont été calculées a I’aide de la formule suivant
proposeée par le kit :
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Trielveérid _ Abs (Ech) “C
[Triglycérides] = Abs (Std)

[Triglycerides] = Concentration des triglycérides en mmol/L, C = Concentration de 1’étalon
(2,28 mmol/L), Abs (Ech) = Absorbance de I’échantillon, Abs (Std) = Absorbance du

standard.
11.2.8.2.3- Dosage du HDL-Cholestérol

v Principe
Les chylomicrons, les VLDL-Cholestérol (VLDL-C) et les LDL-Cholestérol (LDL-C)
sériques sont précipités par I’acide phosphotungstique, en présence des ions magnésium. Apres
centrifugation, les HDL-Cholestérol (HDL-C) présents dans le surnageant sont déterminés
suivant la méme procédure que celle du cholestérol total (Young, 1995).
v" Mode opératoire
Le dosage colorimétrique du HDL-Cholestérol a été réalisé a 1’aide d’un kit de marque
BIOLABO et s’est fait en deux phases : une phase de précipitation et une phase de dosage.
Pour la précipitation, 100 pL de serum ont été additionnés a 300 pL de précipitant du kit
BIOLABO. L’ensemble a été laissé au repos pendant 5 minutes a température ambiante puis
centrifugé pendant 10 minutes a 4000 tours/minutes. Le surnageant obtenu apres centrifugation

a été ensuite prélevé.

Pour le dosage, les différents tubes ont été complétés comme indiqué dans le tableau III.

Le dosage a été fait suivant le protocole de dosage du cholestérol.

Tableau I11: Protocole de dosage du HDL-C

Blanc réactif Standard/ Etalon Echantillons
Réactif (uL) 1000 1000 1000
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10
Eau distillée (pL) 10 - -

Les tubes ont été agités, puis incubés pendant 5 minutes a 37 °C. Les densités optiques

ont été lues au spectrophotomeétre contre le blanc a une longueur d’onde de 500 nm.

La concentration de HDL-cholestérol a été calculée par la formule suivante :
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Abs (Ech)

[HDL - cholesterol] = m X C

[HDL-cholestérol] = Concentration de HDL-C en mmol/L, C = Concentration de 1’étalon
(2,58 mmol/L), Abs (Ech) = Absorbance de I’échantillon, Abs (Std) = Absorbance du

standard.
11.2.8.2.4- Détermination du LDL-cholestérol

Le LDL-C a été déterminé en calculant la concentration suivant la formule de
Dobiasova et Frohlich. (2001).

TG
[LDL €] = [CT] - — — [HDL (]

[LDL-C] = Concentration de LDL-Cholestérol (mmol/L) ; [CT] = Concentration de
cholestérol total (mmol/L) ; [TG] = Concentration de triglycérides (mmol/L) ; [HDL-C] =
Concentration de HDL-Cholestérol (mmol/L).

11.2.8.2.5- Détermination de I’index athérogéne

L’index athérogéne a été déterminé en utilisant la formule suivante (Youmbissi et al.,
2001) :

[Cholestérol total]
[HDL-cholestérol]

Index athérogene =

11.2.8.2.6- Détermination du VLDL-Cholesterol

Le taux de VLDL-Cholesterol (VLDL-C) a été déterminé en utilisant la formule
suivante (Warnick et al., 1990)
[Triglycérides]

5
11.2.8.3- Evaluation de quelques marqueurs du métabolisme osseux

VLDL-C =

11.2.8.3.1- Dosage de la phosphatase alcaline sérique et osseuse
v" Principe

En milieu alcalin, les phosphatases alcalines (PAL) catalysent 1’hydrolyse du p-
nitrophénylphosphate en p-nitrophénol et en phosphate (Young, 2001). La vitesse d’apparition
du p-nitrophénol, suivie par la variation de 1’absorbance a 405 nm, est proportionnelle a

I’activité PAL du spécimen.
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v" Mode opératoire

La procédure mono réactive a été réalisée suivant le protocole décrit par le kit BIOLABO.
Les différentes substances ont été introduites dans des tubes a essai comme indiqué dans le
tableau 1V.

Tableau 1V: Protocole de dosage de la phosphatase alcaline sérique et osseuse

Blanc Echantillon
Réactif de travail (uL) 100 100
Eau distillée (uL) 10 -
Sérum ou homogénat osseux (L) - 10

Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 1 minute a 37°C. L'absorbance des
échantillons a été lue contre le blanc dans le serum et contre le tampon phosphate saline
dans le fémur toutes les minutes pendant 3 minutes en utilisant un spectrophotometre
(URIT 810) a une longueur d'onde de 405 nm.

L’activité de la phosphatase alcaline (PAL) a été déterminée par calcul a 1’aide d’un

facteur fournit par le kit :
Ul
Activité PAL (1) = AA X F
AA= Variation de I'absorbance = [(A1-A0) + (A2-Al) + (A3-A2)]/3 ; F = Facteur de calcul
fournit par le kit = 2757.
11.2.8.3.2- Dosage du calcium

L’¢évaluation du taux de calcium sérique et tissulaire a €té réalisé a 1’aide du kit de marque

BIOLABO.

v Principe
En milieu alcalin, le complexe 0-cresolphtaléine (CPC) réagit avec les ions calcium pour
former un complexe coloré rouge foncé dont I’absorbance, mesurée a 570 nm, est

proportionnelle a la concentration en calcium dans le spécimen (Clarck et al., 1975).

v" Mode opératoire
L’évaluation des taux de calcium sérique et tissulaire a été réalisée en pipetant les

volumes de solution et de réactif tel que présenté dans le tableau V.
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Tableau V: Protocole de dosage du calcium

Blanc Standard Echantillon
R1 (ML) 1000 1000 1000
Eau distillée (uL) 25 - -
Standard (uL) - 25 -
Echantillon (uL) - - 25

Les tubes ont été agités puis incubés a température ambiante pendant 5 minutes. Les
absorbances ont été lues au spectrophotomeétre de marque URIT-810 contre le blanc a
570 nm.

La concentration de calcium a été calculée par la formule suivante :

Absorbance echantillon — Absorbance blanc

[Calcium (mmol/L)] = Absorbance standard — Absorbance blanc XCstd

[Calcium] = Concentration du calcium (mmol/L) ; Cstd = Concentration du standard égale a
2,5 mmol/L.

11.2.8.3.3- Dosage du magnésium

L’évaluation du taux de magnésium sérique et tissulaire a été réalisée a I’aide du kit de

marque Randox.

v Principe
Les ions magnésium forment un complexe chélate coloré en présence du bleu de xylidyl
dans une solution alcaline. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de

magnésium dans 1’échantillon (Treiz, 1983).

v" Mode opératoire
L’évaluation du taux de magnésium a été réalisée en pipetant les volumes de solution et

de réactif tel que presenté dans le tableau VI.
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Tableau VI: Protocole de dosage du magnésium

Blanc Standard Echantillon
Réactifs (uL) 1000 1000 1000
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10

Les tubes ont été agités et incubés au bain marie a 37 °C pendant 5 minutes. Les
absorbances ont été lues au spectrophotomeétre de marque URIT-810 contre le blanc
a 546 nm.

La concentration en magnésium a été calculée par la formule suivante

M . 1/L)] = Absorbance echantillon — Absorbance blanc XCstd
agnéstum (mmol/L)] = Absorbance standard — Absorbance blanc s

[Magnésium] = Concentration en magnésium (mmol/L); Cstd = Concentration du
standard (1 mmol/L).

11.2.8.3.4- Dosage du phosphore

v" Principe
En milieu acide, les ions phosphates forment avec le molybdate d’ammonium un
complexe phospho-molybdique (Young, 1995). L’absorbance mesurée a 340 nm, est

proportionnelle a la concentration en ions phosphates présente dans 1’échantillon.

v" Mode opératoire
Le taux de phosphore a été évalué selon le protocole fourni par le kit BIOLABO (Tableau
V).
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Tableau VII: Protocole de dosage du phosphore osseux et sérique

Blanc Echantillon Standard
Réactif (uL) 1000 1000 1000
Eau distillée (uL) 10 - -
Sérum ou homogénat (uL) - 10 -
Standard (uL) - - 10

Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 5 minutes a 37°C. L'absorbance
des échantillons et du standard a été lue contre le blanc en utilisant un

spectrophotometre (URIT 810) a une longueur d'onde de 340 nm.

Les concentrations ont été déterminées par la formule suivante :

Absorbance echantillon — Absorbance blanc

[Phosphore] = Absorbance standard — Absorbance blanc XCstd

[Phosphore] = Concentration du phosphore ; Cstd = Concentration du standard (1,61

mmol/L).
11.2.8.4- Dosage de quelques marqueurs biochimiques de la fonction hépatique
11.2.8.4.1- Dosage de I’alanine amino transférase

v" Principe

L’alanine aminotransférase (ALAT) ou glutamate pyruvate transaminase (GPT) catalyse
le transfert réversible d'un groupe amine de l'alanine a l'alpha-cétoglutarate en formant du
glutamate et du pyruvate (Young, 1995). Le pyruvate produit est réduit en lactate par la lactase

déshydrogénase (LDH) et le NADH selon la série d’équation ci-dessous :

. ALAT
Alanine + a-ketoglutarate < » Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* LDH » Lactate + NAD*

v' Mode opératoire

Le dosage de I’ALAT a été réalisé suivant le protocole fournit par le kit LABKIT résumé

dans le tableau VIII.
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Tableau VII1: Mode opératoire du dosage de ’ALAT

Réactif de dosage de I’ALAT (mL) 1

Echantillon (uL) 100

Les solutions ont été mélangées puis incubées pendant 1 minute a température ambiante.

Les absorbances des échantillons ont été lues a 1 et a 3 minutes a 340 nm en utilisant
un spectrophotomeétre (URIT 810) et les variations d’absorbance en ces deux instants

de lecture ont été calculées.

La concentration en ALAT contenue dans ’échantillon a été calculée en utilisant la

relation
L Ui .
Activite ALAT (T) = AM/min X F

AA= Variation de l'absorbance = A2-Al, A2 = Absorbance lue a apres 3 minutes, Al =

Absorbance lue aprés 1minutes ; F = Facteur de calcul fournit par le kit = 1750.

11.2.8.4.2- Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)
v Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) ou glutamate oxaloacétate transaminase (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe amine de l'aspartate a I'alpha-cétoglutarate en
formant du glutamate et 1’oxaloacétate (Young, 1995). L’oxaloacétate produit est réduit en

malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH selon la série d’équation ci-dessous :

ASAT )
Aspartate + a-ketoglutarate < » Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH + H* MDH » Malate + NAD*

La diminution de la vitesse de concentration de NADH, mesurée par photométrie, est

proportionnelle & la concentration catalytique de I’ ASAT présente dans 1'échantillon.
v" Mode opératoire

Le dosage de I’ASAT a été réalisé suivant le protocole fournit par le kit LABKIT réesumé
dans le tableau IX. Les différents volumes des substances consignés dans ce tableau ont été

introduits dans une série de tubes.
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Tableau IX: Mode opératoire du dosage de I’ASAT

Réactif de dosage de I’ASAT (mL) 1

Echantillon (uL) 100

Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 1 minute a température ambiante.

Les absorbances des échantillons ont été lues a 1 et & 3 minutes a 340 nm en utilisant
un spectrophotométre (URIT 810) et les variations d’absorbance en ces deux instants

de lecture ont été calculées.

La concentration en ASAT contenue dans 1’échantillon a été calculée en utilisant la

relation
L Ui .
Activite ASAT (T) = AM/min X F

AA= Variation de l'absorbance = A2-Al, A2 = Absorbance lue a aprés 3 minutes, Al =
Absorbance lue aprés 1minutes ; F = Facteur de calcul fournit par le kit = 1750.

11.2.8.4.3- Dosage de la bilirubine totale et directe
v" Principe
La bilirubine est convertie en azobilirubine coloré par 1’acide sulfanilique diazoté et est
photométriquement mesurée. L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la
concentration en bilirubine présente dans 1’échantillon (Young, 1995). L’absorbance de

I’azobilirubine ainsi produite est lue au spectrophotometre a 546 nm.
» Mode opératoire

Le dosage de la bilirubine a été réalisé selon le protocole décrit par le kit LABKIT. Les
différents tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau X.
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Tableau X: Protocole de dosage de la bilirubine.

Blanc B. Totale Blanc B. Directe
R 1 (D) (mL) - - 1,5 1,5
R 2 (T) (mL) 1,5 1,5 - -
R 1’ (mL) - 50 - 50
Echantillon/Standard 100 100 100 100

Le mélange a été agité a I’aide du vortex puis incubé pendant 5 minutes a température

ambiante. L’absorbance des tubes échantillons a été lue contre le blanc a 546 nm.

R1 = Réactif de travail de la bilirubine directe, R2 = Réactif de travail de la bilirubine totale.

La concentration de la bilirubine totale dans les échantillons a été déterminée par la

formule suivante
[Bilirubine| = [Abs Echantillon — Abs blanc] X F

[Bilirubine] = Concentration de bilirubine (mg/dL) ; F = Facteur fourni par le kit: 9 mg/dL ;

Abs = absorbance.
11.2.8.5- Evaluation de quelques marqueurs biochimiques de la fonction rénale
11.2.8.5.1- Dosage de la créatinine

v" Principe

En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate de sodium un complexe orangé qui
absorbe a 492 nm (Young, 2001). L’augmentation de 1’absorbance est proportionnelle a la

concentration de la créatinine dans le milieu réactionnel.
v" Mode opératoire

Le dosage de la créatinine a été réalis¢ a 1’aide du kit LABKIT suivant le protocole qui

est résumé dans le tableau XI.
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Tableau XI: Protocole de dosage de la créatinine

Blanc Standard Echantillon
Réactif de dosage de la créatinine (mL) 1 1 1
Eau distillée (uL) 100 - -
Standard (uL) - 100 -
Echantillon (uL) - - 100

Les tubes ont été mélangés et la densité optique de I’échantillon ou du standard a été
lue au spectrophotomeétre Urit-810 a 492 nm aprés 30 secondes (Al) et apres 90
secondes (A2).

La concentration de créatinine était calculée par la formule suivante :

XCstd

mg ] _ AAbsorbance echantillon — AAbsorbance blanc

C tini =
[ reatinine( dL ) AAbsorbance standard — AAbsorbance blanc

[Créatinine] = Concentration de la créatinine ; Cstd = Concentration du standard (2 mg/dL).

A Absorbance = A2-Al, A2 = Absorbance lue a apres 90 minutes, A1 = Absorbance lue apreés

30 minutes.
11.2.8.5.2- Dosage de I’acide urique
v" Principe

L'acide urique est oxydé par I'uricase en allantoine et en peroxyde d'hydrogene (2H205),
qui sous l'influence de la peroxydase (POD), de la 4-aminophénazone (4-AP) et de I'adénosine

diphosphate (ADPS) forme un composé rouge de quinonéimine (Young, 2001).

) ) Uricase .
Acide urique + 2H.0 +0; » Allantoine + CO2 + 2H.0:

2H,02 + 4-AP + ADPS POD » Quinonéimine + 4H,0

L’intensité de la coloration rouge est proportionnelle a la concentration d’acide urique

dans les échantillons.

v" Mode opératoire

Le dosage de I’acide urique a été réalisé a I’aide du kit LABKIT et les étapes sont

résumées dans le tableau XII.
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Tableau XII: Protocole de dosage de 1’acide urique

Blanc Standard Echantillon
Réactif de dosage de I’acide urique (mL) 1 1 1
Standard (uL) - 25 -
Echantillon (uL) - - 25
Eau distillée 25 - -

Les tubes ont été mélangés et incubés pendant 10 minutes a température ambiante et
la densité optique de I’échantillon ou du standard a été lue au spectrophotometre

URIT-810 a 500 nm. La couleur est stable pendant au moins 5 minutes.

La concentration de créatinine était calculée par la formule suivante :

XCstd

[A id . mg | Absorbance echantillon — Absorbance blanc
ctae urique (dL) ~ Absorbance standard — Absorbance blanc

[Acide urique] = Concentration en acide urique, Cstd = Concentration standard (6 mg/dL).
11.2.8.6- Evaluation de quelques marqueurs endocriniens

11.2.8.6.1- Dosage de I’cestradiol

Le dosage de ’cestradiol a été réalisé en utilisant la technique ELISA a I’aide d’un kit

dosage de marque CALBIOTECH (Cordell Ct, EI Cajon, USA).
v Principe

Il est basé sur la liaison compétitive entre 1’cestradiol non marqué et 1’ cestradiol marqué
a une enzyme pour un nombre limité de sites de liaison d'anticorps sur la plague de
microtitration. L’ajout du substrat enzymatique déclenche une réaction enzymatique et
I'absorbance est mesurée. L'intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la

concentration d'estradiol non marqué dans I'échantillon (Abraham et al., 1972).
v" Mode opératoire

La détermination de la concentration en cestradiol dans les échantillons de sérum a été

faite selon le protocole résumé dans le tableau XIII.

77



Tableau XI11: Mode opératoire du dosage de 1’cestradiol

Phases Puits

Etalon Echantillon

Les réactifs ont été placés a température ambiante (20-25°C) avant usage

Standard 25 pL 0 puL
Echantillon 0 pL 25 pL

Réactif d’ceestradiol-Biotine 50 pL 50 uL

Les plaques ont éte agitées (10-20 secondes) puis incubées a température ambiante pendant
45 minutes.

Réactif enzymatique d’ceestradiol 100 pL 100 pL

Les plaques ont éte agitées (10-20 secondes) puis incubées a température ambiante pendant
45 minutes.

Tampon de lavage 300 pL / puit

Les plaques ont été lavées 3fois et épongées sur du papier absorbant

Substrat 3,3°,5,5’-Tétramethylbenzidine (TMB) 100 pL 100 pL

Les plaques de microtitration ont été incubées a température ambiante (20-25°C) pendant
45 minutes

Solution STOP 50 pL 50 pL

Quinze minutes apres avoir ajouté la solution STOP et soigneusement mélangé, les

absorbances ont été lues a 450 nm.

La quantité de d’oestradiol contenue dans chaque échantillon a été déterminée a partir de
la droite d’équation y=-0,0023x (Figure 26) qui a été tracée a partir des puits étalon suivant les

densités optiques et les concentrations respectives suivantes :

Densités optiques 2,980 2,422 2,279 1,547 0,914 0,244
(nm)

Concentrations 0,000 10,000 30,000 100,000 300,000 1000,000
(Pg/mL)
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y =-0,0023x
R2=0,7521
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Figure 26: Courbe d’étalonnage de 1’oestradiol.
11.2.8.6.2- Dosage de la I’hormone lutéinisante

Le dosage de la I’hormone lutéinisante (LH) a été réalisé en utilisant la technique

ELISA aI’aide d’un kit dosage de marque DIALAB (Neudort, Autriche).
v Principe

La LH présente dans I'échantillon a analyser et le conjugué LH-HRP entrent en
compétition pour se fixer sur les anticorps anti-LH tapissant la surface des puits. L’addition du
3,3’,5,5’-Tétraméthylbenzidine (TMB) dans le milieu réactionnel amorce la réaction
enzymatique qui est marquée par le virage de la coloration bleue au jaune. L absorbance a été
ensuite mesurée a 450 nm et 1’intensité de la coloration est proportionnelle & la concentration

de LH dans I’échantillon (Thakur et al., 1997).

Mode opératoire

La détermination de la concentration en LH dans les échantillons de sérum a été faite

selon le protocole résumé dans le tableau XIV.
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Tableau XIV: Mode opératoire du dosage de la LH

Phases Puits

Etalon Echantillon Blanc

Les réactifs ont été placés a température ambiante (20-25°C) avant usage

Standard 50 pL 0 pL 50 pL

Echantillon 0 uL 50 pL 0 uL

Conjugué enzymatique 100 pL 100 pL 0 puL

Les plaques ont été agitées (10-20 secondes) puis incubees a température ambiante pendant
60 minutes.

Lavage a I’eau distillée 200 pL / puis

Les plaques ont été lavées 3 fois et épongées sur du papier absorbant

Substrat TMB 100 pL 100 pL 100 pL

Les plaques ont été agitées (5 secondes) et incubées a température ambiante a 1’abri de la
lumiere (10-20 minutes).

Solution STOP 100 pL 100 pL 100 pL

Les plaques ont été agitées pour le mélange pendant 10-20 minutes jusqu’au virage de la
coloration et les absorbances ont été lues a 450 nm contre le blanc. La réaction est stable

pendant 30 minutes.

La quantité de LH contenue dans chaque échantillon a été déterminée a partir de la droite
d’équation y= 0,0163x (Figure 27) qui a été tracée a partir des puits étalon suivant les densités

optiques et les concentrations respectives suivantes :

Densités optiques (nm) 0,000 0,034 0,210 0,824

Concentrations (mUI/mL) 0,000 2,00 10,00 50,00
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Figure 27: Courbe d’étalonnage de la LH.
11.2.8.6.3- Dosage de la FSH

Le dosage de la FSH a été réalisé en utilisant la technique ELISA a I’aide d’un kit
dosage de marque CALBIOTECH (Cordell Ct, EI Cajon, USA).

v" Principe

La FSH présente dans I'échantillon a analyser et le conjugué FSH-HRP entrent en
compeétition pour se fixer sur les anticorps anti-FSH tapissant la surface des puits. L’addition
du 3,3’,5,5’-Tétraméthylbenzidine (TMB) dans le milieu réactionnel amorce la réaction
enzymatique qui est marquée par le virage d’une coloration. L’absorbance a été ensuite
mesurée a 450 nm et I’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de FSH
dans 1’échantillon (Qiu et al., 1998).

v" Mode opératoire

La détermination de la concentration en FSH dans les échantillons de sérum a été faite

selon le protocole résumé dans le Tableau XV.
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Tableau XV: Mode opératoire du dosage de la FSH

Phases Puits

Etalon Echantillon Blanc

Les réactifs ont été placés a température ambiante (20-25°C) avant usage

Standard 50 pL 0 pL 50 pL

Echantillon 0 pL 50 pL 0 pupL

Conjugué enzymatique 100 pL 100 pL 0 puL

Les plagues ont été agitées (10-20 secondes) puis incubées a température ambiante pendant
60 minutes.

Lavage a I’eau distillée 200 pL / puis

Les plaques ont été lavées 3 fois et épongées sur du papier absorbant

Substrat TMB 100 pL 100 pL 100 pL

Le mélange a été agité (5 secondes) et incubé a température ambiante a I’abri de la lumiére
(10-20 minutes).

Solution STOP 100 pL 100 pL 100 pL

Le mélange des réactifs a été réalisé pendant 10-20 minutes jusqu’au virage de la coloration
et les absorbances ont été lues a 450 nm contre le blanc. La réaction est stable pendant 30

minutes.

La quantité de FSH contenue dans chaque échantillon a été déterminée a partir de la
droite d’équation y= 0,0354x (Figure 28) qui a été tracée a partir des puits étalon suivant les

densités optiques et les concentrations respectives suivantes :

Densités optiques (nm) 0,000 0,206 0,378 0,993 1,766

Concentrations (mUl/mL) 0,000 5,000 10,000 25,000 50,000
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Figure 28: Courbe d’étalonnage de la FSH.

11.2.8.7- Dosage de quelques marqueurs hippocampiques de la neurotransmission
11.2.8.7.1- Evaluation du taux de I’acide gamma aminobutyrique (GABA)

v" Principe
En milieu basique, la réaction entre la ninhydrine et 1’acide gamma aminobutyrique

(GABA) donne une coloration rouge violacée proportionnelle a la concentration de GABA

dans I’homogénat (Nayak et Chatterje, 2001).
v" Mode opératoire

Les tubes ont été remplis suivant le protocole décrit dans le tableau XVI.

83



Tableau XVI: Protocole de dosage de I’acide gamma aminobutyrique

Etalons Echantillons

Tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 ) ST X,

Concentration de GABA (ug/mL) 0 20 40 60 80 100 120 140 -

Volume de GABA (pL) 100 100 100 100 100 100 100 100 -

Ninhydrine (0,14 M) (uL) 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Echantillon (uL) - - - - - - 100
TCA 10 % (nL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

le mélange a été incubé a 60°C dans un bain marie pendant 30 minutes puis laissé au repos

Tartrate de cuivre (uL) 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
le mélange a été incubé a 25°C dans un bain marie pendant 10 minutes

TCA 10 % (uL) 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
L’absorbance des tubes a été mesurée entre 530 nm

Absorbances obtenues 0,00 0,05 011 0,17 022 0,28 0,34 0,39 -

Les étalons (tubes 1 a 8) ont permis de réaliser la courbe d’étalonnage (Figure 29).
L’activité du GABA a été déterminée a partir de 1’équation de droite y= 0,0028x.

0.45
0.4 y =0,0028x
0.35 R2 =0,9997
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0
005 0 200 40 60 80 100 120 140 160
Concentration du GABA (pg/mL)

Densité optique (nm)

Figure 29: Courbe d’étalonnage du GABA.
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11.2.8.7.2- Evaluation de ’activité de la GABA-transaminase

v Principe

En présence de chlorure de fer, I'acide semialdéhyde succinique et le 3-méthyl-2-benzothia-
zolone-2-hydrazone vont former un complexe coloré, dont I'absorbance a 610 nm, est
proportionnelle a I’activité de GABA-transaminase (Nayak et Chatterje, 2001).

v" Mode opératoire

Les tubes ont été remplis suivant le protocole du Tableau XVII.

Tableau XVII: Protocole de dosage de I’acide gamma aminobutyrique

Echantillon Blanc
Alpha-ketoglutarate (uL) 15 15
GABA (uL) 15 15
Depyridoxal-5-phosphate (pL) 10 10
Echantillon (pL) 100 -
Méthanol 5 % (nL) - 100
tampon tris-HCI 50 mM, pH 7,4 (uL) 300 300

les tubes ont été incubés a 37°C dans un bain Marie pendant 60 minutes
TCA 20 % (pL) 500 500

chlorure ferrique 111 12 % (pL) 100 100

L’absorbance des échantillons a été mesurée a 20 et a 90 secondes contre celle du blanc
a 610 nm.

L’activité enzymatique de la GABA-T a été déterminée en pg/min/mg de tissu selon la

loi de Beer-Lambert :

(Am x Vt)
(e x I X Vex m)

Activité enzymatique de GABA — T (ug/min/mg de tissu) =

Am : moyenne des absorbances a 610 nm; € = coefficient d’extinction molaire = 40
M-t.cm-t; Vi= volume total du milieu réactionnel (ml); Ve= volume de I’homogénat

(mL) ; I = trajet optique de cuve = 1cm ; m = masse de tissu utilisée (Q).
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11.2.8.7.3- Evaluation du taux de sérotonine
v Principe

En présence de I’acide chlorhydrique, la sérotonine va s’oxyder pour donner un dérivé
de I’indole. Ce dernier va s’associer a 1’0O-phthaldialdehyde pour donner un complexe
fluorescent, dont 1I’absorbance a 470 nm, est proportionnelle a la concentration de la sérotonine
(‘Yoshitake et al., 2004).

v" Mode opératoire

Les tubes ont été remplis suivant le protocole du tableau XVIII.

Tableau XVII1: Protocole de dosage de la sérotonine

Blanc Etalons Echantillons
Tubes 0 1 2 3 4 5 6 7 ), ST X>
Concentration de sérotonine - 20 40 60 80 100 120 140 -
(Hg/mL)
VVolume de sérotonine (pL) - 100 100 100 100 100 100 100 -
Echantillon (uL) 80
Eau distillée (nL) 80
Heptane (nL) 200 200 200 200 200 200 200 200 200
HCI (0,1 M) (pL) 25 25 25 25 25 25 25 25 25

Les tubes ont été agités vigoureusement pendant 10 minutes a I’aide d’un vortex puis, centrifugés a 3000 tr/min a
0°C pendant 15 minutes
Surnageant 200 2000 200 200 200 200 200 200 200

O-phthaldialdehyde 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Le mélange a été incubé a 70°C dans un bain marie pendant 10 minutes
L’absorbance des tubes a été mesurée contre le blanc a 470 nm

Absorbances obtenues 0,000 0,010 0,020 0,027 0,035 0,045 0,055 0,065 -

Les étalons (tubes 1 a 7) ont permis de réaliser la courbe d’étalonnage (Figure 30). Les
concentrations de sérotonine (Mg/mL) ont été déterminée a partir de 1’équation de droite
y=0,0005x.
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Figure 30: Courbe d’étalonnage de la sérotonine.

11.2.8.9- Evaluation des protéines et de quelques marqueurs du statut oxydant
11.2.8.9.1- Dosage des protéines
v Principe

En milieu basique, le tartrate de sodium et de potassium forme avec les ions cuivriques
un complexe soluble. L’addition d’une protéine déplace le cuivre lié au tartrate pour former un
complexe cuivro-protéique de couleur violette. L’intensité de la coloration est proportionnelle

a la quantité de protéines présente dans la solution (Gornall et al., 1949).
v" Mode opératoire

Le dosage des protéines totales a été réalisé suivant la méthode de Biuret. Le protocole

de dosage est présenté dans le tableau XIX.
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Tableau XIX: Protocole de dosage des protéines totales

Blanc Etalons Echantillons
Tubes 0 1 2 3 4 5 6 7 X1 .oooo X
SAB (uL) 0 50 100 150 200 250 300 600 @ - -
Eau distillée (pL) 600 550 500 450 400 350 300 O 500 590
Réactif de Biuret (uL) 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Echantillons (uL) - - - - - - - - 10 10
Quantité de protéines(mg) 0 0,15 030 045 060 0,75 090 1,8 - -

Le contenu de chaque tube a été homogénéisé et incubé pendant 10 minutes a température ambiante.

L’absorbance a été lue contre le blanc au spectrophotométre Urit-810 a 540 nm.

Absorbances obtenues 0 0,02 0,03 005 0,07 009 010 0,20 2 ?

SAB = Sérum Albumine Bovin ; 0 = Tube blanc ; 1-7 = Tubes étalons ; X1-X, = Tubes

échantillons.

La courbe d’étalonnage a été obtenue en faisant correspondre I’absorbance des tubes
étalons a la quantité de protéines. La quantité de protéines contenue dans chaque échantillon a

¢été déterminée a partir de la droite d’équation y = 0,1115x (Figure 31).

0.25
y = 0,1115x
R2 = 0,9996

o1 . 1.5
Quantité de protéines (mg)

Figure 31: Courbe d’étalonnage des protéines.
11.2.8.9.2- Evaluation du glutathion reduit
v Principe

L’acide dinitro-2,2’-dithio-5,5’-dibenzoique (DTNB) réagit avec les groupements thiols
(-SH) du glutathion et forme un complexe de coloration jaune dont I’absorption est maximale
a412 nm (Ellman, 1959).
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v" Mode opératoire
Le tableau XX présente le protocole de dosage colorimétrique du glutathion réduit.

Tableau XX: Protocole de dosage du glutathion réduit

Blanc réactif Echantillon

Tampon Tris-HCI 50 mM , pH 7,4 (uL) 100 -
Homogénat (uL) - 100
Réactif de Ellman (uL) 1500 1500

Les tubes ont été agités et incubés pendant 60 minutes a température ambiante et les

absorbances des échantillons ont été lues contre le blanc a 412 nm.

La concentration en glutathion réduit (GSH) dans chaque échantillon a été déterminée

: . ADO
par la formule suivante : [GSH]= ————

€ xLxm

[GSH] = Concentration de GSH (mol/g d’organes) ; ADO = DO essai - DO blanc ; L = Trajet
optique (1 cm) ; & = Coefficient d’extinction molaire (13600 mol™. cm™) ; m = Masse de

I’organe (g).
11.2.8.9.3- Dosage du malondialdéhyde
v" Principe

Le malondialdéhyde (MDA) formé au cours de la peroxydation lipidique réagit avec
I’acide thiobarbiturique en milieu acide et chaud, pour donner un complexe rose qui présente
un maximum d’absorption a 530 nm (Wilbur et al., 1949). L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de MDA présent dans le milieu.

v' Mode opératoire

Le dosage colorimétrique du MDA a éte réalisé comme décrit dans le XXI.

89



Tableau XXI: Protocole de dosage du MDA

Blanc réactif Echantillon
Tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 (uL) 250 -
Homogénat (uL) - 250
TCA 20 % (pL) 125 125
TBA 0,67 % (uL) 250 250

Les tubes ont été bouchés a I’aide de billes de verre, chauffés a 90°C au bain-marie
pendant 10 minutes, puis refroidis a I’eau de robinet et centrifugés a 3000 tours/min a
température ambiante pendant 15 minutes. Le surnageant a été pipeté et I’absorbance

lue a 530 nm contre le blanc.

La concentration en MDA dans chaque échantillon a été déterminée par la formule ci-

dessous :

ADO
[MDA] =

& xLxm

[MDA] = Concentration de MDA (mol/g d’organes) ; ADO = DO essai - DO blanc ; L = Trajet
optique (1 cm) ; & = Coefficient d’extinction molaire (15600 mol?. cm™); m = Masse de

I’organe (g).
11.2.8.9.4- Dosage des nitrites
v Principe

En présence de 1’amino-4-benzeénesulfonamide (sulfanilamide) et le dichlorure de N-
(naphtyl-1)-diamino-1,2-éthane (N-1-naphtyléthylénediamine) en milieu acide, les nitrites
subissent une réaction de diazotation. Le produit est proportionnel a la quantité de nitrites
présente dans 1’échantillon (Green et al., 1982).

v' Mode opératoire

Le dosage des nitrites a été réalisé suivant le protocole présenté dans le tableau XXII.
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Tableau XXII: Protocole de dosage des nitrites

Blanc Etalons Echantillons

Tubes 0 1 2 3 4 5 6 X1 ... Xin
Concentration de NaNO:2 0 0,03 006 013 0,25 050 1,00 - -
(LM)

Volume de NaNO:2 (uL) - 100 100 100 100 100 100 - -
Echantillons (uL) - - - - - - - 100 100
Eau distillée (L) 500 400 400 400 400 400 400 400 400
Réactif de Griess (uL) 500 500 500 500 500 500 500 500 500

Le contenu de chaque tube a été homogénéisé et incubé a I’abri de la lumicre, pendant 10 minutes

a température ambiante. L’absorbance a été lue contre le blanc au spectrophotomeétre a 546 nm.

Absorbances obtenues 0 0,12 026 047 095 197 3,87 - -

La courbe d’étalonnage a été obtenue en faisant correspondre I’absorbance des tubes

étalons a la concentration de NaNO> (Figure 32).
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S =
£.4.00 y =3,8751x

© R2 = 0,9998
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o
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)

0.00 &
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentration de NaNO, (uLM)

Figure 32: Courbe d’étalonnage des nitrites.

11.2.9- Analyse histologique

L’analyse histologique est la technique de préparation des tissus et/ou organes en vue de
leur observation au microscope. Elle comprend différentes étapes dont la fixation, la recoupe
ou «trimming », la déshydratation, 1’inclusion, la coupe, la coloration, le montage et

I’observation.
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v" Fixation

L’objectif de la fixation est de maintenir les cellules et les constituants tissulaires dans
un état aussi proche que possible de celui du vivant. Ainsi, apres le sacrifice des animaux, les

organes ont été prélevés et conservés immédiatement dans du formol 10% tamponné.
v" Recoupe

Une fois les organes fixés, ils ont été « trimmés ». A cette étape, il a été question de
couper le tissu de maniére a lui épaisseur inférieure a celle des cassettes de déshydratation. Les
tissus coupés ont été déposés dans des cassettes étiquetees et ont été plongés pour une durée de

1 heure, dans un premier bain d’alcool 70°, premicre étape du processus de déshydratation.
v' Déshydratation

La déshydratation s’est déroulée en trois étapes successives. La déshydratation

proprement dite, 1’éclaircissement et 1’imprégnation.
% Déshydratation proprement dite

Cette étape a pour but de débarrasser les échantillons de toute trace d’eau avant leur
inclusion dans de la paraffine. Elle a consisté a laisser les cassettes contenant les tissus dans

des bains d’alcool de concentrations croissantes respectives de 70 % (1 h), 95 % (1 h), 95 % (1
h 30), 100 % (1 h), 100 % (1 h 30), 100 % (2 h).

% Eclaircissement

L’éclaircissement a consisté a remplacer la solution de déshydratation qui est 1’alcool par
le solvant miscible dans le milieu d’inclusion. Les casettes contenant les tissus ont séjourné
dans deux bains de xyléne consécutifs. Un premier bain de deux heures et un deuxieme bain

"over night".
% Imprégnation

Cette étape a consisté a introduire les cassettes contenant les tissus dans un bain de
paraffine en fusion pendant 4 h 30 min dans la station d’enrobage de marque Microm

Heidelberg.
v Inclusion

L’inclusion est le procédée qui fournit un support externe aux tissus, Ce qui permet la

réalisation de fines coupes au microtome. Les tissus ont été placés selon une orientation précise
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dans des moules en inox qui ont par la suite €té remplis de paraffine en fusion. L ensemble a

été mis a solidifier sur une plaque réfrigérée pour en obtenir des blocs.
v' Coupe

La coupe des blocs de paraffine contenant les tissus a été réalisée a I’aide d’un microtome
de marque Reichert-Jung 2030. L’épaisseur des rubans aprés coupe était de 5 um. Une fois
coupées, les sections de rubans ont été mises a déplisser dans un bain-marie contenant de 1’cau
gélatinée a environ 45°C. Elles ont été récupérées sur des lames de verre étiquetées et séchées

aI’étuve a 45°C, pendant 24 heures avant coloration.
v Coloration

La coloration a pour but de mettre en évidence les différents éléments tissulaires et de les
différencier entre eux afin de permettre I’étude de leur structure, de leur morphologie et des
éventuelles modifications pathologiques. Avant I’étape de la coloration, les coupes ont d’abord
été déparaffinées. Le protocole de déparaffinage est consigné dans le tableau XXIII.
Immédiatement aprés 1’étape de déparaffinage, les lames portant les coupes de tissus ont été
colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine. Les étapes de cette coloration sont résumées dans le
tableau XXIV.

Tableau XXII1: Protocole de déparaffinage

Ordre Solution Temps de séjour Ordre Solution Temps de séjour
1 Xylene 10 minutes 5 Ethanol 3 minutes
100°
2 Xylene 10 minutes 6 Ethanol 3 minutes
100°
3 Xylene 10 minutes

. 7 Eau distillée 10 minutes
4 Ethanol 100° 3 minutes
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Tableau XXIV: Etapes de la coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine

Ordre  Solution Temps de séjour Ordre  Solution Temps de séjour

1 Hématoxyline 10 minutes 7 Ethanol 1 minute
de Mayer 100%

2 Ringage a  I’eau 10 minutes 8 Ethanol 1 minute
courante 100%

3 Carbonate de sodium 15 secondes 9 Xylene 5 minutes
0,5%

4 Ringage a  I’eau 5 minutes 10 Xyléne 5 minutes
distillée

5 Eosine a I’alcool 0,5% 5 minutes 11 Xyléne 5 minutes

6 Ethanol 100% 1 minute 12 Montage sous résine

v" Montage

L’étape de montage entre lame et lamelle a directement suivi la coloration. Pour se faire,
quelques gouttes de résine synthétique de marque Eukit ont été déposées sur la lame portant la
coupe colorée avant apposition d’une lamelle. Les coupes de tissus sur les lames ont ainsi été
protégées et conservees. Les lames colorées puis montées ont été observées a différents
grossissement, a I’aide d’un microscope optique de marque Scientico STM-50 muni d’une
caméra digitale de marque Celestron 44421 connectée & un ordinateur pour la prise des
microphotographies. A 1’aide du logiciel imageJ version 1.520, les images obtenues ont été
utilisées pour le comptage des cellules dans les régions CAl et CA3 de I’hippocampe, le
comptage des follicules ovariens et la mesure de la taille de la média et de I’épithélium utérin

et vaginal.

11.2.10- Analyses statistiques des résultats

Les analyses statistiques des valeurs obtenues ont été réalisées a 1’aide du logiciel
Graphpad Prism 8.0.1. Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne * erreur standard
sur la moyenne (ESM). Les différentes valeurs ont été comparées a 1’aide du test d’analyse des
variances "one-way ANOVA", suivi du post-test de comparaison multiple de Tukey. Les

différences étaient considérées comme significatives a partir de p < 0,05.
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I11.1- Resultats
111.1.1- Analyse phytochimique de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii

111.1.1.1- Composition phytochimique qualitative de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii
(P. soyauxii)

L’analyse phytochimique qualitative de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a permis
de mettre en évidence les composes bioactifs suivants : les tanins, les saponines, les phénols, les
stéroides, les alcaloides, les glycosides, les quinones et les flavonoides. Les triterpénes et les
anthocyanes étaient absents dans cet extrait (tableau XXV).

Tableau XXV: Composés bioactifs identifiés dans I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii

Métabolites secondaires Extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
Alcaloides +
Flavonoides +
Saponines +

Anthocyanines -

Quinones +
Glycosides +
Steroides +

Triterpenes -
Tannins +

Phénols +

+:présent ; -:absent
111.1.1.2- Identification des composés de I'extrait de P. soyauxii par analyse UHPLC-MS

La spectrométrie de masse des ions et un chromatogramme de pic de base représentatif sont
présentés a la figure 33 et au tableau XXVI. L'UHPLC-MS a permis d'identifier sept composants
: I’ambrial, le 7-O-acétylformononetine, le khrinone A, le mono (2-éthylhexyl) phtalate, le

Cembrene, le 3',5'-diméthoxy-4-stilbénol et I’acide linoléique.
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Tableau XXVI: Principaux signaux présentés dans les spectres LC-MS des composés detectés

chez Pterocarpus soyauxii et attribution proposée

N° Tr (min) [M+H]* Formule Noms des composes
Exp. Calcl. moléculaire
1 0,4 235,2035 235,2056 Ci6H270 Ambrial
2 0,5 215,0544 215,0550 CoH1106 Non identifié
3 0,6 311,0875 311,0914 CigH1s05  7-O-Acetylformononetin
4 0,7 301,0738 301,0707 C16 H1306 Khrinone A
5 0,8 181,1063 181,1071 C7H170s Non identifié
6 2,4 195,1223 195,1227 CsH1905 Non identifie
7 2,6 279,1609 279,1591 C16 H2304 Mono (2-ethylhexyl)
phthalate
8 2,8 437,2909 437,2898 C25H4106 Non identifié
9 2,9 273,2577 273,2577 Ca0 Hss Cembrene A
10 2,9 305,1074 305,1078 CoH21011 Non identifie
11 3,0 209,1507 209,1536 C13H2102 Non identifié
12 3,1 211,1301 211,1329 C12H1903 Non identifié
13 3,2 293,2127 293,2111 C18H2003 Non identifié
14 3,5 257,1210 257,1172 C16H1703 3',5'-dimethoxy-4-
Stilbenol
15 3,8 281,2495 281,2474 C18H3302 Acide linoléique
16 4,0 235,2054 235,2056 Cis H27 O Non identifié
17 41 263,2378 263,2369 CisHs10 Non identifié
Intens.
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Figure 33: Profil chromatographique de I'extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii.
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111.1.2- Composition phytochimique quantitative de I’extrait aqueux de Pterocarpus
soyauxii

Le tableau XXVII présente les concentrations de flavonoides, de polyphénols et de tanins
contenues dans I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii. Il ressort de ce tableau que I'extrait de
Pterocarpus soyauxii contient respectivement 229,42 + 3,62 mg EAG/qg, 63,42 + 2,16 mg EQ/g et
27,88 =+ 0,23 mg ETA/g de polyphénols, flavonoides et tanins.

Tableau XXVII: Analyse phytochimique quantitative de I'extrait aqueux de Pterocarpus

soyauxii
Métabolites secondaires Extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
Flavonoides (mg EQ/q) 63,42 £ 2,16
Polyphénols (mg EAG/g) 229,42 + 3,62
Tannins (mg EAT/g) 27,88 £ 0,23

mg EAT/g = mg équivalent d'acide tannique par gramme d'extrait, mg EAG/g = mg équivalent
d'acide gallique par gramme d'extrait, mg EQ/g = mg équivalent de quercétine par gramme
d'extrait.

111.1.3- Activité antioxydante in vitro de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii

Le tableau XXVIII présente les concentrations inhibitrices 50 de I’extrait aqueux du
duramen de P. soyauxii vis-a-vis des radicaux DPPH, ABTS et FRAP. Il ressort de ce tableau que
la concentration inhibitrice 50 (Clsp) de la vitamine C était de 24,56 pug/mL et celle de I'extrait
aqueux de P. soyauxii était de 730,20 pug/mL vis-a-vis du radical DPPH. La Clso de la vitamine C
était de 37,75 pg/mL et de 892,90 pg/mL pour I'extrait de P. soyauxii vis-a-vis du radical ABTS.
La concentration de FRAP était de 765,75 mEAG/g.
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Tableau XXVIII: Concentration inhibitrice 50 de I'extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii contre
les radicaux DPPH et ABTS et concentration FRAP

Paraméetres  FRAP (mMEAG/g) Clso du DPPH Clsode ’ABTS
Substances (pg/m L) (“g/m L)
Vitamine C - 24,56 37,75
Extrait de P. soyauxii 765,79 730,20 892,90

mg EAG/g = mg équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait.

111.1.4- Effets cestrogéniques de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii dans

un test utérotrophique classique
111.1.4.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur ’utérus

111.1.4.1.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la masse relative et le

taux de protéines de ’utérus chez les rates ovariectomisées traitées pendant 3 jours

La figure 34 est une représentation des effets du traitement de trois jours a I’extrait aqueux
du duramen de P. soyauxii sur la masse relative de I’utérus (Figure 34A) et le taux de protéines
utérines (Figure 34B). Il ressort de cette figure que I’ovariectomie a entrainé une diminution
significative (p < 0,001) de la masse relative de I’utérus et du taux de protéines en comparaison
aux animaux sham-operated. Le traitement a 1’extrait de P. soyauxii a entrainé comparativement
aux animaux Ovx recevant de 1’eau distillée, une augmentation significative (p < 0,05) de la masse
relative de 1’utérus frais a la dose de 200 mg/kg. P. soyauxii a 200 et a 300 mg/kg a augmenté de
maniere significative le taux de protéines utérines (p < 0,001) en comparaison aux témoins Ovx.
Il en est de méme de I’extrait a la dose de 100 mg/kg qui a augmenté significativement (p < 0,05)

le taux de protéines utérines comparativement aux témoins Ovx.
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Figure 34: Effets du traitement de 3 jours des rates ovariectomisées a I’extrait aqueux du duramen
de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative de 1’utérus frais (A) et le taux de protéines totales

dans I’utérus (B).

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au Témoin Sham-operated ; 2p < 0,033 ; °p < 0,002 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a 1’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de ’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant
I’E;V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux
traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg

111.1.4.1.2- Effets de ’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la structure de

I’utérus chez les rates ovariectomisées traitées pendant 3 jours

La figure 35 montre les effets de P. soyauxii sur la structure de 1’utérus. Il ressort de cette
figure que les animaux du groupes "Sham-operated" présentent une lumiere utérine, un épithélium
utérin et un stroma bien différencié. L’ovariectomie a réduit par rapport aux Sham-operated, la
taille de I’épithélium utérin. P. soyauxii a 200 et a 300 mg/kg a induit une augmentation de la taille

de I’épithélium utérin.
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Ovx + PS 300 Ovx + PS 400
Figure 35: Effets du traitement de 3 jours des rates ovariectomisées a I’extrait aqueux du duramen

de Pterocarpus soyauxii sur la structure de 1’utérus (H-E, 100X).

SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant de ’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii
aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg. Lu = lumiere utérine ; Eu = Epithélium utérin ; St = Stroma.

111.1.4.1.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la taille de I’épithélium
utérin chez les rates ovariectomisées traitées pendant 3 jours

La figure 36 présente les effets de P. soyauxii sur la taille de 1’épithélium utérin. 1l ressort
de cette figure que ’ovariectomie a réduit de manicre significative (p < 0,001), la taille de

I’épithélium utérin en comparaison au animaux sham-operated. L’extrait aqueux de P. soyauxii a
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augmenté de maniére significative la taille de I’épithélium utérin aux doses de 200 (p < 0,001) et

de 300 (p < 0,01) mg/kg comparativement aux témoins Ovx recevant de 1’eau distillée.
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Figure 36: Effets du traitement de 3 jours des rates ovariectomisées a 1’extrait aqueux du duramen

de Pterocarpus soyauxii sur la taille de 1’épithélium utérin.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =75 ; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au Témoin Sham-operated ; 2p < 0,033 ; °p < 0,002 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a ’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant
I’E;V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux
traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg.

111.1.4.2- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur le vagin des rates

ovariectomisées et traitées pendant 3 jours

111.1.4.2.1- Effets de P. soyauxii sur la cytologie vaginale chez les rates ovariectomisées
traitées pendant 3 jours

La figure 37 montre les effets de P. soyauxii sur la cytologie vaginale des rates Ovx. Il ressort
de cette figure que la suppression des ovaires a entrainé une abondance des cellules polynucléaires
sur le frottis vaginal des rates Ovx recevant de I’eau distillée. Le frottis vaginal des rates Ovx
traitées a P. soyauxii presente en plus des polynucléaire, des cellules intermédiaires et des cellules
parabasales. Le frottis vaginal des rates traitées au duramen de P. soyauxii a la dose de 100 mg/kg
présente des cellules épithéliales rondes avec un noyau bien différencié. A 200 et 300 mg/kg on
note la présence des cellules plates et keratinisées semblables a celles des rates traitées a
I’oestradiol. A 400 mg/kg, on note la présence des cellules kératinisées, des cellules intermédiaires

et des polynucléaires.
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Figure 37: Photographies montrant I’effet d’un traitement au duramen de P. soyauxii de 3 jours

sur la cytologie vaginale des rates ovariectomisées (100X, Papanicolaou).

SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E,V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii
aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg. CS = Cellule superficielle ; Ci = Cellule intermédiaire ; Po =

Polynucléaires ; CP = Cellule parabasale.

111.1.4.2.2- Effets de P’extrait aqueux de P. soyauxii sur la structure du vagin des rates
ovariectomisées traitées pendant 3 jours

La figure 38 montre les effets du traitement de 3 jours & P. soyauxii sur la structure du vagin.
Il ressort de cette figure que les animaux sham-operated ont un vagin qui présente une couche
germinative et une couche granuleuse. Les rates Ovx recevant l’eau distillée présentent
uniquement la couche germinative. Les animaux des groupes Ovx recevant I’E2V et I’extrait a la

dose de 200 mg/kg présentent des couches germinatives, granuleuses et cornées. A 300 mg/kg, on
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note la présence des couches granuleuses et germinatives. Les groupes recevant 1’extrait aux doses

de 100 et 400 mg/kg présentent uniquement les couches germinatives.

Figure 38: Effets de Pterocarpus soyauxii sur la structure du vagin des rates ovariectomisées
traitées pendant 3 jours (100X, H-E).

SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant de ’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii
aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg. 1 = "Stratum germinativum™ ; 2 = "Stratum granulosum", 3 = "Stratum

corneum”, 4 = "Lumen", 5 = Chorion.
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111.1.4.2.2- Effets de ’extrait aqueux de P. soyauxii sur la taille de I’épithélium vaginal des
rates ovariectomisées traitées pendant 3 jours

La figure 39 traduit les effets de P. soyauxii sur la taille de 1’épithélium vaginal des rates
ovariectomisées au terme d’un traitement de 3 jours. Il ressort de cette figure que 1’ablation des
ovaires a entrainé une diminution significative (p < 0,001) de Ia taille de I’épithélium vaginal
comparativement aux animaux sham-operated. P. soyauxii a entrainé une augmentation
significative (p < 0,001) de la taille de I’épithélium vaginal aux doses de 200 et 300 mg/kg en
comparaison au témoin Ovx.
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Figure 39: Effets de Pterocarpus soyauxii sur la structure du vagin des rates ovariectomisées
traitées pendant 3 jours (100X, H-E).

0]

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =75 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contréle Sham-operated ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a 1’eau
distillée ; SHAM + H2O = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin
négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V & la dose de 1 mg/kg. Ovx
+ PS 50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P.
soyauxii aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg. 1 = Stratum germinativum ; 2 = Stratum granulosum, 3 =
Stratum corneum, 4 = Lumen, 5 = Chorion.

111.1.4.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la glande mammaire des

rates ovariectomisées et traitées pendant 3 jours

La figure 40 est une représentation des effets de P. soyauxii sur la structure de la glande
mammaire. Il ressort de cette figure que 1’ablation chirurgicale des ovaires a entrainé une
régression de la taille des acinis mammaires qui ne présentent pas dans leur lumiere des sécrétions

éosinophiles en comparaison aux animaux sham-operated. Le traitement a P. soyauxii a entrainé
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une augmentation de la taille des acinis mammaires et on n’y observe la présence des secrétions

éosinophiles aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg en comparalson aux animaux du lot Ovx.

OVX+PS300 Ovx+PS400
Figure 40: Photographies montrant I’effet d’un traitement de 3 jours au duramen de Pterocarpus

soyauxii sur la structure de la glande mammaire chez les rates ovariectomisées (100X, H-E).

(n=5). SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E,V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
50, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 et Ovx + 400 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii
aux doses de 50, 100, 200, 300 et 400 mg/kg. Am = Acini mammaire, Lu = lumiére acinaire ; Ca = couche cellulaire

de I’acinus ; Ta = tissu adipeux ; Se = Sécrétion éosinophile.
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111.1.5- Effets de D’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques

symptémes de la ménopause chez les rates ovariectomisées

111.1.5.1- Effets de Dextrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur les organes
estrogénodépendants chez les rates ovariectomisées

111.1.5.1.1- Effets de I’extrait aqueux P. soyauxii sur I’utérus chez les rates ovariectomisées

111.1.5.1.1.1- Effets de I’extrait aqueux P. soyauxii sur la masse relative et le taux de protéines
de ’utérus chez les rates ovariectomisées

La figure 41 illustre les effets du traitement a I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
pendant 28 jours sur la masse relative de 1’utérus (Figure 41A) et le taux de protéines utérines
(Figure 41B). 1l ressort de ces figures que I’ovariectomie apres 112 jours a entrainé
comparativement aux animaux sham-operated une diminution significative (p <0,001) de la masse
relative de I’utérus et du taux de protéines utérine. L’administration pendant 28 jours de 1’extrait
de plante a la dose de 200 mg/kg a entrainé une augmentation significative du taux de protéines
utérines (p < 0,05).
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Figure 41: Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
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sur la masse relative de 1’utérus frais (A) et le taux de protéines utérines (B) chez les rates 84 jours
apres ovariectomie.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au controle sham-operated ; ?p < 0,05 ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
Ovx a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =
Témoin négatif recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V a la dose de 1
mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, et Ovx + PS 300 = Animaux traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses
de 100, 200 et de 300 mg/kg.

106



111.1.5.1.1.2- Effets de ’extrait aqueux de P. soyauxii sur la structure de ’utérus chez les
rates ovariectomisées

La figure 42 illustre les effets du traitement a 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
pendant 28 jours sur la structure de 1’utérus des rates ovariectomisées. Il ressort de cette figure que
les animaux du groupes "Sham-operated"” présentent une lumiére utérine, un épithélium utérin et
un stroma bien différenciés. L’ovariectomie a réduite la taille de 1’epithelium utérin 112 jours apres
I’ablation des ovaires. P. soyauxii aux différentes doses n’a pas fait varier cette taille de

I’épithélium utérin.
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Figure 42: Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
sur la structure de 1’utérus, 84 jours post-ovariectomie suivis de 28 jours de traitement (H-E,
100X).

SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20O = Témoin négatif
recevant de ’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E,V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, et Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de

300 mg/kg. Lu = lumiére utérine ; Eu = Epithélium utérin ; St = Stroma.
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111.1.5.1.1.3- Effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur la taille de I’épithélium utérin chez
les rates ovariectomisees

La figure 43 traduit les effets de de 28 jours de traitement a I’extrait aqueux du duramen
de P. soyauxii sur la taille de 1’épithélium utérin des rates ovariectomisées. Il ressort de cette figure
que ’ovariectomie 112 aprés a réduit de maniére significative (p < 0,001), la taille de I’épithélium
utérin en comparaison au animaux sham-operated. L’extrait aqueux de P. soyauxii aux différentes
doses et comparativement aux témoins Ovx recevant de 1’eau distillée n’a pas affecté

significativement la taille de 1’épithélium utérin.
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Figure 43 : Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
sur la taille de 1’épithélium utérin, 84 jours post-ovariectomie suivis de 28 jours de traitement.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au contrdle sham-operated ; %p < 0,05 ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
Ovx a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =
Témoin négatif recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V & la dose de 1

mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, et Ovx + PS 300 = Animaux traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses
de 100, 200 et de 300 mg/Kkg.

111.1.5.1.2- Effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur le vagin chez les rates ovariectomisées

111.1.5.1.2.1- Effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur la cytologie vaginale chez les rates

ovariectomisées

La figure 44 montre les effets du traitement de 28 jours au duramen de P. soyauxii sur la
cytologie vaginale des rates ovariectomisées aprés 84 jours. Il découle de cette figure que la
suppression chirurgicale des ovaires a induit apres 112 jours, une abondance des cellules
polynucléaires observables sur le frottis vaginal des animaux Ovx. L’extrait de P. soyauxii a
entrainé une apparition des cellules superficielles sur les frottis vaginaux des rates traitées a
I’extrait aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg au méme titre que [’cestradiol valérate

comparativement au lot Ovx.
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Figure 44: Photographies montrant I’effet du traitement a I’extrait aqueux du duramen de
Pterocarpus soyauxii pendant 28 jours sur la cytologie vaginale des rates, 84 jours post-

ovariectomie suivis de 28 jours de traitement (100X, Papanicolaou).

SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS
200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg ; CS =

Cellule superficielle ; CI = Cellule intermédiaire ; Po = Polynucléaires.

111.1.5.1.2.2- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la structure et la taille de

I’épithélium vaginal chez les rates ovariectomisées

La figure 45 présente les effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de
P. soyauxii sur la structure (Figure 45A) et la taille de 1’épithélium du vagin (Figure 45B) des rates
ovariectomisées. Il en découle de ces figures que les rates ovariectomisées recevant de 1’eau
distillée présentent apres 112 jours, un épithélium vaginal avec couche germinative compartiment
aux rates "Sham-operated™ qui présentent un épithélium présentant une couche germinative, une
couche granuleuse et une couche cornée. Les rates Ovx traitées pendant 28 jours a I’extrait de P.
soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg présentent un épithélium vaginal avec une couche
germinative et granuleuse. L’ablation des ovaires a induit apres 112 jours, une baisse significative
(p < 0,001) de la taille de I’épithélium vaginal comparativement aux témoins Ovx.

L’administration de I’extrait aqueux de P. soyauxii a inversé cette baisse en augmentant de maniere
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significative (p < 0,001) Ia taille de I’épithélium vaginal aux doses de 200 et de 300 mg/kg en

comparaison animaux du lot Ovx recevant de 1’eau distillée.
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Figure 45: Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
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sur la taille de I’épithélium vaginal, 84 jours post-ovariectomie suivis de 28 jours de traitement
(H-E, 100X).

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n = 75 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au contréle
Sham-operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau
distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H2O = Témoin
négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E;V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx
+ PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii & la dose de 100, 200 et 300 mg/kg. 1 =

Stratum germinativum ; 2 = Stratum granulosum, 3 = Stratum corneum, 4 = Lumen, 5 = Chorion.
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111.1.5.1.3- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la structure de la glande

mammaire chez les rates ovariectomisées

La figure 46 présente les effets du traitement de 28 jours a I’extrait de P. soyauxii sur la
structure de la glande mammaire des rates ovariectomisées. Il ressort de cette figure que
comparativement aux animaux Sham-operated, I’ovariectomie a diminuée apres 112 jours la taille
des acinis mammaire et a supprimée les sécrétions eosinophiles dans ces acinis. Le traitement a
I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg n’a pas augmenté la taille

des acinis mammaires comparativement aux animaux du lot Ovx.
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Figure 46: Photographies montrant les effets de Pterocarpus soyauxii pendant 28 jours sur la
structure de la glande mammaire, 84 jours post-ovariectomie suivis de 28 jours de traitement
(100X, H-E).
SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant ’E;V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS

200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg; Lu =

lumiére acinaire ; Ca = couche cellulaire de ’acinus ; Ta = tissu adipeux ; Se = Sécrétion éosinophile.
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111.1.5.2- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur quelques facteurs de risque

des maladies cardiovasculaires chez les rates ovariectomisées

111.1.5.2.1- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le gain pondéral et la masse
relative de la graisse abdominale chez les rates ovariectomisées

Le tableau XXIX est une représentation des effets de 1’extrait aqueux de Pterocarpus
soyauxii sur le gain pondéral et sur la masse relative de la graisse abdominale chez les rates Ovx,
84 jours apres. Il ressort de ce tableau que I’ovariectomic a entrainé aprés 112 jours et
comparativement aux animaux Sham-operated, une augmentation significative (p <0,01, p <0,05)
de la masse corporelle aux jours 7, 14 et 21. Le traitement a I’extrait de plante aux doses de 200 et
de 300 mg/kg a entrainé une diminution significative (p < 0,05) de ce gain pondéral
comparativement aux animaux ovariectomisés recevant de 1’eau distillée. L’ovariectomie a
entrainé apres 16 semaines, une augmentation significative (p <0,001) de la masse relative des
graisses abdominales. L’extrait aux doses de 200 et de 300 mg/kg de méme que le valérate
d’cestradiol a entrainé une diminution significative (p < 0,001) de cette masse relative de la graisse

abdominale comparativement aux animaux ovariectomisés recevant de I’eau distillée.
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Tableau XXIX: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le gain pondéral et sur la masse relative de la graisse abdominale

apres 28 jours de traitement chez les rates ovariectomisees, 84 jours postovariectomie.

Parametres Gain pondéral (%) Graisse (%)
Groupes JO J7 J14 J21 J28
SHAM + H20 0,00 + 0,00 2,63 +£0,33 5,76 £ 0,43 4,22 +0,24 2,58 + 0,07 1,73+0,20
Ovx + H20 0,00 + 0,00 6,37 £ 0,732 8,35 + 0,441 5,72 + 0,491 2,65 + 0,55 2,96 + 0,093
Ovx + Ex2V 0,00 + 0,00 4,67 +0,49 5,58 £ 0,542 4,14 + 0,54 2,14 £ 0,05 1,82 + 0,05°¢
Ovx + PS 100 0,00 +£ 0,00 4,49 + 0,33 6,70 £ 0,60 4,46 + 0,55 2,18 £0,03 2,54 + 0,131
Ovx + PS 200 0,00 + 0,00 5,55 + 0,981 6,56 + 0,49 3,50 £ 0,522 2,35+0,23 1,51 +0,19¢
Ovx + PS 300 0,00 + 0,00 5,49 £ 0,721 571 +0,792 3,23+£0,332 2,27 £0,38 1,68 + 0,16°

Chaque barre représente la moyenne + ESM ;n=5; 'p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au témoin sham-operated ; 2p < 0,05 ; °p
< 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée
(10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200,
Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg.
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111.1.5.2.2- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative de I’aorte

et le taux de protéines aortiques des rates ovariectomisees

La figure 47 est une représentation des effets de 28 jours de traitement a 1’extrait aqueux
du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative et le taux de protéines de 1’aorte. Il
ressort de la figure 47A que l’ovariectomie a entrainé aprés 112 jours, une augmentation
significative (p < 0,05) de la masse relative de 1’aorte comparativement aux animaux Sham-
operated. Le traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 300 mg/kg pendant 28 jours
a entrainé une diminution significative (p <0,001) de la masse relative de 1’aorte comparativement
aux animaux ovariectomisés ayant regu de 1’eau distillée. En ce qui concerne les protéines
aortiques (Figure 47B), I’ovariectomie a entrainé leur diminution significative (p < 0,05) 112
postovarietomie comparativement aux animaux sham-operated. L’administration de I’extrait de
plante a la dose de 200 mg/kg a augmenté de maniére significative (p < 0,001) le taux de ces
protéines comparativement aux rates ovariectomisées ayant regu de 1’eau distillée. L’extrait a la
dose de 300 mg/kg a également entrainé de fagon significative (p < 0,01) et en comparaison aux
animaux ovariectomisés ayant regu de 1’eau distillée une augmentation du taux de protéine dans
I’aorte.
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Figure 47: Effets de ’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative de I’aorte (A)
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et sur le taux de protéine dans I’aorte (B) chez les rates ovariectomisées traitées pendant 28 jours.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au témoin sham-operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées
traitées a 1’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20
= Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300
mg/kg.
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111.1.5.2.4- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la lipidemie

des rates ovariectomisées

Le tableau XXX présente les effets du traitement des rates ovariectomisées au duramen
de P. soyauxii pendant 28 jours sur quelques marqueurs du profil lipidique. Il ressort de ce tableau
que l'ovariectomie 112 jours apres a entrainé une augmentation significative (p<0,001) des
concentrations de cholestérol total (CT), de triglycérides (TG), de LDL-Cholestérol (LDL-C), de
VLDL-Cholestérol (VLDL-C), de I’index athérogéne et a induit une diminution significative
(p<0,001) du taux de HDL-Cholestérol (HDL-C) par rapport au groupe témoin sham-operated. Le
traitement a I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a la dose de 100 mg/kg a induit une
diminution significative du taux de LDL-C de 45,53% (p<0,001) par rapport au groupe témoin
Ovx. P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg a réduit de maniére significative les taux de CT, de TG,
de LDL-C, de VLDL-C et l'indice athérogene de 15,13% (p<0,01), de 20,23% (p<0,001), de
36,60% (p<0,001), de 20,23% (p<0,001) et de 32,32% (p<0,001) respectivement et a augmenté le
taux de de HDL-C de 34,54% (p<0,05) par rapport au groupe témoin Ovx. A la dose de 300 mg/kg,
I'extrait de P. soyauxii a diminué significativement les niveaux de TG, de LDL-C, de VLDL-C et
I'index athérogene de 17,85% (p<0,001), de 46,42% (p<0,001), de 17,85% (p<0,001) et de 34,44%
(p<0,001) respectivement et a augmenté significativement les niveaux de HDL-C de 34,54 %

(p<0,05) par rapport au groupe contréle Ovx.
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Tableau XXX: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la lipidémie des rates ovariectomiseées

Groups SHAM + H:0 Ovx + H:0 Ovx + E2V Ovx + PS 100 Ovx + PS 200 Ovx + PS 300
Paramétres
CT (mmol/L) 1,43 +0,03 1,85+ 0,033 1,56 + 0,05¢ 1,80 +0,03* 1,57 £ 0,01° 1,69 = 0,02
HDL-C (mmol/L) 0,97 £0,02 0,55+0,01° 0,78 £ 0,04 0,54 £ 0,023 0,74 £ 0,022 0,74 £0,01%
LDL-C (mmol/L) 0,32+ 0.05 1,12 £0.023 0,56 +0,07¢ 0,61 + 0,06° 0,71 +0,03% 0,60 £ 0,06°
TG (mmol/L) 0,63 0,02 0,84 +0,00° 0,68 +0,02° 0,73+0,03 0,67 +0,00° 0,69 +£0,01°
VLDL-C (mmol/L) 0,12 £ 0,00 0,16 + 0,00° 0,12 +0,03° 0,14 £ 0,00 0,13 +0,00° 0,14 £ 0,00°
1A 1,45 + 0,05 3,31+0,05° 2,20 £0,12% 3,44 £ 0,06 2,24 +0,08c 2,17 +£0,13%

Chaque valeur représente la moyenne + ESM ; n=5; p <0,05; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au témoin Sham-operated ; 3 < 0,05 ;

by < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H>O = Témoin Sham-operated recevant de

I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100,

Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg. 1A = Index athérogénique, CT = Cholestérol

total, TG = Triglycérides, LDL-C = "Low density lipoprotein-cholesterol”, HDL-C = "High density lipoprotein-cholesterol”, VLDL-C = "Very low lipoprotein

cholesterol”, P.S = P. soyauxii.
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111.1.5.2.5- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques parametres du

statut oxydant dans I’aorte des rates ovariectomisées

La figure 48 est une représentation des effets de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus
soyauxii sur quelques parametres du statut oxydant dans 1’aorte des rates. Il ressort de la figure
48A que I’ovariectomie a entrainé apres 112 jours, une augmentation significative (p < 0,001) du
taux de MDA dans 1’aorte comparativement aux animaux sham-operated. Le traitement a 1’extrait
aqueux de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a entrainé une diminution significative
de taux de MDA comparativement aux animaux ovariectomisés ayant regu de I’cau distillée

respectivement de (p < 0,01) et (p < 0,05).

Concernant la figure 48B, 1’ovariectomie a entrainé une diminution significative (p < 0,001)
du taux de GSH dans I’aorte comparativement aux animaux Sham-operated. Le traitement a
I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a entrainé une augmentation
significative du taux de GSH comparativement aux animaux ovariectomisés ayant regu de 1’eau

distillée respectivement de (p < 0,01) et (p < 0,05).

S’agissant de la figure 48C, il a été noté une diminution significative (p < 0,001) du taux de
nitrites dans 1’aorte des animaux ayant subi une ablation chirurgicale des ovaires et ayant recu de
I’eau distillée comparativement aux animaux sham-operated. Le traitement a I’extrait aqueux de
P. soyauxii aux doses de 100, de 200 et de 300 mg/kg a entrainé une augmentation significative (p
< 0,05, p < 0,001 respectivement) de ce taux de nitrites comparativement aux animaux

ovariectomisés ayant recu de 1’eau distillée.
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Figure 48: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux de MDA (A), de GSH
(B) et de nitrites dans 1’aorte (C) chez les rates ménopausees et traitées pendant 28 jours.

Chaque barre représente la moyenne =+ ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par
rapport au témoin Sham-operated ; %p < 0,05 ; ®p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a 1’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose
de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la
dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.2.6- Effets de ’extrait aqueux de P. soyauxii sur la structure de I’aorte des rates

ovariectomissées

La figure 49 présente les effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de
Pterocarpus soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg 84 jours apres 1’ovariectomie sur la
structure de 1’aorte (Figure 49A) et le rapport intima sur média. 1l ressort de la figure 49A que les
coupes histologiques de 1’aorte des animaux ovariectomisés et ayant recu de I’eau distillée
présentent un épaississement de la média. Cette taille de la media aortique a reduit chez les

animaux Ovx traités a 1’extrait de P. soyauxii aux différentes doses apres 28 jours.
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Sur la figure 49B, on note une augmentation significative (p < 0,001) du rapport
intima/média chez les animaux Ovx comparativement aux animaux Sham-operated. L’extrait de

plante aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg a réduit significativement (p < 0,01) ce rapport

comparativement aux animaux OvXx ayant recu de 1’eau distillée.
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Figure 49: Effets du traitement de 28 jours au duramen de Pterocarpus soyauxii sur la structure

Intima/Media
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de I’aorte (A) et le rapport intima/média (B), 84 jours postovariectomie suivi du traitement de 28
jours (100X, H-E).

Chaque barre représente la moyenne = ESM ; n=5; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
témoin sham-operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées
a I’eau distillée ; SHAM + H.O = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =
Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300
mg/kg. | = Intima, M = Media, A = Adventice.
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111.1.5.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques

troubles nerveux chez les rates ovariectomisées

111.1.5.3.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur les troubles

comportementaux provoqués par I’ovariectomie

111.1.5.3.1.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur ’anxiété provoquée

par I’ovariectomie

La figure 50 illustre les effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de
Pterocarpus soyauxii sur I’état d’anxiété lié a ’ovariectomie aprés 84 jours et évalué par le test

d’alimentation supprimée par la nouveautg.

Il en ressort que, I’ovariectomie, comparativement aux rates sham-operated et apres 112
jours a entrainé une augmentation significative (p < 0,001) du temps de latence a mordre
manifestement I’aliment dans I’environnement aversif. L’administration de 1’extrait de plante
pendant 28 jours a la dose de 100 mg/kg a réduit de maniere significative (p < 0,01) ce temps de
latence comparativement aux animaux Ovx recevant de 1’eau distillée. L’extrait aux doses de 200
et de 300 mg/kg, a entrainé une diminution significative (p < 0,001) de ce temps de latence en

comparaison aux animaux Ovx recevant de 1’eau distillée.
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Figure 50: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le temps de latence a mordre la
nourriture dans 1’environnement aversif et familier au cours du test d’alimentation supprimée par

la nouveauté apres 28 jours de traitement chez les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente lamoyenne £ ESM ; n =5 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au contréle Sham-
operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a 1’eau
distillée ; SHAM + H20O = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin
négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E2V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx
+ PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii & la dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.3.1.2- Effets de D’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la dépression

provoquée ’ovariectomie

La figure 51 illustre les effets du traitement a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus
soyauxii pendant 28 jours sur 1’état dépressif des rates ovariectomisées au cours du test de la nage

forcée.

Il en ressort que chez les rates ovariectomisées comparativement aux animaux sham-
operated, il a été enregistré une augmentation significative (p < 0,001) du temps d’immobilité et
une diminution significative du temps de nage et d’escalade (p <0,01) 112 jours postovariectomie.
L’administration de I’extrait de plante a la dose de 200 mg/kg a réduit de maniere significative (p
< 0,001) le temps d’immobilité et a augmenté significativement le temps de nage (p < 0,05) et
d’escalade (p < 0,001) comparativement aux animaux Ovx recevant de I’cau distillée. L’ extrait a
la dose de 300 mg/kg a entrainé une diminution significative (p < 0,001) du temps d’immobilité et
une augmentation significative du temps de nage (p < 0,05) et d’escalade (p < 0,01) en

comparaison aux animaux Ovx recevant de 1’eau distillée.
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Figure 51: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le temps d’immobilité, de nage
et d’escalade au cours du test de la nage forcée aprés un traitement de 28 jours chez les rates
ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne = ESM ; n =5 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
témoin Sham-operated ;%p < 0,05 ; ®p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées
traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20
= Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300
mg/kg.

111.1.5.3.1.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur les troubles

de la mémoire épisodique provoqués par I’ovariectomie

La figure 52 présente les effets du traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii sur le temps passé
dans le cadran cible qui abritait la plateforme au cours du test du labyrinthe aquatique de Morris.

Il ressort de cette figure que le temps passé dans le cadran cible a été significativement réduit
de 29,16% (p <0,01) chez les animaux ovariectomisés ayant regu de 1’cau distillée aprés 112 jours par
rapport aux animaux Sham-operated. L’extrait de plante aux doses de 200 et de 300 mg/kg a entrainé
une augmentation significative de ce temps (p < 0,01) en comparaison aux rates ovariectomisées
recevant de I’cau distillée respectivement de 43,97% et de 47,66%.
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Figure 52: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le temps passé dans le cadrant

cible au cours du test du labyrinthe aquatique de Morris apres 28 jours de traitement chez les rates
ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; p < 0,05 ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au
témoin Sham-operated ; Pp < 0,01, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a ’eau
distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin
négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E2V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx
+ PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii & la dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.3.1.4- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur les troubles

de la mémoire a long-terme provoqués par I’ovariectomie

La figure 53 présente les effets du traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii sur le temps
d’exploration de I’objet familier (A), du nouvel objet (B) et I’index de reconnaissance (C) au cours du
test de reconnaissance du nouvel objet. 1l ressort de la figure 53A que le temps passé a explorer 1’objet
familier a significativement augmenté (p < 0,001) chez les animaux ovariectomisés ayant recu de 1’eau
distillée aprés 112 jours par rapport aux témoins Sham-operated.

Sur les figures 53B et 53C, il a été noté aprés 112 jours, une diminution significative (p < 0,001)
du temps passé a explorer le nouvel objet et de 1’index de reconnaissance du nouvel objet chez les
animaux ovariectomisés comparativement aux animaux Sham-operated. L’extrait de plante a la dose
de 200 mg/kg a entrainé une augmentation significative (p < 0,05) de ce temps d’exploration ainsi que
de I’index de reconnaissance du nouvel objet en comparaison aux animaux ovariectomisés traités a

I’eau distillée. A la dose de 300 mg/kg, il a été observé une augmentation significative du
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temps d’exploration ainsi que de I’index de reconnaissance du nouvel objet en comparaison animaux

ovariectomisés traités a 1’eau distillée (p <0,01).
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Figure 53: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le temps d’exploration de I’objet
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familier (A), du nouvel objet (B) et I’index de reconnaissance au cours du test de reconnaissance

du nouvel objet (C) aprés 28 jours de traitement chez les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne = ESM ; n =5; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
témoin Sham-operated ; 2p < 0,05 ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées
traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20
= Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii & la dose de 100, 200 et 300
mg/kg.
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111.1.5.3.2- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques parametres

biochimiques cérébraux chez les rates ovariectomisees

111.1.5.3.2.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le taux de protéines

cérébrales chez les rates ovariectomisées

La figure 54 présente les effets du traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii sur le taux de
protéines cérébrales. Il ressort de cette figure que I’ovariectomie aprés 112 jours a entrainé une
diminution significative de 23,92% (p < 0,05) du taux de protéines cérébrales comparativement aux
animaux sham-operated.

L’extrait de plante aux doses de 200 et de 300 mg/kg a augmenté de fagon significative de
44,97% (p <0,001) et de 34,87% (p <0,01) respectivement cette baisse du taux de protéines en

comparaison animaux ovariectomisés recevant de 1’eau distillée.
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Figure 54: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux de protéines cérébrales,

84 jours postovariectomie suivi du traitement de 28 jours.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; p < 0,05 ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au
contréle Sham-operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées
a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =
Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300
mg/kg.
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111.1.5.3.2.2- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le taux de calcium et

de magneésium cérébral chez les rates ovariectomisées

La figure 55 est une représentation des effets de I’extrait aqueux du duramen de

Pterocarpus soyauxii sur la concentration cérébrale en calcium et en magnésium.

Il ressort de la figure 55A que 1’ovariectomie aprés 112 jours a entrainé une augmentation
significative (p < 0,01) de 16,86% de la concentration cérébrale de calcium comparativement aux
animaux Sham-operated. Le traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg a
entrainé une diminution significative de 10,52% (p < 0,05) de la concentration de calcium
comparativement aux animaux ovariectomisés ayant recu de ’cau distillée. La figure 55B montre
que D’ovariectomie a entrainé une diminution significative (p < 0,01) de 11,47 % du taux de
magnésium cérébral comparativement aux animaux Sham-operated. L’administration de 1’extrait
de plante a la dose de 200 mg/kg a augmenté de maniere significative de 11,16% (p < 0,01) ce
taux de magnésium comparativement aux animaux ovariectomisés ayant recu de I’eau distillée.
Le traitement au valérate d’cestradiol a la dose de 1 mg/kg a réduit de manicre significative de
12,44% (p < 0,01) le taux de calcium cérébral et augmenté significativement de 17,74% (p < 0,001)

celui du magnésium en comparaison aux animaux ovariectomisés ayant recu de 1’eau distillée.
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Figure 55: Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux
de calcium (A) et de magnésium (B) cérébral, 84 jours postovariectomie suivi du traitement de 28

jours.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =5 ; 1p < 0,05 ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au
contréle Sham-operated ; ?p < 0,05 ; °p < 0,01; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a ’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + Ez2V = Témoin positif recevant I’E;V a la dose
de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la
dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.3.2.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le taux hippocampique

du GABA et de GABA-transaminase chez les rates ovariectomisées

La figure 56 illustre les effets de P. soyauxii sur le taux de GABA-transaminase (GABA-T)
(Figure 56A) et de GABA (Figure 56B) dans I’hippocampe. L’ovariectomie, 112 jours aprés a
entrainé une augmentation significative (p<0,01) de I’activit¢ de la GABA-T et une baisse
significative du taux de GABA (p<0,001) respectivement de 60,34 % et de 22,07%
comparativement aux animaux Sham-operated. P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a
diminué de maniere significative (p<0,001) le taux de GABA-T en comparaison aux rats Ovx
respectivement de 29,39% et de 28,28%.

L’extrait de plante a également augmenté le taux de GABA de maniére significative aux
doses de 200 et de 300 mg/kg respectivement de 23,37% (p<0,01) et de 19,55% (p<0,05) en

comparaison aux animaux Ovx recevant de I’eau distillée.
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Figure 56: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux de GABA-T (A) et de

GABA (B) au niveau de I’hippocampe chez les rates ménopausées apres un traitement de 28
jours.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =5 ; 2p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contréle Sham-operated ; 2p < 0,05 ; ®p < 0,01, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées
a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =
Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300
mg/kg.

111.1.5.3.2.4- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le taux hippocampique
de sérotonine chez les rates ovariectomisées

La figure 57 illustre les effets de P. soyauxii sur le taux de sérotonine dans I’hippocampe.
L’ovariectomie a entrainé une diminution significative du taux de sérotonine de 27,91% (p<0,001)
comparativement aux animaux Sham-operated. L’extrait aux doses de 200 mg/kg au méme titre
que le valérate d’oestradiol a augmenté de maniere significative (p<0,05) le taux de sérotonine en
comparaison aux rats Ovx respectivement de 27,40% et de 26,96%.
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Figure 57: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux sérotonine au niveau de

I’hippocampe, 84 jours postovariectomie suivi de 28 jours de traitement.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n = 5, 3p < 0,001, différence significative par rapport au contréle Sham-
operated ; ?p < 0,05, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a 1’eau distillée ; SHAM +
H20 = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le
vehicule. OVX + EzV = Témoin positif recevant I’E2V & la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx +
PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.3.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques paramétres du
statut oxydant cérébral chez les rates ménopausées

La figure 58 présente les effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur
quelques paramétres du statut oxydant dans le cerveau.

Il ressort de la figure 58A que I’ovariectomie a entrainé 112 jours aprés une diminution
significative de 29,01% (p < 0,001) du taux de GSH dans le cerveau comparativement aux animaux
Sham-operated. Le traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg
a entrainé une augmentation significative de taux de GSH comparativement aux animaux
ovariectomisés ayant recu de I’eau distillée respectivement de 41,42% (p < 0,001) et de 25,97%

(p <0,05).

La figure 58B montre que 1’ovariectomie a entrainé une diminution significative de 38,01 %
(p < 0,05) du taux de nitrites dans le cerveau comparativement aux animaux Sham-operated. Le
traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg a entrainé une

augmentation significative de ce taux de nitrites comparativement aux animaux ovariectomisés
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ayant recu de I’eau distillée respectivement de 74,21% (p < 0,05), de 85,20% (p <0,01) et 63,02%
(p <0,05).

S’agissant de la figure 58C, il a été noté une augmentation significative de 34,30% (p <
0,001) du taux de MDA dans le cerveau comparativement aux animaux Sham-operated. Le
traitement a ’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a entrainé une
diminution significative (p < 0,01, p < 0,001 respectivement) du taux de MDA comparativement

aux animaux ovariectomisés ayant recu de 1’eau distillée.
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Figure 58: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux de glutathion réduit (A),
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de nitrites (B) et de MDA (C) au niveau du cerveau aprés 28 jours de traitement chez les rates

ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =5 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contrdle Sham-operated ; % < 0,05 ; °p < 0,01; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de ’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose
de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la
dose de 100, 200 et 300 mg/kg.
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111.1.5.3.4- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la structure de

I’hippocampe et du cortex chez les rates ovariectomisees

La figure 59 présente les effets du traitement de 28 jours a 1’extrait aqueux du duramen de
P. soyauxii sur la structure de I’hippocampe et du cortex cérébral. Il ressort de cette figure que
I’ovariectomie a entrainée aprés 112 jours comparativement aux Sham-operated une dispersion
des neurones hippocampiques de la région CA1. Dans la région CA3, I’ovariectomie a entrainé
une degénérescence des neurones, la formation des noyaux hyperchromatiques avec une légere
chromatolyse et une vacuolisation des neurocytes. L’ablation chirurgicale des ovaires a également
entrainé au niveau du gyrus denté une dégénérescence des neurones granulaires et la formation des

noyaux hyperchromatiques sans chromatolyse au niveau du cortex.

L’extrait de plante aux doses de 200 et de 300 mg/kg ainsi que le valérate d’cestradiol a
corrigé ces altérations en réduisant la dispersion des neurones au niveau CA1 et en empéchant la
vacuolisation neurocytaire et la formation des noyaux hyperchromatiques au niveau de la région
CA3 comparativement aux animaux Ovx recevant de 1’eau distillée. L’extrait a par ailleurs
prévenu la dégénérescence des neurones de la couche granulaire de I’hippocampe et 1’apparition

des noyaux hyperchromatiques au niveau du cortex.
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111.1.5.3.5- Effets de ’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la densité des neurones

dans les régions de I’hippocampe chez les rates ovariectomisées

La figure 60 démontre les effets de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la densité
des neurones dans les régions hippocampiques. L’ovariectomie a entrainé apres 112 jours, une
diminution significative (p < 0,01) du nombre de neurones au niveau des régions CAl et CA3.
L’extrait de plante mieux que le valérate d’cestradiol a augmenté significativement (p < 0,01) le
nombre de neurones au niveau CA1 de I’hippocampe en comparaison aux animaux Ovx. Au niveau
CA3, seule la dose d’extrait de 200 mg/kg a augmente de facon significative (p < 0,05) le nombre

de neurones au méme titre que le valérate d’cestradiol en comparaison aux animaux Ovx recevant

de I’eau distillée.
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Figure 60: Effet de I’extrait de Pterocarpus soyauxii sur la densité neuronale des régions CA1 et
CAZ3 chez les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n=5; !p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; p < 0,001, différence significative par
rapport au controle Sham-operated ; ?p < 0,05 ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a I’eau distillée. SHAM + H2O = Témoin Sham-operated recevant de 1’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose
de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la
dose de 100, 200 et 300 mg/kg.
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111.1.5.4- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur ’ostéoporose liée a

I’ovariectomie

111.1.5.4.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la mase relative du fémur

et du tibia et sur le taux de protéines totales fémorales chez les rates ovariectomisées

La figure 61 présente les effets du traitement curatif de 28 jours a I’extrait aqueux de P.
soyauxii sur la masse relative du femur et du tibia (61A) et sur le taux de protéines fémorales (61B)
chez les rates ovariectomisées. Il ressort de cette figure que 1’ovariectomie aprés 112 jours a
entrainé une diminution significative de la masse relative du fémur (p < 0,01) ainsi que du taux de
protéines fémorales (p < 0,001) comparativement aux animaux témoins Sham-operated.
L’administration de I’extrait de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg comparativement
aux animaux Ovx a augmenté de maniere significative (p < 0,05) la masse relative du fémur. Le
traitement aux doses de 200 et de 300 mg/kg a entrainé de maniere significative une augmentation

du taux de protéines fémorales respectivement de p < 0,01 et de p < 0,001 comparativement aux

animaux OvX.
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Figure 61: Effets du traitement de 28 jours a ’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la masse
relative du fémur (A) et du tibia et le taux de protéines fémorales (B) chez les rates

ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne = ESM ; n =5; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contrdle Sham-operated ; % < 0,05 ; °p < 0,01; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20O = Témoin Sham-operated recevant de ’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E;V a la dose
de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la
dose de 100, 200 et 300 mg/kg.
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111.1.5.4.2- Effets de P. soyauxii sur la densité du fémur chez les rates ovariectomisées

La figure 62 présente les effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux de P. soyauxii
sur la densité du femur chez les rates ovariectomisees. Il ressort de cette figure que la suppression
des ovaires a entrainé 112 jours apres, une diminution significative de la densité du fémur (p <
0,001) comparativement aux animaux témoins Sham-operated. L’administration de 1’extrait de
plante a comparativement aux animaux Ovx recevant de I’eau distillée augmenté de maniére

significative la densité du fémur a la dose de de 200 (p < 0,001) et de 300 (p < 0,01) mg/kg.
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Figure 62: Effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii

sur la densité du fémur chez les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente lamoyenne + ESM ; n =5 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au contréle Sham-
operated ; °p < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée.
SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif
recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E,V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS
200, Ovx + PS 300 = Animaux traités a I’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg.

111.1.5.4.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques éléments

figurés du sang chez les rates ovariectomisées

Les effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur quelques éléments figurés du sang chez les
rates ovariectomisees sont consignés dans le tableau XXXI. Ce tableau montre que 1’ovariectomie
a entrainé 112 jours apres, une augmentation significative (p < 0,01) du nombre de globules blancs
(GB) et non significative du nombre de monocytes par rapport aux animaux Sham-operated.
L’extrait aqueux de P. soyauxii a reduit de maniére non significative ces différents parametres

comparativement aux témoins Ovx.
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Tableau XXXI: Effets de Pterocarpus soyauxii sur quelques éléments figurés du sang chez les rates ménopausees

Parameétres GB (10%L) GR (10%%/L) HGB (g/dL) HCT (%) MO (10°/L)
Groupes
SHAM + H20 6,43 + 0,73 8,26 0,22 13,95 £ 0,26 45,00 £ 0,77 0,18 £ 0,01
Ovx + H20 10,14 +0,712 8,21+ 0,22 13,57 £ 0,35 43,62 + 0,88 0,24 £0,01
Ovx + ExV 6,73 =+ 0,602 8,73+ 0,06 14,12 + 0,17 46,47 £ 0,33 0,18 £ 0,02
Ovx + PS 100 8,05+0,70 8,81+0,35 14,07+0,48 47,27 £ 1,73 0,20 £ 0,02
Ovx + PS 200 8,75+ 0,40 8,83 £ 0,08 14,65 £ 0,16 48,05 + 0,45 0,17 £ 0,02
Ovx + PS 300 9,45 +0,791 8,77 £ 0,17 14,52 £ 0,33 47,67 +1,35 0,17 £ 0,02

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5). 1p < 0,05, différence significative par rapport au contrdle Sham-operated ; 2p < 0,05 ; différence significative

par rapport aux rates ovariectomisées traitées a 1’eau distillée, SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 =

Témoin négatif recevant le véhicule. OVX + E2V = Témoin positif recevant I’E;V a la dose de 1 mg/kg. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Animaux

traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et 300 mg/kg. GB = Globules blancs ; GR = Globules rouges ; HGB = Hémoglobine ; HCT =

hématocrite ; MO = Monocytes.
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111.1.5.4.4- Effets curatifs de ’extrait aqueux du duramen sur le taux sérique, urinaire et

osseux de calcium, phosphore et de magnésium chez les rates ovariectomissées

Le tableau XXXII présente les effets du traitement a 1’extrait aqueux du duramen de P.
soyauxii sur le taux serique, urinaire et osseux de calcium, de phosphore et de magnésium chez les
rates ovariectomisees apres 112 jours. L’ovariectomie a induit comparativement aux rats Sham-
operated, une diminution significative du taux de calcium au niveau sérique (p < 0,001) et fémoral
(p < 0,05) et une augmentation significative (p < 0,001) au niveau urinaire. L’extrait de plante en
comparaison aux rates Ovx a la dose de 100 mg/kg a de maniére significative (p < 0,05) augmenté
le taux de calcium fémoral et diminué celui urinaire. A la dose de 200 mg/kg, 1’extrait de plante a
augmenté significativement (p < 0,05) le taux de calcium sérique et a baissé toujours de maniére
significative (p < 0,01) la concentration de calcium urinaire par rapport aux animaux
ovariectomisés recevant de I’eau distillée. L extrait a la dose de 300 mg/kg a diminué de maniere
significative (p < 0,05) le taux de calcium urinaire rapport aux animaux ovariectomisés recevant

de I’eau distillée.

Concernant le phosphore, I’ovariectomie a entrainé une diminution significative du taux de
phosphore sérique (p < 0,01) et fémoral (p < 0,05) comparativement aux animaux sham-operated
recevant de I’eau distillée. L extrait de plante aux doses de 200 et de 300 mg/kg comparativement
aux animaux ovariectomises recevant de 1’eau distillée a augmenté significativement (p <0,01) le
taux de phosphore sérique a la dose de 300 mg/kg a augmenté significativement (p < 0,05) le taux

de phosphore osseux en comparaison aux animaux Ovx ayant recu de I’eau distillée.
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Tableau XXXII: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur le taux sérique, urinaire et osseux de calcium,

phosphore et de magnésium chez les rates ovariectomisees

Parametres Calcium (mmol/L) Phosphore (mmol/L) Magnésium (mmol/L)

Groupes Serum Fémur Urine Serum Fémur Sérum Fémur Urine

SHAM + H20 2,23+0,05 3,18+0,33 7,712+0,34 2,/3+0,02 10,74+0,25 0,45+0,01 0,32+ 0,05 2,32+0,10
Ovx + Hz0 1,82+0,04° 1,88+023" 11,07+0,13%  244+0,05° 889+057% 0,44+0,00 0,20 +£ 0,01 2,68+0,23
Ovx + E2V 2,13+0,042 2,61+0,27 8,33 + 0,28° 2,69 + 0,07b 10,54 + 0,202 0,45+0,01 0,32+ 0,05 2,14+0,10
Ovx + PS 100 1,96 +0,061 3,09+0222 917+0,782 263+0,02 9,73+0,27 0,47+0,00 0,34+ 0,04 2,25+0,10
Ovx + PS 200 2,09 +0,012 294+0,24 8,71 +0,23° 2,73+0,01° 10,40+0,49 0,50+ 0,02 0,25 + 0,04 2,47 +0,17
Ovx+PS300  193+0,04" 233%024 894 +0,48? 2,69+0,03° 10,62+0,13* 0,45+0,03 0,26 + 0,04 2,51 +0,49

Chaque valeur représente la moyenne + ESM ;n=5; 1p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au contrdle Sham-operated ; p < 0,05

:Pp < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin Sham-operated recevant

de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant I’E2V a la dose de 1

mg/kg PC. Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300, = Animaux traités a ’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 100, 200 et de 300 mg/kg.
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111.1.5.4.5- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur ’activité osseuse et
sérique de la phosphatase alcaline, sur la créatinine urinaire et sur quelques index

d’ostéolyse chez les rates ovariectomisees

Le tableau XXXIII présente les effets du traitement des rates Ovx a I’extrait aqueux du
duramen de P. soyauxii sur I’activité de la phosphatase alcaline (PAL) fémorale et sérique, le taux
de créatinine sérique et urinaire et sur les indexes d’ostéolyse. Il ressort de ce tableau que
I’ovariectomie a entrainé au bout de 112 jours, une diminution significative (p<0,001) de I’activité
de la PAL au niveau fémoral comparativement aux control Sham-operated. Il a été également
observé apres ovariectomie une élévation significative (p<0,01) du rapport calcium urinaire sur
créatinine urinaire. L’extrait de plante a la dose de 200 mg/kg a réduit significativement (p<0,05)

I’activité de la PAL en comparaison au control Ovx.
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Tableau XXXII1: Effets de Pterocarpus soyauxii sur 1’activité de la PAL sérique et osseuse, la créatinine urinaires et quelques index

d’ostéolyse chez les rates ovariectomisees

Parametres Créatinine (mg/dL) PAL (UI/L) Ca?*uri/Créauri Mg?*uri/Créauri
Groupes Sérum Urine Fémur Sérum
SHAM + H20 1,02 £ 0,03 15,19 £0,19 545,66 * 8,41 232,05 £ 6,56 0,50 £ 0,02 0,15+0,01
Ovx + H20 0,99 +0,02 16,10 + 0,54 397,24 + 15,59° 185,15 + 4,46° 0,69 +0,022 0,16 £ 0,01
Ovx + ExV 0,99 + 0,02 15,40 £ 0,24 549,20 + 16,09°¢ 197,45 + 2,65° 0,54 + 0,012 0,13+0,01
Ovx + PS 100 0,98 £ 0,02 14,83 + 0,55 398,39 + 15,73° 215,12 + 4,612 0,62 + 0,05 0,15+ 0,03
Ovx + PS 200 0,96 + 0,01 15,28 + 0,10 474,71 + 7,2712 206,55 * 3,621° 0,57+£0,01 0,16 £ 0,01
Ovx + PS 300 0,95+0,01 15,56 + 0,34 454,33 + 11,012 211,32 + 5,06% 0,57 +0,02 0,16 + 0,03

Chaque valeur représente la moyenne + ESM ;n=5; 1p < 0,05 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au Témoin Sham-operated ; < 0,05 ;
by < 0,01 ; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H.O = Témoin sham-operated recevant de
I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant le valerate d’oestradiol a la
dose de 1 mg/kg, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées et recevant I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii aux doses de 100,

200 et de 300 mg/kg. Ca?* uri = Calcium urinaire, Mg?* uri = Magnésium urinaire.
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111.1.5.4.6- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs du

statut oxydant féemoral chez les rates ovariectomisées

Les effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le taux de GSH (Figure 63A),
de nitrites (Figure 63 B) et de MDA (Figure 63C) au niveau fémoral sont réesumés sur la figure 63.

Les animaux du groupe Ovx recevant de 1’eau distillée comparativement au groupe sham-
operated ont présentés aprés 112 jours une diminution significative du taux de GSH (p<0,01) et

une augmentation significative du taux de nitrites (p<0,001) et de MDA (p<0,01).

L’extrait de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg et en comparaison aux animaux
Ovx recevant de 1’eau distillée a augmenté¢ significativement le taux de GSH (p<0,05) et de MDA

(p<0,01) respectivement.

A toutes les doses d’extrait, il a été observé une baisse significative (p<<0,001) du taux de
nitrites dans le fémur par rapport aux animaux Ovx. Le taux de MDA a diminué (p<0,01) de
maniére significative suite au traitement a 1’extrait de P. soyauxii a la dose de 300 mg/kg

comparativement aux rates Ovx recevant de 1’eau distillée.
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Figure 63: Effets de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur le taux de glutathion
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réduit (A), de nitrites (B) et de MDA (C) au niveau fémoral apres un traitement de 28 jours chez

les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; n =5 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contrdle Sham-operated ; % < 0,05 ; °p < 0,01; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a ’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de I’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant
le valerate d’oestradiol a la dose de 1 mg/kg, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées

et recevant I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/Kkg.

111.1.5.4.7- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la microarchitecture du

fémur et du tibia chez les rates ovariectomisées

La figure 64 montre les effets de Pterocarpus soyauxii sur la structure du fémur et du tibia.
Cette figure laisse voir que 1’ablation chirurgicale des ovaires a entrainé aprés 112 jours une
augmentation du nombre de lacunes de résorption et au niveau du tibia et du fémur ainsi qu’une
désorganisation de I’os trabéculaire du tibia en comparaison aux animaux sham-operated. L’extrait

a corrigé ces altérations comparativement aux animaux Ovx aux doses de 200 et de 300 mg/kg.
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Figure 64: Photographies montrant les effets de Pterocarpus soyauxii suite a un traitement de 28
jours sur la structure du fémur (100X, H-E) et du tibia (200X, H-E) chez les rates ovariectomisées.

SHAM + H0 = Témoin sham-operated recevant de ’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H2O = Témoin négatif recevant
de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant le valerate d’oestradiol a la dose de 1 mg/kg, Ovx
+PS 100, Ovx +PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées et recevant 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg. LR = Lacune de résorption, MO = Moelle osseuse, OT = Os trabéculaire.
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111.1.5.5- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur les troubles hépatiques et

rénaux chez les rates ovariectomisées

111.1.5.5.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs

biochimiques de la fonction hépatique chez les rates ovariectomiseées

Le tableau XXXIV présente les effets du traitement de 28 jours a I’extrait aqueux du duramen
de P. soyauxii sur I’activité sérique de ’ALAT et de I’ASAT et le taux de protéines hépatiques. Il
ressort de cette figure que I’ovariectomie a entrainé aprés 112 jours, une augmentation significative
de l’activité de ’ALAT et de ’ASAT (p < 0,05) et une baisse significative du taux de protéines
hépatiques (p < 0,001) comparativement au témoin sham-operated. L’administration de 1’extrait
de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg pendant 28 jours a entrainé en comparaison au témoin Ovx
ayant regu de 1’eau distillée, une diminution significative de 1’activité de PALAT (p <0,01) et de

I’ASAT (p < 0,05) et une augmentation significative du taux de protéines hépatiques (p < 0,05).

Tableau XXXIV: Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs

biochimiques de la fonction hépatique chez les rates ovariectomisées

Parametres ALAT (UI/L) ASAT (UI/L) Protéines (mg/g)

Groupes

SHAM + H,0 174,30 + 6,88 246,58 + 10,68 0,32 0,02
Ovx + H0 223,34 + 13,20* 302,23 + 3,95 0,14 £0,01°
Ovx + B2V 165,94 + 9,10° 254,81 + 4,272 0,29 +0,03"
Ovx + PS 100 196,23 + 9,10 273,47 + 8,27 0,23 +0,05
Ovx + PS 200 167,18 + 9,56° 247,63 + 5,79% 0,25 + 0,022
Ovx + PS 300 190,71 +12,29 259,70 + 11,78 0,23 +0,02

Chaque valeur représente la moyenne + ESM ; n =5 ; !p < 0,05, 3p < 0,001 ; différence significative par rapport au
témoin Sham-operated; p < 0,05 ; ®p < 0,01 ; différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a
I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H2O = Témoin
négatif recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant le valerate d’oestradiol a la dose
de 1 mg/kg, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées et recevant 1’extrait aqueux du
duramen de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg. ALAT = Alanine amino transférase, ASAT =
Aspartate amino transférase.
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111.1.5.5.2- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs

biochimiques de la fonction rénale chez les rates ovariectomisées

Le tableau XXXV présente les effets de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur
quelques marqueurs biochimiques de la fonction rénale chez les rates ovariectomisees. Il ressort
de ce tableau que, 1’ablation chirurgicale des ovaires a entrainé au bout de 112 jours et par rapport
aux rates Sham-operated, une diminution significative de la concentration des protéines rénales,
d’acide urique sérique (p < 0,01) mais n’a pas fait variée de maniére significative le taux de
créatinine sérique. L’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg au méme titre que le valerate
d’oestradiol a induit une augmentation du taux de protéines rénales de manicre significative (p <
0,05) par rapport aux rates Ovx recevant de 1’eau distillee. S’agissant du taux d’acide urique,
I’extrait de P. soyauxii a 200 mg/kg et a 300 mg/kg a reduit le taux d’acide urique sérique de

maniere significative (p < 0,05) par rapport aux rates Ovx recevant de I’eau distillee.

Tableau XXXV: Effets de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs

biochimiques de la fonction rénale chez les rates ovariectomisées

Paramétres Protéines (mg/g) Créatinine (mg/dL) Acide urique (mg/dL)
Groupes

SHAM + H20 0,28 £ 0,01 1,02 £0,03 1,49 £ 0,02

Ovx + HO 0,16 + 0,07 0,99 + 0,02 1,66 + 0,022
Ovx + ExV 0,23 + 0,002 0,99 + 0,02 1,50 + 0,032
Ovx + PS 100 0,17 +£0,01 0,98 + 0,02 1,55 +0,04

Ovx + PS 200 0,20 = 0,06? 0,96 £ 0,01 1,50 + 0,032
Ovx + PS 300 0,17 £0,02 0,95+ 0,01 1,52 + 0,022

Chaque valeur représente la moyenne + ESM ; n =5 ; 2p < 0,01 ; différence significative par rapport au témoin Sham-
operated; 2p < 0,05; différence significative par rapport aux rates ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM +
H20 = Témoin sham-operated recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau
distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant le valerate d’oestradiol a la dose de 1 mg/kg, Ovx + PS
100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées et recevant 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii

aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg.
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111.1.5.5.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de p. soyauxii sur quelques marqueurs du

statut oxydant rénale et hépatique chez les rates ovariectomisées

La figure 65 est une représentation des effets de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus
soyauxii sur quelques parametres du statut oxydant dans le rein et le foie des rates ovariectomisées.
Il ressort de la figure 66A que I’ovariectomie a entrainé au bout de 112 jours, une diminution
significative (p <0,01) du taux de GSH dans le foie et le rein comparativement aux animaux sham-
operated. Le traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg a entrainé une
augmentation significative (p < 0,05) du taux de GSH dans le foie comparativement aux animaux

ovariectomisés ayant recu de I’eau distillée.

Concernant la figure 65B, I’ovariectomie a entrainé apres 112 jours une diminution
significative du taux de nitrites dans le rein (p < 0,01) et le foie (p < 0,001) comparativement aux
animaux Sham-operated. Le traitement a 1’extrait aqueux de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg a
entrainé une augmentation significative (p < 0,05) de ce taux de nitrites comparativement aux

animaux ovariectomisés ayant recu de I’eau distillée.

S’agissant de la figure 65C, il a été noté une augmentation significative du taux de MDA
dans le rein (p < 0,01) et le foie (p < 0,001) des animaux ayant subi une ablation chirurgicale des
ovaires et ayant regu de 1’eau distillée comparativement aux animaux Sham-operated. Le
traitement a I’extrait aqueux de P. soyauxii a entrainé une diminution significative du taux de MDA
aux doses de 100 (p < 0,05), de 200 (p < 0,01) et de 300 mg/kg (p < 0,05) dans le foie
comparativement aux animaux ovariectomisés ayant recu de 1’eau distillée. Seule la dose de 200
mg/kg a entrainé une baisse significative du taux de MDA dans le rein de maniére significative (p

< 0,05) en comparaison aux animaux ovariectomisés ayant recu de 1’cau distillée.
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Figure 65: Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs du statut

oxydant rénale et hépatique chez les rates ovariectomisées.

Chaque barre représente la moyenne = ESM ; n =5 ; ?p < 0,01 ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au
contréle Sham-operated ; ?p < 0,05 ; °p < 0,01; °p < 0,001, différence significative par rapport aux rates
ovariectomisées traitées a I’eau distillée ; SHAM + H20 = Témoin sham-operated recevant de 1’eau distillée (10
mL/kg) ; Ovx + H20 = Témoin négatif recevant de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant
le valerate d’oestradiol a la dose de 1 mg/kg, Ovx + PS 100, Ovx + PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées

et recevant I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii aux doses de 100, 200 et de 300 mg/Kkg.

111.1.5.5.4- Effets de ’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la structure du foie et

du rein chez les rates ovariectomisées

La figure 66 montre les effets de Pterocarpus soyauxii sur la structure du foie et du rein
chez les rates ovariectomisées. Il s’avere que I’ovariectomie aprés 112 jours et en comparaison
aux animaux sham-operated a entrainé une infiltration leucocytaire hépatique mais n’a pas modifié
la structure du rein. L’extrait apres 28 jours de traitement a corrigé ces altérations comparativement

aux animaux Ovx.
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Figure 66: Photographie de la structure du foie et du rein (X200, H-E) chez les rates

ovariectomisées et traitées a 1’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii pendant 28 jours.

SHAM + H0 = Témoin sham-operated recevant de ’eau distillée (10 mL/kg) ; Ovx + H2O = Témoin négatif recevant
de I’eau distillée (10 mL/kg), Ovx + E2V = Témoin positif recevant le valerate d’oestradiol a la dose de 1 mg/kg, Ovx
+PS 100, Ovx +PS 200, Ovx + PS 300 = Rates ovariectomisées et recevant 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg. Foie ; Vp = Veine porte, He = Hépatocyte, Cb = Canalicule biliaire, IL =
Infiltration leucocytaire, Ah = Artére hépatique ; Rein : G = Glomérule, Eu = Espace urinaire.
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111.1.6- Effets de D’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques
parametres de la fonction de reproduction chez les rates normales
111.1.6.1- Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur 1’évolution
pondérale chez les rates normales

La figure 67 présente les effets de I’administration de 1’extrait aqueux de P. soyauxii sur
I’évolution pondérale des rates normales pendant 28 jours. On observe aucune différence
significative de 1’évolution de la masse pondérale entre les animaux témoins et les animaux
recevant I’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg pendant cette période

expérimentale comparativement aux rats normaux ayant recu de 1’eau distillée.
40+
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Figure 67: Effets de de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur 1’évolution pondérale des
rates normales.

Chaque point représente la moyenne + ESM ; n = 5 ; différence significative par rapport au contréle normal traité a
I’eau distillée ; NOR + H20 = contrdle normal recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR + PS 200 = Animaux
normaux traités a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux normaux traités a 1’extrait
de P. soyauxii & la dose de 300 mg/kg.

111.1.6.2- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la concentration sérique,

utérine et ovarienne de protéines chez les rates normales

La figure 68 résume les effets de I’administration de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur le
taux sérique, utérin et ovarien de protéines chez les rates normales. 1l ressort que 1’extrait a entrainé
une diminution significative du taux de protéines comparativement aux animaux normaux recevant
de I’eau distillée aux doses de 200 (p <0,01) et de 300 mg/kg (p <0,05).
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Figure 68: Effets de de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la concentration de protéines

sérique (A), utérine et ovarienne (B) chez les normales.

Chaque barre représente la moyenne + ESM ; (n =5) ; 2p < 0,01, différence significative par rapport au contrdle normal
traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR + PS 200 =
Animaux normaux traités a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux normaux traités

a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 300 mg/kg.

111.1.6.3- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la concentration sérique

et ovarienne de cholestérol chez les rates normales

La figure 69 montre le taux sérique et ovarien de cholestérol chez les rates normales recevant
I’extrait de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg. On note par rapport aux rates normales
recevant de 1’eau distillée, une diminution significative du taux de cholestérol sérique a la dose de

200 (p <0,01) et de 300 mg/kg (p <0,05).

Au niveau ovarien, I’extrait aux deux doses testées a entrainé une augmentation significative
(p <0,01) du taux de cholestérol comparativement aux animaux normaux ayant recu de I’eau

distillée.
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Figure 69: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la concentration
sérique (A) et ovarienne (B) en cholestérol chez les normales.

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5) ; *p < 0,05 ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au
Témoin normal traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR
+ PS 200 = Animaux normaux traités a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux

normaux traités a I’extrait de P. soyauxii & la dose de 300 mg/kg.

111.1.6.4- Effets de P. soyauxii sur la concentration sérique d’cestradiol chez les rates
normales

La figure 70 présente les effets de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la
concentration sérique de 1’cestradiol chez les rates normales. Il ressort de cette figure que, 1’extrait
aqueux du duramen de P. soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg par rapport aux rates normales
ayant recu de I’eau distillée a diminué significativement (p <0,001) la concentration d’cestradiol

sérique.
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Figure 70: Effets de de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la concentration

sérique d’cestradiol chez les normales.

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5) ; 3p < 0,001, différence significative par rapport au témoin normal
traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR + PS 200 =
Animaux normaux traités a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux normaux traités
a I’extrait de P. soyauxii & la dose de 300 mg/kg.

111.1.6.5- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la concentration sérique
de FSH et de LH chez les rates normales

Les effets de P. soyauxii sur le taux sérique de FSH et de LH chez les rates normales pendant
28 jours aux doses de 200 et de 300 mg/kg sont consignés sur la figure 71. Il ressort de cette figure
que I’extrait aqueux de P. soyauxii a entrainé une diminution significative (p <0,01) du taux de
LH sérique aux doses de 200 et de 300 mg/kg. La dose de 200 mg/kg a entrainé une diminution
significative du taux de FSH sérique comparativement aux animaux normaux ayant recu de I’eau

distillée.
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Figure 71: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le taux sérique de LH et de FSH
chez les rates normales.

Chaque barre représente la moyenne + ESM (n = 5) ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au Témoin normal
traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR + PS 200 =
Animaux normaux traités a I’extrait de P. soyauxii a la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux normaux traités
a I’extrait de P. soyauxii & la dose de 300 mg/kg.

111.1.6.6- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur la structure du vagin, de

I’utérus et sur la cytologie vaginale chez les rates normales

La figure 72 présente les effets de 1’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii
aux doses de 200 et de 300 mg/kg sur la structure de 1’utérus et du vagin et sur la cytologie vaginale
ainsi que sur I’histomorphométrie du vagin et de 1’utérus chez les rates normales. Cette figure
présente une structure normale de I'utérus, un épithélium vaginal présentant des couches
germinatives, granuleuses et cornées dans tous les lots et un frottis vaginal présentant des cellules
kératinisées. L’extrait a la dose de 200 mg/kg a entrainé de facon significative (p <0,05) une
diminution de la taille de I’épithélium vaginal et utérin comparativement aux animaux normaux

ayant recu de 1’eau distillée.
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Figure 72: Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur la structure de 1’utérus, du vagin

Epitélium vaginal (um)

(100X, H-E) et sur la cytologie vaginale (100X, Papanicolaou) chez les rates normales.

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5). p < 0,05, différence significative par rapport au témoin normal
traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de 1’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR + PS 200 =
Animaux normaux ayant re¢u I’extrait de P. soyauxii & la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux normaux
ayant regu I’extrait de P. soyauxii & la dose de 300 mg/kg. Utérus : Eu = Epithélium utérin, Lu = Lumiére utérine, St
= Stroma ; Vagin : Sc = Stratum corneum, Sg = Stratum granulosum, Ch = Chorion, Lv = Lumiére vaginale, Sm =

Statum mucosum ; Cytologie vaginale : Cs = Cellules superficielles.
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111.1.6.8- Effets de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur le nombre de follicules

ovariens et la structure de ’ovaire chez les rates normales

La figure 73 montre les effets de I’administration de 1’extrait aqueux du duramen de P.
soyauxii sur le nombre des différents types de follicules ovariens et la structure de 1’ovaire. 1l
ressort de cette représentation que 1’extrait de P. soyauxii a induit une diminution significative du
nombre de corps jaunes chez les animaux recevant I’extrait a la dose de 200 mg/kg (p <0,01) et de

300 mg/kg (p <0,05) comparativement aux animaux normaux recevant de 1’eau distillée.

Aux différentes doses d’extrait et en comparaison aux rates normales recevant de 1’eau
distillée, il a été observé une diminution significative du nombre de follicules secondaires (p <0,05)
et tertiaires (p <0,01). L’extrait a la dose de 200 mg/kg a entrainé une diminution significative du
nombre de follicules totaux (p <0,05) en comparaison aux animaux normaux ayant re¢u de 1’eau
distillée. La figure 73 montre une augmentation non significative du nombre de follicules primaires

et atrésiques avec les différentes doses d’extrait.
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Figure 73: Effet de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur le nombre de follicules ovariens

et la structure de 1’ovaire (100X, H-E) chez les rates normales.

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5) ; 'p < 0,05 ; ?p < 0,01, différence significative par rapport au
témoin normal traité a I’eau distillée ; NOR + H20 = Témoin normal recevant de I’eau distillée (10 mL/kg) ; NOR +
PS 200 = Animaux normaux ayant recu 1’extrait de P. soyauxii & la dose de 200 mg/kg, NOR + PS 300 = Animaux
normaux ayant recu ’extrait de P. soyauxii a la dose de 300 mg/kg. Cj = corps jaune, Ft = follicule tertiaire, Fa =
follicules atrésiques, Fpd = follicule primordiaux, Fp = follicule primaire, Fs = follicule secondaire, Fg = follicule de
Degraaf, Ftx = follicules totaux, P = Primaire, S = Secondaire, Ter = tertiaire, G = Degraaf, A = Atrésiques, Ttx =

Totaux.
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I11.1.7- Toxicité aigué et subchronique de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii
I11.1.7.1- Toxicité aigué de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii

Le tableau XXXVI présente les effets de 1’extrait aqueux de P. soyauxii aux doses de 2000
et de 5000 mg/kg sur quelques paramétres comportementaux. On note que 1’extrait de plante a la
dose de 2000 mg/kg n’a présenté aucun signe de toxicité au regard des parametres cliniques
évalués. A 5000 mg/kg, I’extrait a entrainé 1h apres administration une réduction de la sensibilité
aux bruits, au toucher et une apparition des selles liquides. Ces modifications comportementaux

ont disparu aprés 24h.
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Tableau XXXVI: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques parametres comportementaux

Groupes Locomotion Sensibilité Aspect Etat du Taille de I’échantillon
Bruits | Toucher | Agressivité | desselles | Pelage Nombre initial Nombre final
1h N G 5 5
2h N N N N G N 5 5
Nor + H20 24h N N N N G N 5) )
14 jours N N N N G N 5 5
1h N N N N G N 5 5
2h N N N N G N 5) )
Nor + PS 2000 24h N N N N G N 5) )
14 jours N N N N G N 5 5
1h D N- N- N- G L 5) 5
2h D N- N G N 5) 5
Nor + PS 5000 24h N N N G N 5 5
14 jours N N N N G N 5 5

Nor + H,O = rats normaux ayant re¢u de I’eau distillée, Nor + PS 2000 et Nor + PS 5000 = rats normaux ayant recu 1’extrait aqueux du duramen

de Pterocarpus soyauxii aux doses respectives de 2000 et de 5000 mg/kg ; Réaction : Normale (N) ; Peu normale (N-) ; Diminué (D) ; Aspect des
selles : Granuleux (G), Liquide (L).
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111.1.7.2- Toxicité subchronique de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii
111.1.7.2.1- Effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur les parameétres anthropométriques
111.1.7.2.1.1- Effets sur I’évolution pondérale

La figure 74 présente la variation du gain pondéral hebdomadaire chez les animaux recevant
I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii. Cette figure montre que 1’extrait aqueux de P. soyauxii
aux doses de 200, 400 et de 800 mg/kg n’a entrainé aucune variation significative du poids corporel

des animaux comparativement aux rates normales recevant de 1’eau distillée.
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Figure 74: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur 1’évolution

pondérale .

Chague point représente la moyenne £ ESM (n = 5). Nor = animaux normaux recevant de I’eau distillée, PS 200, PS
400 et PS 800 = Animaux normaux recevant I’extrait du duramen de P. soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg,
Nor-sat et SAT = Animaux normaux recevant respectivement de 1’eau distillée et I’extrait de P. soyauxii a la dose de
800 mg/kg et privé de traitement pendant 14 jours aprés le traitement de 28 jours.

111.1.7.2.1.2- Effets de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative de quelques organes au

terme de ’administration en étude de toxicité subaigué

La figure 75 présente les effets de I’administration de 1’extrait aqueux du duramen de P.
soyauxii sur la masse relative du foie, rein, poumon et de la rate. Chez les animaux recevant
I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii aux doses de 200, 400 et de 800 mg/kg, il n’a été noté

aucune variation significative de la masse relative du foie, du rein, du poumon et de la rate.
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Figure 75: Effets de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur la masse relative du

foie, du rein, du poumon et de la rate au terme de 1’administration en étude de toxicité subaigué.

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5). Nor = animaux normaux recevant de I’eau distillé, PS 200, PS
400 et PS 800 = Animaux normaux recevant I’extrait du duramen de P. soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg,
Nor-Sat et PS 800-Sat = Animaux normaux recevant respectivement de 1’eau distillée et I’extrait de P. soyauxii a la
dose de 800 mg/kg et privé de traitement pendant 14 jours apres le traitement de 28 jours.

111.1.7.2.2- Effets de I’extrait aqueux de Pterocarpus soyauxii sur quelques paramétres

hématologiques au terme de ’administration en étude de toxicité subaigué

Le tableau XXXVII traduit les effets de ’administration subchronique de I’extrait aqueux

du duramen de P. soyauxii sur quelques paramétres hématologiques.

Suivant ce tableau, I’extrait de plante en comparaison aux animaux ayant recu de I’eau
distillée a entrainé a la dose de 200 mg/kg une baisse significative du taux de globules blancs (p
<0,05). Il a également été noté une diminution significative du nombre de globules rouges (p
<0,05) et globules blancs (p <0,01) a la dose de 800 mg/kg en comparaison aux animaux normaux
recevant de D’eau distillée. 11 n’a €té noté aucune variation significative des parametres
hématologiques entre les animaux du lot satellite recevant 1’extrait de plante a la dose de 800

mg/kg et les animaux témoins satellites.
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Tableau XXXVII: Effets de I’administration de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii sur quelques parametres hématologiques

au terme de I’administration en étude de toxicité subaigué

Parametres

Groupes GB (10%L) GR (10%%/L) PLT (10%L) HGB (g/dL) HCT (%) MCYV (fL)

Nor 7,35+0,18 7,22+0,13 466,01 + 41,31 12,75 £ 0,59 49,13 + 1,13 65,82 +2.,05
Nor-Sat 7,52£0,12 728+0,34 548,01 +26,86! 13,15 +0,52 48,05+1,95  66,15+1,02
PS 200 6,36 = 0,06 7,26 +0,22 584,53 + 42,58 13,53 £0,42 52,10+ 1,34 6598 +1,05
PS 400 6,10 + 1,86! 6,77 £ 0,19 463,10 + 30,36 12,63 + 0,46 48,10 + 1,91 66,15 + 1,03
PS 800 5,86+ 0,112 5,81 £0,49' 442,15+ 66,94 11,76 £ 0,57 46,70 1,74  64,65+1,19
PS800-SAT 7,63 +0,10 7,14+ 0,11 44547 + 38,92 12,85 + 0,45 5027 +1,28 64,01 1,05

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5). 1p < 0,05 : différence significative par rapport au témoin normal ;%p < 0,05 différence significative par rapport

au témoin normal-satellite. Nor = animaux normaux recevant de 1’eau distillé, PS 200, PS 400 et PS 800 = Animaux normaux recevant I’extrait du duramen de P.

soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg, Nor-sat et PS 800-Sat = Animaux normaux recevant respectivement de 1’eau distillée et ’extrait de P. soyauxii a la

dose de 800 mg/kg et privé de traitement pendant 14 jours apres le traitement de 28 jours. GB = nombre de globules blancs par volume de sang ; GR = nombre de

globules rouges ; HGB = Hémoglobine ; HCT = hématocrite ; HCT = Hématocrite ; MCV = VVolume corpusculaire moyen, PLT = Nombre de plaquettes sanguines.
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111.1.7.2.3- Effets de ’extrait aqueux de P. soyauxii sur quelques marqueurs sériques de la

fonction hépatique et rénale au terme de ’administration en étude de toxicité subaigué

Le tableau XXXVIII traduit les effets de I’administration subchronique de 1’extrait aqueux
du duramen de P. soyauxii sur quelques marqueurs de la fonction hépatique et rénale. L’ extrait de
plante en comparaison aux animaux ayant recu de 1’eau distillée a entrainé a la dose de 800 mg/kg
une augmentation significative de 1’activité de ’ASAT (p <0,01) et de ’ALAT (p <0,05). Il a été
noté aucune variation significative du taux de créatinine, d’acide urique, de la bilirubine totale et
directe en comparaison aux animaux normaux recevant de 1’eau distillée. Il n’a été noté aucune
variation significative de la fonction hépatique et rénale évalués entre les animaux du lot satellite

recevant I’extrait de plante a la dose de 800 mg/kg et les animaux normaux satellites.
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Tableau XXXVIII: Effets de I’administration de I’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii sur quelques parametres sériques

de la fonction hépatique et rénale au terme de I’administration en étude de toxicité subaigué

Parameétres  ASAT (UI/L) ALAT (UI/L) BIL-T (umol/L) BIL-D (umol/L) Créatinine Acide urique

Groupes (mg/dL) (mg/dL)

Nor 275,45 £ 6,05 177,92 + 3,87 17,53 £ 0,67 4,65+ 0,07 1,016 £ 0,021 1,45+ 0,10
Nor-Sat 252,58 £13,20 166,36 + 3,83 18,25 +0,37 443 +0,13 1,007 £0,011 1,43 £ 0,05
PS 200 287,35+ 13,26 159,60 + 2,52 18,33 £ 0,80 4,01 £ 0,06 0,934 £ 0,030 1,40 £0,03
PS 400 294,53 £ 9,85 185,15+ 4,29 20,60 £ 0,44 4,96 + 0,36 1,158 £0,051 1,42 +0,03
PS 800 340,08 + 9,882 194,76 + 4’291 21,75 + 0,46 5,80 + 0,262 0,195 + 0,025 1,62 + 0,08
PS 800-Sat 294,01 £ 8,69 173,19 +£4,30 19,69 + 0,95 4,71 +0,10 0,996 + 0,083 1,46 + 0,02

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n = 5). 2p < 0,01 : différence significative par rapport au contréle Sham-operated ;%p < 0,05 différence significative

par rapport au contréle Ovx. Nor = animaux normaux recevant de 1’eau distillé, PS 200, PS 400 et PS 800 = Animaux normaux recevant I’extrait du duramen de

P. soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg, Nor-Sat et PS 800-Sat = Animaux normaux recevant respectivement de I’eau distillée et I’extrait de P. soyauxii

a la dose de 800 mg/kg et privé de traitement pendant 14 jours apres le traitement de 28 jours. ALAT = Alanine aminotransférase, ASAT = Aspartate

aminotransférase, BIL-T = Bilirubine totale, BIL-D = Bilirubine directe.
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111.1.7.2.4- Effets de ’extrait aqueux de P. soyauxii sur la structure du rein, du poumon, de

la rate et du foie au terme de I’administration en étude de toxicité subaigué

La figure 76 présente les effets de I’extrait aqueux de P. soyauxii sur la structure du rein, de
la rate, du poumon et du foie des rates normales. Les coupes histologiques du rein, du poumon, de
la rate et du foie des animaux du groupe témoin normal et des animaux traités a 1’extrait aqueux
de P. soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg montrent une structure normale foie
(parenchyme hépatique avec une veine centrolobulaire et des hépatocytes bien distincts), du rein
(parenchyme normal avec un glomérule et un espace urinaire bien distincts, du poumon
(Epithélium pulmonaire, sac alvéolaire et paroi musculaire bien distincts) et de la rate avec une

pulpe blanche et une pulpe rouge.
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Figure 76: Effets de Pterocarpus soyauxii sur la structure du rein, du poumon, de la rate et foie
(100X, H-E) et du rein (200X, H-E) au terme de 1’administration en étude de toxicité subaigué.

Nor = animaux normaux recevant de 1’eau distillé, PS 200, PS 400 et PS 800 = Animaux normaux recevant 1’extrait du duramen
de P. soyauxii aux doses de 200, 400 et 800 mg/kg, Nor-sat et PS 800-sat = Animaux normaux recevant respectivement de 1’eau
distillée et I’extrait de P. soyauxii a la dose de 800 mg/kg et privé de traitement pendant 14 jours apres le traitement de 28 jours.;
Foie ; Vp = Veine porte ; He = Hépatocyte ; Cb = canalicule biliaire ; Rein ; G = Glomérule ; Eu = Espace urinaire; Poumon ;
Pm = Paroi musculaire; Sa = sac alvéolaire ; Ep = épithélium pulmonaire; Rate ; Cg = centre germinal; Pb = pulpe blanche; Pr
= pulpe rouge.
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I11.2- Discussion

La présente étude a eu pour objectif principal 1’évaluation des effets des phyto-cestrogénes
du duramen de P. soyauxii chez le rat Wistar sur quelques symptémes de la ménopause chez la
rate Wistar.

L'appareil reproducteur féminin est la principale cible des cestrogenes. Leurs actions sont
principalement médiées par leurs récepteurs intracellulaires spécifiques au niveau des cellules
cibles (Gronemeyer, 1992). La diminution du taux de protéines utérines, de la masse relative de
I’utérus et de 1’épithélium utérin tant dans le test utérotrophique classique que dans le model
ménopausique de 84 jours serait attribuable a la déficience cestrogénique due a la suppression des
ovaires. Ces résultats sont similaires a ceux de Zingue el al. (2017), Oumarou et al. (2017) et a
ceux de Mengue et al., (2023) qui ont montré tour a tour une variation similaire des parametres
susmentionnés chez les rates ovariectomisées. En effet, il il est bien connu que I’ovariectomie
induit une diminution de I’expression de divers facteurs de croissance (EGF et IGF-1) nécessaires
a la différenciation des cellules utérines (Westwood, 2008). L’extrait aqueux du duramen de P.
soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a induit une augmentation de la taille de 1’épithélium
utérin, une augmentation de la masse relative de 1’utérus ainsi que du taux de protéines utérines
apres trois jours de traitement dans le test utérotrophique classique. Ces effets sur I’utérus ont
disparu dans le model ménopausique de 84 jours apres un traitement de 28 jours a I’extrait de
plante. P. soyauxii mimerait les effets des cestrogénes au niveau de 1’utérus a court terme. Wang
et al. (2000) ont établi que les REa sont les plus exprimés au niveau de I’utérus. Mohamed et
Abdel-Rahman. (2000) ont par contre montré une augmentation de 1’expression des REa suite a
une ovariectomie a long terme. Ces données permettraient d’indiquer que 1’action utérotrophique
notée dans le test utérotrophique classique ne serait pas due préférentiellement a la liaison des
molécules bioactives de P. soyauxii aux REa de I’utérus. P. soyauxii augmenterait la masse relative
de I’utérus en induisant une rétention d’eau au niveau de I’'utérus comme il a été suggeré dans les
travaux de Oumarou et al. (2017) et dans ceux de Zingue et al. (2014) qui ont montré que des
plantes présentant une activité cestrogénique pouvaient induire une imbibition d’eau au niveau de

I’utérus augmentant ainsi sa masse relative.

Outre I’utérus, le vagin constitue une autre cible primaire sur laquelle les cestrogénes agissent

via leurs récepteurs. La predominance des leucocytes et des cellules parabasales sur le frotti
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vaginal, la diminution de Ia taille de I’épithélium vaginal, la suppression de la stratification et de
la cornification de I’épithélium vaginal sont la résultante de la déplétion cestrogénique
postovariectomie (Gallo et al., 2005). En effet, il est connu que la suppression des ovaires chez les
rates entraine des modifications histo-morphologiques susmentionnées (Njamen et al., 2008,
Ngoungouré et al., 2019, Mengue et al., 2023). La déplétion cestrogénique serait responsable de la
sécheresse vaginale et d’une atrophie vaginale ; ceci due a I’arrét de la prolifération et de la
maturation de I’épithélium vaginal. La cornification, la stratification du vagin, ’augmentation de
la taille de 1’épithélium vaginal et de la densité des cellules foliacées sur les frottis vaginaux tant
dans le test utérotrophique classique que dans le model ménopausique aprés traitement a 1’extrait
de plante traduiraient une activité vaginotrophique de P. soyauxii suite a un traitement aigu et
chronique. Les travaux de Wang et al. (2000) ont montré que les RE sont prédominant au niveau
de I’épithélium vaginal. Les PEs auraient cependant une forte affinité de 30 fois supérieure pour
les REP que pour les REa (Turner et al., 2007). P. soyauxii au travers de ses métabolites bioactifs
agirait via les REB pour induire ses activités vaginotrophiques. L’analyse LC-MS a révélé la
présence dans I’extrait de plante de 1’acide linoléique qui est connu pour sa capacité a entrainer
une cornification et une stratification du vagin (Saadat et Latiffah, 2013). Les flavonoides dont la
concentration par gramme d’extrait selon 1’analyse quantitative était de 63,42 + 2,16 équivalent de
querceétine et qui représentent la famille des phyto-cestrogénes les plus puissants (Choi et al., 2008)
seraient capables de se lier aux REP induisant ainsi une activité vaginotrophique. Cette activité
vaginotrophique REB-dépendante des flavonoides a été confirmée dans les travaux de Guillermo
et al. (2008).

Comme I’utérus et le vagin, la glande mammaire constitue Hune cible préférentielle des
cestrogénes (Wayne et al., 2000). lls agiraient préférentiellement par les REa qui induisent la
prolifération des cellules épithéliales mammaires et le développement de la glande mammaire
(Wayne et al., 2000, Berry et al., 2003, Feng et al., 2007) mais moins sur les REB qui régulent
négativement I’action prolifératrice des cestrogenes au niveau mammaire (Cotrim et al., 2013). La
diminution du diameétre des acini mammaires ainsi que 1’absence des secrétions dans la lumiere
acinaire seraient donc liée a la déplétion cestrogénique. Ces resultats sont semblables & ceux de de
Zingue et al. (2017) et de Mengue et al. (2023) qui ont montré que 1’ovariectomie entrainait chez
les rates des modifications morphogeéniques de la glande mammaire similaires a celles du present

travail. 1l est clairement établi depuis des années que I’ovariectomie inhibe la prolifération des
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cellules épithéliales mammaires et leur fonction sécrétoire (Berry et al., 2003), ceci expliquerait
I’absence des secrétions colorables par 1’éosine dans la lumiere des acinis mammaires chez nos
rates. L’induction des sécrétions éosinophiles dans la lumiere des acinis mammaires dans le test
utérotrophique classique et pas dans le model ménopausique suite au traitement traduirait que P.
soyauxii aurait des effets mammotrophiques lors d’un traitement aigu et anticestrogéniques sur la
glande mammaire a la suite d’un traitement chronique. Les travaux de Berry et al. (2003) ont
montré que I’ovariectomie augmente la proportion de cellules présentant des REa au niveau de
I’épithélium mammaire. Helguero et al. (2005) montrent par contre que les REp une fois activés
par un ligand inhibent la prolifération des cellules épithéliales de la glande mammaire et médient
les effets des substances a activité anti-mammotrophiques. Les composés bioactifs de P. soyauxii
auraient plus d’affinité avec les REp a long terme expliquant la non variation de la taille des acinis
mammaires chez les animaux traités a P. soyauxii par rapport au groupe Ovx dans le modéle
ménopausique. L’analyse LC-MS a révélé la présence dans 1’extrait de plante du mono (2-
ethylhexyl) phthalate (MEHP) et des ptérostilbénes qui ont montré in vitro une activité
anticestrogéniques par inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 via les REa (Chi et al.,
2014, Da-Hye Kim et al., 2019). L’acide linoléique, métabolite identifié dans 1’extrait de plante,
aurait aussi egalement une activité anticestrogéniques en inhibant l'activation transcriptionnelle
médiée par les éléments de réponse aux cestrogénes (ERE) et en régulant négativement
I’expression des REa (Jingbo et Neil, 2005). A court terme, P. soyauxii par ses métabolites
bioactifs aurait induit la prolifération et I’activité sécrétoire des cellules épithéliales mammaires
probablement par une voie parallele aux REa. Ces actions de P. soyauxii sur le vagin, I’utérus et
la glande mammaire souléveraient le caractére modulateur sélectif des métabolites de P. soyauxii
vis-a-vis des REs ; avec une prédominance pour les REB (Diel et al., en 2004). Le type de
récepteurs des cestrogenes prépondérants au niveau utérin et mammaire €tant plutdt I’isotype a
(Velders etal., 2012). Cette sélectivité receptorielle offrirait de ce fait une sécurité pour les femmes
ménopausées qui n’ont pas subi d’hystérectomie et prédisposées au cancer du sein et de I’utérus

vis-a-vis du THM (Grosse et al., 2009).

Outre [I’atrophie des organes génitaux, |’ovariectomie a entrainé a long terme,
I’augmentation de la masse relative de la graisse abdominale, du gain pondéral et une dyslipidémie
qui s’est accompagné d’une augmentation de I’index athérogénique. Ces résultats sont similaires

avec ceux de Dzeufiet et al. (2015), Ngoungouré et al. (2017) et de Somayeh et al. (2018) qui ont
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montré que 1’ovariectomie comme modéle de ménopause chez les rongeurs était associée a une
prise de poids, a une augmentation de la graisse viscérale, a une dyslipidémie ainsi qu’a une
augmentation de I’index athérogénique. En effet, la déficience cestrogénique augmente 1’activité
de la lipoprotéine lipase, action qui est a I’origine d’une accumulation des acides gras dans le sang
et donc d’une dyslipidémie (Park et al., 2008). Durant le cycle cestral, on note une augmentation
de la prise alimentaire et de la masse corporelle pendant 1’ovulation, période durant laquelle le
taux d’cestrogénes est tres faible (Wade, 1976). Cette observation permet de montrer que les
cestrogenes régulent négativement la prise alimentaire et le gain pondéral associé. Cela étant,
I’augmentation de la masse corporelle et de la graisse abdominale chez les rates ovariectomisés
seraient la résultante d’une augmentation d’une prise alimentaire et d’une accumulation des
graisses au niveau du tissu adipeux (Roy et Wade, 1977, McElroy et Wade, 1987, Dzeufiet et al.,
2015). 1l est par ailleurs établi que 1’oxydation par les radicaux libres du LDL-Cholestérol serait a
I’origine d’une athérosclérose (Kailash et al., 1994). Ce mécanisme expliquerait 1’élévation de
I’index athérogéne dans la présente étude ou il a été noté chez les rates ovariectomisées une
¢lévation du taux de MDA et une baisse du taux de GSH caractéristique d’un stress oxydant et une
élévation du taux de LDL-Cholestérol. L’administration de I’extrait de plante a corrigé de maniere
significative en comparaison au témoin Ovx I’élévation de la graisse abdominale, de la masse
corporelle ainsi que la dyslipidémie. Ces effets de 1’extrait de plante pourraient étre attribués au
3',5'-dimethoxy-4-Stilbenol encore appelé ptérostilbéne dont la présence a été révélé dans I’extrait
a I’aide de I’analyse LC-MS. En effet, les ptérostilbénes qui constituent une classe de PEs sont
connus pour leurs effets antiadipogénique et hypotriglyceridémiant en inhibant la prolifération et
la différenciation des cellules 3T3-L1 en adipocytes, I’accumulation des acides gras et 1I’expression
de la Diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGATL) qui est une enzyme responsable de la synthese
des triglycérides (Seo et al., 2017). Par ailleurs, les ptérostilbénes sont connus pour entrainer une
réduction de 1’expression du "Peroxisome proliferator activated receptors y" (PPARY) (Seo et al.,
2017) qui est incriminé dans les processus d’installation de la dyslipidémie (Barry et Gerald,
2010).

L’analyse des parametres du statut oxydant a montré que 16 semaines apres ovariectomie,
les animaux présentaient une augmentation du taux de Malondialdéhyde (MDA), une diminution
du taux de nitrites et du taux de glutathion réduit (GSH) dans 1’aorte. En effet, ’ovariectomie est

associée a une augmentation de 1’activité de la nicotinamide adénine dinuléotide phosphate
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(NADPH) oxydase qui est une enzyme responsable de la formation des radicaux libres dans la
mitochondrie (Alyson et al., 2007). Cette production excessive des radicaux libres contribue
fortement dans la pathogenése de 1’athérosclérose par oxydation des LDL-C (Kailash et al., 1994),
processus initiateur de la dysfonction endothéliale ; phénomeéne responsable de la baisse du taux
de monoxyde d’azote (NO) dans l’aorte. Ce processus athérogénique constitue un état
inflammatoire qui se materialise dans le présent travail par des infiltrations leucocytaires sur les
coupes de I’aorte chez les animaux OvX. L’extrait aqueux du duramen de Pterocarpus soyauxii a
inversé cette variation des parametres du statut oxydant évalués ainsi que I’infiltration leucocytaire
dans I’aorte aux doses de 100, 200 et de 300 mg/kg. Les ptérostilbénes et les flavonoides contenus
dans cet extrait possédent une activité antioxydante par réduction de 1’expression de la NADPH
oxydase et antiinflammatoire en inactivant le NF-xB via une régulation a la baisse de I'expression
du récepteur Toll like 5 (Zhang et Zhang, 2016). Ces activités expliqueraient 1’absence sur les
coupes de 1’aorte des infiltrations leucocytaires et la réduction des taux de MDA et dont I’activité
antioxydante de P. soyauxii. Les activités antioxydantes et antiinflammatoires de P. soyauxii
réduiraient I’incidence de 1’athérosclérose chez les femmes ménopausiques. Selon plusieurs
auteurs, les troubles du profil lipidique observés chez les femmes ménopausées ou chez les rates
rendues ménopausées seraient la résultante des dommages hépatiques (Paquette et al.,2007 ; Carla,

2015) induits par I’hypoestrogenie.

Il est bien connu que les femmes ménopausées qui ont des taux d’cestrogenes faibles en
circulation manifestent des dysfonctionnements au niveau de certains organes comme le foie
(Chen et al., 2018). Le foie est I’organe central du métabolisme des hydrates de carbones, des
protéines, des transaminases et des acides gras (Perla et al., 2017). Ces fonctions sont assurées
grace a I’interaction de plusieurs facteurs comme les cestrogénes (Arrese et Soulages, 2010 ; Brian
et al., 2017). La hausse dans ce travail chez les rates Ovx par rapport aux rates sham-operated du
taux de MDA hépatique et la baisse du taux de GSH traduisent un stress oxydant hépatique.
L’augmentation de ’activité des transaminases au niveau sérique traduirait une cytolyse ou des
nécroses hépatiques comme il a été suggeéré par Limdiand et Hyde. (2003). Les transaminases sont
de maniere clinique, des bons marqueurs biochimiques pour déceler une dysfonction hépatique
lorsque leurs taux sont élevés (Reham et Mohammad, 2015). Ces différentes altérations pourraient
étre attribuées a la déficience cestrogénique post-ovariectomie. En effet, il a été démontré dans

plusieurs travaux experimentaux que la meénopause induite par une ablation bilatérale et
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chirurgicale des ovaires entrainait des dysfonctions hépatiques pouvant se traduire par un stress
oxydant et une élévation de la concentration des transaminases sériques (Yeon et al., 2018). Les
travaux de Hamden et al. (2009) ont montré que la déficience cestrogénique induisait une
perturbation du statut oxydant hépatique induisant ainsi la production des espéces réactives
oxygénées. Ces dommages oxydatifs ont été confirmes sur le plan histologique avec la présence
des infiltrations leucocytaires hépatique ; signe d’une inflammation sur les coupes histologiques
des animaux ovariectomisés recevant de 1’eau distillee. Pterocarpus soyauxii a réduit le stress
oxydant hépatique, I’augmentation du taux de transaminase et a prévenu contre les infiltrations
leucocytaires hépatiques chez les rates ovariectomisées. L’extrait de plante aurait des effets
hépatoprotecteurs par son pouvoir antioxydant et ou phyto-cestrogénique. L’analyse LCMS et
phytochimique quantitative ont montré que P. soyauxii posséde des composes phénoliques comme
le pterostilbene et des flavonoides qui sont doués d’activité antioxydante par réduction de
I’expression de la NADPH oxydase (Zhang, 2016). 1l est établi que certains PEs de la classe des
flavonoides peuvent activer les récepteurs spécifiques des cestrogénes ; stimulant de ce fait
I’expression des génes impliqués dans la défense antioxydante au niveau hépatique (Pilsakova et
al., 2010).

La déficience cestrogénique se manifeste par des troubles mnésiques, anxieux, dépressif et
un stress oxydant cérébral (Singh et al., 1994, Ngoungoure et al., 2019). La perte de la mémoire a
long et & court terme matérialisé respectivement par la diminution de I’index de reconnaissance
dans le test de reconnaissance du nouvel objet et I’augmentation du temps a retrouver le cadrant
cible dans le "Water Morris Maze" seraient attribué a la perte cestrogénique due a I’ovariectomie.
Ces résultats sont similaires a ceux de Julio et al. (2008). En effet, les cestrogénes sont connus pour
avoir un effet neuromodulateur et neuroprotecteur au niveau de I’hippocampe (Suzuki et al., 2006,
Saravia et al., 2007). La chute drastique du taux d’cestrogéne par I’ovariectomie dans la présente
étude serait a ’origine des troubles mnésiques observés. L’extrait aqueux du duramen de P.
soyauxii aux doses de 200 et de 300 mg/kg a corrigé ces troubles mnésiques. P. soyauxii aurait une
activité mnésique. Cette proprieté serait attribuée a son activité cestrogénique car certains PES
corrigeraient les troubles mnésiques (File et al., 2002). Le potentiel antioxydant cérébral de P.
soyauxii pourrait contribuer a inverser la diminution des neurones aux niveaux CAl et CA3. Les
travaux de Jamiyu et al. (2016) ont mis en lumiére le pouvoir antioxydant cerébral et

anticholinesterasiques des feuilles de Pterocarpus soyauxii ce qui expliquerait le pouvoir
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antiamnésique de 1’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii compte tenu de 1’ubiquité des
métabolites secondaires actifs dans les différentes parties de la plante.

Outre les troubles mnésiques, 1’ovariectomie a entrainé une augmentation du temps de
latence a mordre I’aliment dans un environnement aversif dans le test d’alimentation supprimé par
la nouveauté et a également entrainé une diminution du temps de nage et d’escalade ainsi qu’une
augmentation du temps d’immobilité dans le test de nage forcée chez les animaux Ovx en
comparaison au contrble "Sham-operated”. Cette variation des paramétres comportementaux
¢valués dans le test de la nage forcée et de 1’alimentation supprimée par la nouveauté traduit un
¢tat d’anxiété et de dépression chez les animaux Ovx. Les travaux de Maryvonne le saux. (2007)
ont montré que I’ovariectomie entraine une anxiété a travers la diminution du taux de GABA et
une augmentation de la neurotransmission glutamatergique. Cynthia et al. (2011) ont révélé que
I’ovariectomie entrainait une dépression en diminuant le nombre de neurones sérotoninergiques
ainsi que la concentration cérébrale de sérotonine. L’extrait de P. soyauxii a diminué le temps
d’immobilité et le temps de latence a mordre 1’aliment dans 1’environnement aversif et a par
ailleurs diminué le taux de calcium dans le cerveau et augmenté celle du magnésium. Cette
variation des parametres comportementaux et des taux de calcium et de magnésium cérébral
suggererait un effet anxiolytique et antidépresseur de P. soyauxii. Ces effets de P. soyauxii
s’expliqueraient par la capacité de certains phyteestrogenes de la classe des flavonoides a réduire
les troubles comportementaux chez des rates ovariectomisées (Juan et al., 2017). Le stress oxydant
jouerait un r6le majeur dans la physiopathologie des troubles nerveux et dans le processus de mort
neuronale (Markesbery, 1997). L’ovariectomie a entrainé dans le présent travail un stress oxydant
cérébral marqué par une élévation du taux de MDA et une diminution du taux de GSH et du nombre
de neurones aux niveaux CA1l et CA2 de I’hippocampe. Ces résultats sont similaires a ceux de
Julio et al. (2008) et de Ngoungoure et al., (2019) qui ont montré que I’ovariectomie entrainait une
élévation du taux de MDA, une baisse du taux de GSH dans le cerveau et des morts neuronales.
La déficience cestrogénique serait a 1’origine de cette excitotoxicité et d’une activation de la
NADPH oxydase qui sont des processus génerateurs des especes reactives oxygénées dans le
cerveau (Alyson et al., 2007). P. soyauxii a prévenu la baisse du nombre de neurones
hippocampiques, a réduit le taux de MDA et augmenté celui de GSH. Cette inversion du sens de
variation du taux de MDA et de GSH suggere un effet antioxydant et neuroprotecteur de 1’extrait

de plante. Cette activité antioxydante a été confirmeée in vitro par I’inhibition du radical DPPH et

172



ABTS avec des ICso de 730,20 et de 892,90 pg/mL respectivement. Cette activité antioxydante in
Vitro ou in vivo et cytoprotecteur cérébral serait 1ié a la richesse de I’extrait de plante en composés
phénoliques qui sont doués d’une activité antioxydante (Quevedo et al., 2002).

L’ovariectomie a entrainé une diminution significative de la masse relative du fémur et de
sa densité comparativement aux animaux "sham-operated”. En effet, les cestrogénes sont connus
pour induire 1’apoptose des ostéoclastes et la prolifération des ostéoblastes. Ces actions
augmentent la synthése de la matrice osseuse, sa masse et sa densité (Turner et al., 1990, Kameda
et al., 1997, Turner, 1999). Braun et al. (2011) ont mentionné qu'une augmentation du stress
oxydant en cas d’hypo-cestrogénie était liée a la mort des ostéoblastes. En fait, les especes réactives
de I’oxygéne stimulent I’ ostéoclastogenése (Kim et al. 2006) favorisant la perte osseuse. La hausse
significative du taux de MDA pourrait étre considerée comme un indice de stress oxydant et de
mort cellulaire. Ce résultat est similaire a ceux d’autres travaux qui ont montré que la carence en
cestrogénes chez les rates ovariectomisées entrainait une baisse de la masse relative et la densité
du fémur (Patsaki et al., 2016, Oumarou et al., 2017). L’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii
a augmenté la densité et la masse relative du fémur. Ce résultat traduirait une activité
antirésorptrice de la plante. L’analyse LC-MS a révélé que P. soyauxii posséde de I’acide
linoléique ; molécule capable de prévenir la perte osseuse en stimulant I’expression de
I’ostéoprogénine (OGP) et en inhibant celle de la RANKL chez les animaux ovariectomisés
(Rahman et al., 2014). La perte osseuse dans de nombreuses études est mise en évidence par une
augmentation du calcium, du phosphore, de I’activité de la PAL dans le sang et 1’urine et du rapport
calcium/créatinine urinaire (Alavizadeh et Hosseinzadeh, 2014). D’autres travaux expliquent
¢galement I’installation de 1’ostéoporose par une baisse des concentrations osseuses du calcium,
du phosphore et de I’activité de la PAL (Chitme et al., 2009, Oumarou et al., 2017). L’ovariectomie
a dans le méme sens fait varier les marqueurs biochimiques (sériques, osseux et urinaires) du
métabolisme osseux dans le présent travail. Ces résultats sont similaires a ceux de Oumarou et al.
(2017). En effet, ’activité de la phosphatase alcaline osseuse est un marqueur biochimique de
’activité ostéoblastique qui est associée a la formation osseuse (Hewitt et al., 2003). La hausse du
taux de calcium et de phosphore sérique traduirait un défaut de mineéralisation osseuse di a
I’ostéoporose. Ces résultats sont soutenus dans la présente étude par I’augmentation de I’index
d’ostéolyse (calcium urinaire/créatinine urinaire) chez les animaux ovariectomisés. L’extrait de

plante a inverse le sens de variation des marqueurs biochimiques du métabolisme osseux
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comparativement aux rates ovariectomisées recevant I’eau distillée. En effet, selon les travaux de
Rassi et al. (2002), les PEs auraient une action positive sur la minéralisation osseuse, la
différentiation ostéoblastique, I’inhibition de 1’activité ostéoclastique et stimuleraient I’activité de
la phosphatase alcaline (Vergne et al., 2008). Ces actions attribuées aux PEs expliqueraient
I’activité antiostéoporotiques de P. soyauxii du fait de sa richesse en PEs (Bezuidenhoudt et al.,
1987, Su et al., 2014) sur le métabolisme phospho-calcique fémoral. La présence de I’acide
linoléique dans le duramen de P. soyauxii expliquerait mieux cette activité ostéoprotectrice sur les
marqueurs du métabolisme osseux. Rahman et al. (2014) ont mis en lumiére la capacité de I’acide
linoléique a diminuer la concentration des marqueurs biochimiques sériques de la résorption

osseuse chez les animaux ovariectomisés présentant une ostéoporose ménopausique.

L'inflammation peut contribuer a I'ostéoporose (Yun et Lee, 2004). Les résultats de la
présente étude montrent une €élévation significative de nitrites osseux ; substitut du NO. L’analyse
des parametres hématologiques a également révélé une augmentation du taux de globules blancs,
chez les rates Ovx recevant de 1’eau distillée par rapport aux rats sham-operated. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Seif. (2014) dans lesquels I’ovariectomie avait entrainé une
augmentation du taux de nitrites. Le méme travail émettait I’hypothése selon laquelle les nitrites
produits suite a 1’ovariectomie proviendraient de 1’activité macrophagique et constitueraient un
signe de I’inflammation osseuse. En effet, I’inflammation sur le plan humoral se manifeste par une
surproduction de cytokines qui peuvent augmenter l'ostéoclastogenése et la perte osseuse
(Nakchbandi et Van der Merwe, 2009). Ces cytokines activeraient la NO synthase inductible
(iINOS) qui n'est exprimé qu'en réponse a des stimuli inflammatoires (Van’t Hof et Ralston, 2001).
Cela pourrait étre une explication possible a l'augmentation significative du taux de nitrites
détectée chez les rats Ovx dans la présente étude. L’extrait du duramen de P. soyauxii a toutes les
doses a diminué comparativement aux rates Ovx le taux de nitrites osseux et a diminué de maniére
non significative le taux de globules blancs. En effet, la richesse de 1’extrait de plante en acide
linoléique selon I’analyse LC-MS expliquerait mieux ce mécanisme ostéoprotecteur car selon
Rahman et al. (2006, 2007), 1’acide linoléique inhibe dans des modéles murins d’ostéoporose
ménopausique, la production des cytokines inflammatoires qui sont cependant des messagers pour

le recrutement et la différenciation des ostéoclastes (Barbour et al., 2012).
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Outre les processus inflammatoires, le stress oxydant constitue un facteur important dans la
pathogenése de 1’ostéoporose ; laquelle se manifeste dans de nombreuses études par des altérations
structurales du fémur et du tibia. Dans le présent travail, ’analyse des marqueurs du statut oxydant
a revelé dans les homogénats du fémur, une augmentation du taux de MDA et une baisse du taux
de GSH chez les animaux Ovx comparativement aux animaux Sham-operated ; ce qui traduit un
stress oxydant fémoral chez les rates Ovx. Ce stress oxydant était corrélé a une apparition sur les
coupes histologiques du fémur et du tibia des lacunes de résorption. Ce stress oxydant osseux serait
lié¢ a la déficience cestrogénique post ovariectomie (Das, 2002). Ce résultat est similaire a celui de
Oumarou et al. (2017) qui ont rapporté que 1’ovariectomie entrainait chez les rates, un stress
oxydant osseux marqué par une augmentation du taux de MDA et une baisse du taux de GSH mais
également une apparition des lacunes de résorption sur les coupes histologiques du fémur.
Oumarou et al., (2017) ont rapporté que 1’ovariectomie chez les rats entrainait également une
discontinuité de 1’os trabéculaire du tibia. En effet, les espéces réactives de 1’oxygene formées
dans des conditions d’hypo-cestrogénie stimuleraient la formation et I’activité des ostéoclastes, une
diminution de la fonction ostéoblastique (Ahmad et al., 2005), du recrutement des ostéoblastes et
de la synthése du collagéne (Takeuchi et al., 1997). La forte activité ostéoclastique stimulée par
les radicaux libres expliquerait les altérations structurales du fémur et du tibia dans la présente
étude. L’administration de 1’extrait de plante a inversé le sens de variation des taux fémoraux de
GSH et de MDA et a prévenu les altérations structurales du fémur par rapport aux rates Ovx.
L’extrait aurait donc une activité antioxydante et cytoprotectrice sur les cellules osseuses et
proteégerait 1’os contre les dommages osseux induits par les radicaux libres. En effet, les
ptérostilbeénes présents dans ’extrait de plante possedent une activité antioxydante par réduction
de I’expression de la NADPH oxydase (Zhang, 2016). Cette activité expliquerait les effets
protecteurs de P. soyauxii sur 1’0s. Bien que les plantes aux effets cestrogéniques soient souvent
utilisées pour prendre en charge les troubles ménopausiques, il n’en reste pas moins que leur usage
chez les femmes préménopausées pourrait impacter négativement la physiologie de leur fonction

de reproduction compte tenu du caractere perturbateur endocrinien des PEs.

Les effets de P. soyauxii sur quelques parameétres de la fonction de reproduction chez les
rates normales ou préménopausées ont également été investigués. La diminution de la taille des
différents épithélia vaginal et utérin chez les rates ayant regu ’extrait de P. soyauxii serait liee a la

baisse du taux d’cestrogenes ; hormones réputées pour avoir une activité vaginotrophiques par
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stratification et cornification de 1’épithélium vaginal ; utérotrophique par augmentation de la taille
de I’épithélium utérin et du taux de protéines utérines (Boettiger et al., 1946). Cette baisse du taux
d’cestrogenes pourrait s’expliquer par un rétrocontrdle négatif induit par les stimuli cestrogéniques
sur ’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. En effet, il est établi que les PEs sont capables
d’inhiber par leur liaison aux REs hypothalamiques, la production de GnRH, de LH, FSH et par
ailleurs d’cestrogénes (Arispe et al., 2013). La diminution dans ce travail du taux de LH, de FSH
et d’cestrogénes serait en accord avec ces hypothéses. Ces effets sont similaires a ceux d’autres
plantes aux effets cestrogéniques (Devendra et al., 2009) qui ont réduit les taux sériques de FSH,
de LH et d’cestradiol par rétrocontrole négatif au niveau de 1’axe hypothalamo-hypophysaire chez
les rates saines. LLa diminution du nombre de follicules totaux, de la masse relative de 1’ovaire et
des protéines ovariennes serait en accord avec la baisse du taux de FSH et d’oestradiol suite a
I’exposition a P. soyauxii. En effet, le développement folliculaire est un processus complexe et
dynamique qui requiert une interaction coordonnée de différents facteurs extra et intraovariens
(Richards, 2001, Richards et al., 2002). Les gonadostimulines hypophysaires et principalement la
FSH sont connues pour induire la folliculogenese et la croissance ovarienne avec production des
cestrogénes (Hannah et Kenneth, 1980). La baisse de la biodisponibilité des gonadostimulines
entrainée par P. soyauxii dans ce travail expliquerait les dysfonctionnements ovariens observes.
Par ailleurs, I’analyse LCMS rapporte que ’extrait de plante contient le mono (2-ethylhexyl)
phthalate (MEHP). Les phthalates ainsi que leurs dérivées sont citées pour induire une perturbation
de la fonction de reproduction féminine (Hannon et al., 2015). Ils inhibent en effet, la production
des stéroides dans les follicules ovariens, induisent 1’atrésie folliculaire et inhibent 1’axe
hypothalamo-hypophysaire et par conséquent la libération des gonadostimulines (Liu et al., 2014,
Hannon et al., 2015). P. soyauxii chez les femmes saines aurait donc une activité perturbatrice
endocrinienne qui impacterait négativement la physiologie de la fonction de reproduction et

impliquerait de ce fait un control de son usage chez les femmes en age de procréer.

La derniére partie de ce travail a consisté a évaluer le profil toxicologique aigué et
subchronique de I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii chez les rates. Elle a été faite en deux
étapes : 1’évaluation des effets toxiques suite a I’administration d’une dose élevée unique de 2000
et de 5000 mg/kg et 1’évaluation de la toxicité induite suite a un gavage répété avec 1’extrait aux
doses de 200, 400 et 800 mg/kg pendant 28 jours. L’administration d’une dose unique de 2000

mg/kg ou de 5000 mg/kg de I’extrait aqueux de P. soyauxii n’a causé aucun décés chez les rates.
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Ce résultat suggere que la dose létale 50 (DLso) est supérieure a 5000 mg/kg. P. soyauxii serait
donc selon les recommandations de ’OECD 423 faiblement toxique car sa DLsg est supérieure a
la dose de 2000 mg/kg. De maniere générale, P. soyauxii n’a induit aucune variation significative
du poids corporel et du poids relatif des différents organes. L’analyse des paramétres biochimiques
révele une augmentation significative de I’activité de I’ALAT, de I’ASAT, de la bilirubine totale
et directe chez les animaux traités avec P. soyauxii a la dose 800 mg/Kg. Cette hausse des
marqueurs de la fonction hépatique traduirait une possible hépatotoxicité de 1’extrait de plante a
des doses tres élevées car ces parametres constituent lorsqu’ils sont élevés de maniére significative
des indicateurs trés sensible de 1’hépatotoxicité (Al-Habori et al., 2002). P. soyauxii a induit une
diminution significative des taux de globules rouges et de lymphocytes a 800 mg/kg. Cette baisse
pourrait étre liée a une possible présence dans cet extrait d’une substance a effet hémolytique et
immunosuppresseur (Gomé et al., 2011). L’administration de P. soyauxii a induit une
augmentation du taux de globules blancs et de lymphocytes ce qui suggére que P. soyauxii aurait

des effets immunostimulateurs a la dose thérapeutique.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



La présente étude a eu pour objectif principal, 1’évaluation des effets des phyto-cestrogenes
du duramen de P. soyauxii sur quelques symptomes de la ménopause chez la rate Wistar. Il y
ressort que, P. soyauxii, aurait des propriétés cestrogéniques du fait de sa capacité a induire chez
les rates ovariectomisées dans un test utérotrophique de 3 jours, une stratification et une
cornification de 1’épithélium vaginal, augmenter la taille de 1’épithélium utérin et les sécrétions
éosinophiles au niveau de la glande mammaire. Sur le syndrome ménopausique, P. soyauxii a
induit une activité vaginotrophique et n’a pas eu des effets utérotrophique et mammotrophique
apres 28 jours de traitement. Ce qui traduit le caractére tissu sélectif des métabolites secondaires
de P. soyauxii. L’extrait de P. soyauxii aurait un effet neuroprotecteur en induisant des effets
anxiolytique, antidépresseur et mnésique, en prévenant les altérations structurales du cortex
cérébral et de I’hippocampe et en corrigeant les fluctuations des taux de certains
neurotransmetteurs. P. soyauxii aurait des effets cardioprotecteurs en corrigeant la dyslipidémie,
en protégeant le foie et ’aorte des dommages induits par la carence en cestrogénes. Les effets
ostéoprotecteurs de P. soyauxii ont été marqués dans ce travail par la capacité de ’extrait de P.
soyauxii a corriger les altérations du métabolisme phosphocalcique et a prévenir les dommages de
la structure du fémur et du tibia. P. soyauxii exercerait ces effets chez les rates ovariectomisées via
ses composés bioactifs cestrogéniques dont la présence a été mise en évidence par des analyses
phytochimiques qualitatives et quantitatives. En outre, les effets protecteurs induits par I’extrait
contre les symptdmes de la ménopause seraient aussi liés au potentiel antioxydant exercé par P.
soyauxii tant in vivo par la normalisation des taux de certains marqueurs du statut oxydant que in
vitro vis-a-vis des radicaux DPPH, ABTS et FRAP. Cette propriété serait aussi liée aux PES
présents dans 1’extrait. Chez les rates normales, I’extrait aqueux du duramen de P. soyauxii a réduit
les taux des hormones hypophysaires (LH et FSH) et ovariennes (oestradiol) et a perturbé la
folliculogenése en réduisant le nombre de certaines classes de follicules ovariens. Ceci traduisant

une activité perturbatrice endocrinienne bien connue des PEs.

L’extrait aqueux de P. soyauxii semble non toxique en prise unique car I’étude de la toxicité
aigué de cet extrait a montré que sa dose létale 50 était supérieure a 5000 mg/kg. Pour ce qui est
de I’étude de la toxicité subchronique, les résultats ont montré que la prise prolongée de I’extrait
aqueux de P. soyauxii aux doses de 800 mg/kg affecterait 1’activité de I’ALAT, d’ASAT, de
bilirubine directe et totale. A cette méme dose il a été noté une baisse du taux de globules blancs

et rouges. Il a aussi été noté qu’a la dose thérapeutique (200 mg/kg), P. soyauxii ne présente aucun
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effet toxique. Les effets toxiques présentés par P. soyauxii a 800 mg/kg sur les taux sériques des

marqueurs biochimiques de la fonction hépatique ont disparus deux semaines apres le traitement.

Les résultats obtenus justifient I’usage en médecine traditionnelle de P. soyauxii pour la
prise en charge des aménorrhées et des troubles ménopausiques en tant que plante aux effets
cestrogéniques. Cependant P. soyauxii devrait étre limitée d’usage chez les femmes pré on non

ménopausées présentant un désir de procréer.

Afin d’avoir d’amples informations sur cette plante, nous nous proposons dans 1’avenir de

v’ évaluer la sélectivité receptorielle de I’extrait aqueux de P. soyauxii et ses métabolites in
Vvivo et in vitro par antagonisation des récepteurs aux cestrogenes o et 3 ;
v’ évaluer le profil toxicologique chronique de 1’extrait aqueux de P. soyauxii ;

v’ préparer un Médicament Traditionnel Amélioré (MTA) a partir de I’extrait aqueux.
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ANNEXES



Annexe 1 : - Préparation des solutions de travail

v Préparation de I’extrait

La solution d’extrait de concentration 40 mg/mL a été préparée par solubilisation de 400 mg
d’extrait aqueux de P. soyauxii dans de 1’eau distillée pour un volume final de 10 mL pour une
dose de 400 mg/kg. Cette solution a été diluée de moitié permettant d’obtenir une deuxiéme
solution de concentration 20 mg/mL soit une dose de 200 mg/kg. La solution de 20 mg/mL a été
diluée successivement par 2 et par 4, ce qui a permis d’obtenir les solutions d’extrait de
concentration 10 mg/mL et 5 mg/mL correspondant aux doses de 100 et de 50 mg/kg
respectivement. La solution d’extrait de 30 mg/ml correspondant a la dose de 300 mg/kg a été
obtenue en faisant solubiliser 300 mg d’extrait de P. soyauxii dans 10 mL d’eau distillée.
Connaissant la dose D (mg/kg), la masse M (kg) de I’animal et la concentration C (mg/mL) de

I’extrait, le volume V (mL) a administrer a une rate a été¢ déterminé a partir de la formule suivante

V=MxD=+C

V = volume de la solution a administrer ; D = dose de I’extrait a administrer ; C =
concentration de 1’extrait ; M = Masse de I’animal. La solution d’extrait était administrée a raison

de 1 mL pour 100 g de poids corporel.

v’ Préparation de I’eestradiol valérate
La solution d’cestradiol valérate (E2V) a été administrée aux rates a la dose de 1 mg/kg. Pour
sa préparation, un comprimé comprenant 2 mg de principe actif a été dissout dans de I’eau distillée

pour un volume final de 20 mL.

v" Solution de NaCl 0,9 %
Dans une fiole jaugée de 100 mL, 0,9 g de NaCl ont a ét¢ dissout dans 30 mL d’eau distillée.

Le volume a ensuite été¢ complété jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée.

v" Formol a 10 % tamponné
Pour préparer un litre de formol a 10 % tamponné, 6,5 g de phosphate disodique et 4 g de
phosphate monosodique ont été dissout dans 100 mL de formol commercial (37 %) a I’aide d’un
agitateur magnétique sous hotte ventilée. Par la suite, 900 mL d’eau distillée ont été ajoutées a la

solution obtenue.
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v Alcool 50°, 70 °, 80 °
Les alcools de degré inférieur ont été préparés par dilution de 1’éthanol 95 © a I’eau distillée

a I’aide de I’abaque de Gaylussac.

v Solution d’eau gélatinée
Cette solution permet une bonne adhésion des coupes sur les lames. Pour 100 mL de solution,
5 mg de poudre de gélatine a été dissous dans 100 mL d’eau distillée.

v Solution de dichromate de potassium 5 % et acide acétique glacial
La solution de dichromate de potassium 5 % a été obtenue en faisant dissoudre 2,5 g de
dichromate de potassium dans de I’eau distillée pour un volume final de 50 mL. Par la suite, 150

mL d’acide acétique glacial y ont été ajoutés.

v Solution d’hématoxyline de Mayer
Un gramme d’hématoxyline et 1000 mL d’eau distillée ont été mélangés et chauffés
doucement jusqu’a 50°C. Au mélange chauffé, 0,2 g d’iodate de sodium et 50 g d’alun de
potassium ont été ajoutés. L’ensemble a été agité jusqu’a dissolution de 1’alun. Ensuite, 1 g d’acide

citrique et 50 g de chloral hydrate ont été ajoutés a la solution précédente.

v Solution d’éosine alcoolique
Trois grammes d’éosine ont été ajoutés dans un bécher puis on ajoute 100 mL d’eau distillée.
A cette solution initiale, ont été ajoutés 125 mL d’alcool a 95 ° et 375 mL d’eau distillée. Tout ceci
est homogénéisé et filtré. On ajoute alors deux gouttes d’acide acétique. La solution finale obtenue

était laissée a 1’abri de la lumicere et filtrée avant usage.

v Solution d’orange G a 10 %

Dix grammes d’Orange G ont été dissout dans 100 mL d’eau distillée.

v Solution de verte lumiére a 0,02 %
C’est un colorant cytoplasmique. Pour la préparation de 1000 mL de cette solution, 25 mL

de solution aqueuse de vert lumiere concentrée ont été dilués dans 975 mL d’éthanol a 95%.
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v Solution d’EA-65
Elle est obtenue par mélange de 450 mL de vert lumiere a 0,02 %, de 100 mL de brun
Bismarck a 0,5 % et de 450 mL de solution d’€osine a 0,5 %, mélange dans lequel 6 g d’acide

phosphotungstique ont été dissouts.

v Solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM
La solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM a été obtenue en diluant 243 pL de peroxyde

d’hydrogene 35 % dans de ’eau distillée pour un volume final de 50 mL.

v Solution d’adrénaline 0,06 mg/mL
La solution d’adrénaline a la concentration de 0,06 mg/mL a été obtenue en dissolvant 6 mg

d’adrénaline dans de I’eau distillée pour un volume final de 100 mL.

v Solution d’acide phosphorique a 2,5 %
Pour préparer la solution d’acide phosphorique a 2,5 %, 2,5 mL d’acide phosphorique (85

%) ont été prélevés et le volume final a été complété a 100 mL avec de I’eau distillée.

v Naphtyléthyléne diamide 0,1 %
La solution de Naphtyléthyléne diamide (NED) 0,1 % a été préparée par dissolution de 0,1

g de NED dans de I’eau distillée pour un volume final de 100 mL de solution.

v" Solution de sulfanilamide 1 %
Pour préparer cette solution, 1g de sulfanilamide a été dissout dans de 1’acide phosphorique

a 2,5 % pour un volume final de 100 mL de solution.

v Solution standard de nitrite de sodium
La solution standard de nitrite de sodium (NaNO-) a été préparée a une concentration de 1
mM, en dissolvant 0,69 g de NaNO2 dans de 1’eau distillée pour un volume final de 10 mL de

solution.

v Solution d’acide trichloroacétique 20 %
Dans une fiole jaugée de 100 mL, 20 grammes d’acide trichloroacétique (TCA) 20 % ont

¢été dissouts dans de 1’eau distillée pour un volume final de 100 mL de solution.
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v Réactif de Ellman
Pour la préparation du réactif de Ellman, 5 mg d’acide 2-dithio bis-nitrobenzéne (DTNB)
ont été dissouts dans du tampon phosphate (0,1 M ; pH = 6,5) pour un volume final de 250 mL.

v Réactif de Biuret
Le réactif de Biuret a été préparé en dissolvant 0,75 g de sulfate de cuivre hydraté (CuSOg ;
5 H20) et 3 g de tartrate de sodium et de potassium dans de 1’eau distillée pour un volume total de
100 mL (solution A). Ensuite, 15 g d’hydroxyde de sodium ont été dissouts dans de I’eau distillée
pour un volume total de 100 mL (solution B). Les deux solutions A et B ainsi obtenues ont été

mélangées et le volume final a été complété a 500 mL avec de I’eau distillée.

v" Solution de Mac Even
Pour la préparation de la solution de Mc Even, 8,6 g de NaCl, 0,42 g de KCI, 0,109 g de
NaH2POs, 1 g de CO3NaH, 0,03 g de MgCl; et 2 g de CeH1206 ont été dissous dans 500 mL d’eau
distillée (solution A). Par ailleurs, 0,28 g de CaCl. ont été dissouts dans 50 mL d’eau distillée
(solution B). Apres dissolution totale, les solutions A et B ont été mélangées et le volume final

complété a 1000 mL par ajout d’eau distillée.

v" Solution de sérum albumine bovin (3 mg/mL)
La solution de sérum albumine bovin (SAB) a été préparée en dissolvant 150 mg de SAB

dans de I’eau distillée pour un volume final de 50 mL.

v" Tampon tris-HCI 50 mM pH 7,4
Le tampon Tris-HCI a été préparé en faisant dissoudre 1,21 g de Tris base et 2,79 g de
chlorure de potassium dans 250 mL d’eau distillée. Le pH a été ajusté a 7,4 avec du HCI 11,8 N et

le volume complété a 500 mL avec de 1’eau distillée.

v' Tampon phosphate (0,1 M ; pH = 6,5)

Le tampon phosphate a été préparé en faisant dissoudre 8,9 g de phosphate disodique hydraté
(NazHPOg4 ; H20) dans de I’eau distillée pour un volume total de 500 mL (solution A). 6,5 g de
phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4 ; H20) ont été dissout dans 250 mL d’eau distillée,
puis le volume a été complété a 500 avec de I’eau distillée (solution B). Le pH de la solution B a

été ajusté a 6,5 avec la solution A.
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v' Tampon phosphate (0,1 M ; pH =7,5)

Le tampon phosphate (0,1 M ; pH = 7,5) a été prépare en dissolvant 8,9 g de phosphate
disodique hydraté (Na2HPOs ; H20) dans de ’eau distillée pour un volume total de 500 mL
(solution A). Une proportion de 6,5 g de phosphate monosodique hydraté (NaH2POs ; H2O) ont
¢galement été dissous dans de 1’eau distillée pour un volume total de 500 mL (solution B). Le pH

de la solution A a ensuite été ajusté a 7,5 avec la solution B.

v' Tampon carbonate (0,05 M ; pH = 10,2)
Le tampon carbonate a été préparé en faisant dissoudre 4,5 g de carbonate de sodium (NaCO3
; 10 H20) et 4,2 g de carbonate monosodique (NaCO3) dans 500 mL d’eau distillée. Le pH de la
solution a été ajusté a 10,2 avec de la soude 1 M et le volume complété a 1000 mL avec de I’eau

distillée.

v' Tampon Phosphate saline
Le tampon phosphate saline a été obtenu en dissolvant 1g de phosphate saline sous forme

de comprimé dans de I’eau distillée de maniére a obtenir 100 mL de solution.
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Phytoestrogens are used to ease postmenopausal symptoms, a property probably due to estrogenic and antioxidant effects.
Pterocarpus soyauxii (P. soyauxii) is empirically used in Cameroon to treat among others primary and secondary amenorrhea. The
aim of this study is to evaluate estrogenic and antioxidant activities of P. soyauxii heartwood aqueous extract in bilateral
oophorectomized Wistar rats. Firstly, a characterization of the extract was carried out. For that, flavonoids, phenols, and tannins
levels in P. soyauxii extract were evaluated by colorimetric assays and UHPLC-MS analysis was realized. In vitro antioxidant
analysis of P. soyauxii was conducted using DPPH, ABTS, and FRAP assays. Secondly, 2 sets of pharmacologic tests were carried
out. The results revealed that P. soyauxii aqueous extract contains, respectively, 229.42 + 3.62 mg EAG/g, 63.42 + 2.16 mg EQ/g,
and 27.88 +0.23 mg ETA/g of polyphenols, flavonoids, and tannins. UHPLC-MS enabled identifying seven components including
mono(2-ethylhexyl) phthalate, cembrene, 3',5'-dimethoxy-4-stilbenol, and linoleic acid. DPPH, ABTS, and FRAP assays revealed
that P. soyauxii extract possessed a high antioxidant activity with ICs, value of 730.20 ug/mL, 892.90 ug/mL, and 765.75 mEAG/g
of extract, respectively. In the uterotrophic assay, P. soyauxii extract induced significant increase of fresh uterine weight, uterine
and vaginal epithelial size, and mammary glands differentiation compared to Ovx control. In the postmenopausal model,
compared to the sham control, vagina and uterine dystrophies were observed in Ovx rats treated with distilled water. P. soyauxii
aqueous extract expressed estrogenic-like effects on vagina and did not affect uterine epithelial height compared with vehicle
groups. On the back of these vaginotrophic effects, the extract displayed antiatherogenic properties by reducing (p < 0.001) AI and
LDL cholesterol level as compared to Ovx control group. The extract at 200 mg/kg significantly prevented the increase of MDA
(p<0.01) level and decreased nitrites (p <0.001) and GSH (p < 0.01) levels compared to Ovx rats. These beneficial effects are
related at least in part to the presence of compound such as mono(2-ethylhexyl) phthalate, 3’,5'-dimethoxy-4-stilbenol, and
linoleic acid. Overall, P. soyauxii aqueous extract exhibits estrogenic and antioxidant effects which can inhibit postmenopausal
symptoms by providing vaginal stratification, improving lipid profile and insulin sensitivity, and reducing oxidative stress without
side effects on the endometrium and mammary gland in 84-day Ovx rats.
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1. Introduction

Menopause is a physiological state characterized by
hypoestrogenism and lead to complications including hot
flashes, tachycardia, vaginal dryness, urogenital atrophy,
high visceral fat, increase of body weight, cardiovascular
diseases, and disruption in sex steroid feedback on go-
nadotropin secretion [1]. The associated decline in es-
trogen-related antioxidant power results in the rapid
development of menopausal symptoms such as cardio-
vascular diseases [2]. Oxidative stress is generated by an
imbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and antioxidant defense system [3]. It is
related to many risk factors of cardiovascular diseases
such as obesity, atherosclerosis, insulin resistance, hy-
percholesterolemia, endothelial dysfunction, and vascular
inflammation [4-7]. Hormone replacement therapy
(HRT) is the main line for prevention and treatment of
cardiovascular diseases in postmenopausal women. De-
spite its many benefits, HRT has adverse side effects such
as breast and endometrial cancers [8]. People also use
vitamins E and C to manage oxidative stress in post-
menopausal symptoms [9]. Nevertheless, despite their
protective effects, they lose their antioxidant power
through oxidation [10]. In order to cope with these ad-
verse side effects, research has focused on alternatives to
HRT. The use of phytoestrogens attracted researchers over
the last few years because of their antioxidant and pre-
ventive effects on such chronic diseases like cardiovas-
cular diseases [11]. Indeed, they possess estrogenic-like
activity and provide effective and secure alternative to
HRT. Several medicinal plants are used empirically to
cope with primary health problems and their estrogenic
activity. Among them, Erythrina poeppigiana, Rheum
rhaponticum, and Anthocleista schweinfurthii are reported
to mimic estrogen activities in menopausal conditions
[12-14]. Nevertheless, phytoestrogens are reported to
induce gastrointestinal and endometrial hyperplasia side
effects [15]; thus, additional preclinical and clinical
studies are required to establish the safety profiles of plant
extract.

Pterocarpus soyauxii Taub which is the subject of this
work belongs to Fabaceae known as the African Padauk.
Existent in Cameroon, Pterocarpus soyauxii (P. soyauxii)
also returned to Nigeria, Gabon, and the Democratic Re-
public of Congo [16]. The wood and stem bark of P. soyauxii
are empirically used to treat hypertension and diabetes.
Ethnomedically, Pterocarpus species are used to treat uro-
genital pathologies and infertility. Moreover, pterostilbene
identified in the extract of P. soyauxii has been reported to
exhibit estrogenic activities in vitro [17, 18]. Traditional
healers of the Center Region of Cameroon assert that
heartwood P. soyauxii maceration is used to treat primary
and secondary amenorrhea and some menopausal symp-
toms. The main objective of the present study was to evaluate
estrogenic and antioxidant activities of the aqueous extract
of the heartwood of P. soyauxii in bilateral oophorectomized
Wistar rats.
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2. Materials and Methods

2.1. Chemicals. 2,2'-Azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH), 2,4,6-tri (2-pyridyl)-s-triazine, potassium persul-
fate, and ascorbic acid were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Diazepam (Valium® 10 mg) and
17-B estradiol valerate (Progynova® 2 mg) were purchased
from DELPHRAM (Lille, France).

2.2. Plant Material. The leaves and heartwood of Pterocarpus
soyauxii Taub were harvested in Ngomedzap (Center Re-
gion, Cameroon) during the rainy season at 7:30 am on
April 21, 2020. These leaves were authenticated at the Na-
tional Herbarium of Cameroon (HNC-IRA) by comparison
with the specimen of Thomas O. W8175 deposited under the
voucher number 56984HNC.

2.2.1. Extraction. The collected Pterocarpus soyauxii heart-
wood pieces were air dried at room temperature for 30 days.
70 g of the powder obtained was macerated in 2 L of distilled
water for 48 hours at room temperature. The macerate
obtained was filtered using Whatman number 3 filter paper
and the filtrate obtained was evaporated in a rotary oven at
45°C. This process made it possible to obtain 5.6 g of crude
extract with a yield of 8%.

2.2.2. Determination of Study Doses. The recommendations
of the traditional healer allowed for obtaining from
400 mL of macerate 1.12 g of crude extract after drying.
The dose used in rats was determined by multiplying the
HED by 6.2 according to the method described by Nair
[19], resulting in a dose of approximately 100 mg/kg. This
dose was divided by 2 and then multiplied successively by
2 and 4 to obtain the doses of 50, 200, and 400 mg/kg. The
dose of 300 mg/kg was obtained by averaging the doses of
200 and 400 mg/kg.

2.2.3. Phytochemical Analysis. The analysis of the phyto-
chemical composition of the aqueous extract of the heart-
wood of P. soyauxii was carried out by using quantitative
assays. Indeed, the levels of flavonoids, polyphenols, and
tannins were evaluated according to Broadhurst and Jones
[20], Singleton and Rossi [21], and Zhishen et al. [22],
respectively.

2.24. UHPLC-MS Analysis of P. soyauxii Extract.
UHPLC-MS analysis was used to identify the phytochemical
profile of P. soyauxii extract in an attempt of standardiza-
tion. To obtain high-resolution mass spectra of extract, a
spectrometer (QTOF Bruker, Germany) equipped with a
Heated Electrospray Ionization (HESI) source was used. The
spectrometer operates in positive mode (mass range:
100-1500, with a scan rate of 1.00 Hz) with automatic gain
control to provide high-accuracy mass measurements within
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0.40 ppm deviation using sodium formate as calibrant. Spray
voltage of 4.5kV and capillary temperature of 200°C were
used for assays. Nitrogen was used as sheath gas (10 L/min).
The spectrometer was attached to an Ultimate 3000 (Thermo
Fisher, Germany) UHPLC system consisting of LC-pump,
diode array detector (DAD) (A: 190-600 nm), autosampler
(injection volume 10uL), and column oven (40 °C). The
separation was performed using a Synergi MAXRP 100A
(50 x 2 mm, 2.5 y particle size) with a H,O (+0.1% HCOOH)
(A)/acetonitrile (+0.1% HCOOH) (B) gradient (flow rate
500 yL/min, injection volume 5uL). The sample was ana-
lyzed using a gradient program as follows: 95% A isocratic
for 1.5 min, linear gradient to 100% B over 6 min, after 100%
B isocratic for 2min, the system returned to its initial
condition (90% A) within 1 min and was equilibrated for
1 min. Based on the mass of compounds previously iden-
tified in Pterocarpus genus, identification of compounds was
performed.

2.3. Animal Material. Healthy female albino Wistar rats
(8-10weeks old) weighing 120-130 g were supplied by the
production facility of the Animal Physiology Laboratory,
University of Yaoundé 1 (Cameroon). All rats were housed
in clean plastic cages at the room temperature (natural
cycle). They had free access to tap water and soy-free rat
chow. The composition of animal diet was corn (60%), bone
flour (3%), peanuts (5%), wheat (10%), fish flour (20%), salt
(1%), and vitamin complex (Olivitazol) (1%). All experi-
ments were conducted in accordance with the principles and
procedures of the European Union on Animal Care (CEE
Council 86/609) guidelines adopted by the Cameroon In-
stitutional National Ethic Committee, Ministry of Scientific
Research and Technology Innovation (Reg. number FWA-
IRD 0001954).

2.4. Determination in Vitro of Antioxidant Properties

2.4.1. DPPH Radical Scavenging Assay. The DPPH free
radical scavenging assay was carried out for the evaluation of
the antioxidant activity. This assay measures the free radical
scavenging capacity of the investigated extract. DPPH is a
molecule containing a stable free radical. In the presence of
an antioxidant, which can donate an electron to DPPH, the
purple color typical for free DPPH radical decays and the
absorbance change is measured at 517 nm. The antiradical
activity of the plant extract was examined based on the
scavenging effect of the stable DPPH free radical activity
[23]. Briefly, 2 mL of DPPH (0.1 mM prepared in methanol)
was introduced into a test tube containing 0.5 mL of extract
(0.1 to 1 mg/mL). Then the mixture was stirred well for 5 min
and incubated in the dark for 60 min at room temperature
(20°C). For the control tube, methanol was used in place of
the extract. The reference used was ascorbic acid at con-
centrations of 0.1 mg/mL to 1 mg/mL. A calibration curve
was drawn from this reference. The antioxidant activity of
the plant extract was expressed as a percentage inhibition
following the relationship:

(OD control — OD sample) «

100. 1
OD control )

% inhibition =

The ICsq value (ug/mL) is the effective concentration at
which DPPH radicals were scavenged by 50% and the value
was obtained by interpolation from linear regression
analysis.

2.4.2. Determination of Ferric-Reducing Antioxidant Power
(FRAP) Assay. The assessment of ferric-reducing antioxi-
dant power (FRAP) was performed based on the ability of
the tested substance to reduce ferric tripyridyl triazine (Fe III
TPTZ) complex to ferrous form (intense blue color) at low
pH by using a modified method of Benzie and Strin [24]. The
solution of TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-s-triazine) was ob-
tained by diluting TPTZ (10 mM) in 10 ml of HCI (400 mM
diluted with distilled water) and 10mL of 10 mM iron
chloride (FeCl;) solution was prepared in distilled water.
FRAP reagent was obtained by mixing 100 mL of acetate
buffer (pH 3.6) with 10 ml of TPTZ solution and 10 ml of
iron chloride solution. In test tubes containing 2mL of
FRAP reagent, 75 uL of sample (extract/catechin) was added
and the mixture was stirred and incubated for 15 minutes.
Optical densities were read at the wavelength of 593 nm
against white.

2.4.3. ABTS Radical Scavenging Assay. To determine ABTS
radical scavenging assay, the method described by Re et al.
[25] was used. Radical ABTS was obtained as follows: in an
Erlenmeyer flask, 0.0384g of ABTS and 0.00662 g of po-
tassium persulfate (K,S,0g) were weighed and then 10 mL of
distilled water was added. The mixture was then solubilized
for 5 min and incubated for 16 h at room temperature (20°C)
in the dark before use. For the actual analysis, the ABTS
solution was diluted with ethanol to an absorbance of 1.3
(+0.02) at 734 nm and stable at 30°C (initial OD). Then in a
test tube, 1.8 mL of this diluted ABTS solution and 0.2 mL of
extract (1 mg/mL) were introduced and shaken well. The
absorbance reading was taken at 734nm and the values
considered were those that remained stable at room tem-
perature for approximately 1 minute. Ascorbic acid was used
as the reference antioxidant at the same concentrations as
extract. The results were expressed as a percentage of in-
hibition and calculated according to the following formula:

(OD control — OD sample) “

% inhibition = oD trol
contro

100. (2)

2.5. In Vivo Experimental Design

2.5.1. Effect of 3-Day Treatment with P. soyauxii. This test
was performed according to the protocol described by the
OCDE [26]. Forty 8-to-10-week-old female Wistar rats were
used. Thirty-five of these rats were ovariectomized using a
dorsal approach and 5 more underwent simulation surgery
and formed the sham-operated group. 14 days after ovari-
ectomy, the ovariectomized animals (Ovx) were randomized
and then divided into 7 groups of 5 animals each for oral



administration of treatments for 3 days. The aqueous extract
of Pterocarpus soyauxii heartwood was administered at
doses of 50, 100, 200, 300, and 400 mg/kg and estradiol
valerate (E,V) was administered at a dose of 1mg/kg. A
group of Ovx animals and the sham-operated group received
distilled water at 10 mL/kg. At the end of the treatments,
vaginal smears were carried out, and then the animals were
sacrificed by decapitation under anaesthesia with diazepam
and ketamine. The estrogen-dependent organs (uterus, va-
gina, and mammary gland) were removed and then fixed in
10% buffered formaldehyde solution for histological anal-
ysis. Before fixation, the uterus was weighed and part of it
was homogenized in McEwen’s solution for the evaluation of
the level of uterine proteins. At last, the fresh uterine weight,
uterine protein levels, and uterine and vaginal epithelial size
as well as mammary gland alveolar and ductal differentiation
were assessed.

2.5.2. Evaluation of Pterocarpus soyauxii Activities in a
Postmenopausal Model. Thirty-five rats were either sham-
operated (sham) or bilaterally ovariectomized (Ovx) like in
the first experiment. Eighty-four days later, animals were
distributed in seven different groups (n=>5) and treated per
os once daily for 28 consecutive days as follows: sham and an
Ovx group received distilled water, the 4 others batches
received, respectively, 1 mg/kg of E,V, and P. soyauxii
aqueous extract at 100, 200, and 300 mg/kg. At day 21,
insulin tolerance test was realized. Animals were weighted
weekly. Twenty-four hours after the last administration (day
29) and following a 12 h of overnight fasting, animals were
sacrificed under light anaesthesia. Blood samples were taken
and centrifuged at 3500g (15min at 4°C) to obtain serum
samples which were kept at —15°C for the determination of
total cholesterol (TC), triglycerides (T'G), and high-density
cholesterol (HDL-C) levels. The concentration of low-
density lipoproteins cholesterol (LDL-C) and very-low-
density lipoproteins (VLDL) levels was calculated using the
Friedewald equation [27]. Uterus, vagina, and aorta were
dissected out and cleaned of all soft tissues. Prior to im-
mersion-fixation of organs in the formaldehyde 10% buff-
ered for histological analysis, they were weighted. A portion
of aorta was homogenized in Mac even buffer to evaluate
antioxidant parameters. Abdominal fat of each animal was
weighted.

2.6. Vaginal Cellular Differentiation. Vaginal smears were
carried out at the end of the experiment using an eyedropper
containing 10 uL of NaCl 0.9%, placed on ringed slides,
fixed, and coloured with Papanicolaou method [28]. Cellular
differentiation was observed under a light microscope at
x100 magnification.

2.7. Insulin Tolerance Test (ITT) in Ovariectomized Rats.
Prior to an ITT test, rats were fasted for 12 h. A single dose of
insulin at a dose of 2 Ul/kg was injected i.p. into each rat.
Blood samples were taken from tail veins and the blood
sugar levels were measured using the Accu-chek reactive
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strips at 0 (just before the insulin injection), 10, 20, 30, and
60 min after injection of insulin.

2.8. Determination of Relative Weight of Organs. The relative
fresh weight of uterus, abdominal fat, and aorta was cal-
culated using the following formula according to [29]:

Uterus Weight (g)

@) ight ratio =
rgan weight ratio = — - dy weight (g)

x 100. (3)

2.9. Assays for Lipid Profile. Serum total cholesterol (TC),
triglycerides (TG), and HDL cholesterol (HDL-C) levels
were assessed using commercial diagnostic kits Fortress, UK.
The levels of LDL cholesterol (LDL-C) were assessed by
using the following formula: LDL-Chol (mg/dL) = Chol -
(TG/5) - HDL-Chol. VLDL cholesterol (VLDL-C) level was
calculated with the following formula: TG/5 [27]. Athero-
genic index (AI) was calculated as TC on HDL-C.

2.10.  Oxidative  Stress  Parameters  Investigation.
Malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) in
aorta homogenate were determined using the methods
described by Wilbur et al. [30] and Ellman [31], respectively,
while the nitrites content was determined using the method
described by Green et al. [32].

2.11. Histomorphometric Analysis of Uterine, Vaginal, and
Aorta Tissues. Aortic, uterine, vaginal, and mammary gland
tissues after fixation (2 weeks) in formaldehyde 10% buffered
were trimmed and dehydrated in alcohol of croissant gra-
dient (70%, 80%, 90%, and 100% (3 baths)). After tissues
were clarified in 2 baths of xylene (1h30 min per bath) and
impregnated in liquid paraffin at 60°C (for 5 hours), uterine
and vaginal epithelial sizes as well as intima and media
heights were assessed from 5pum sections of paraffin-em-
bedded and haematoxylin-eosin stained uterine and vaginal
tissues. Epithelial sizes were assessed on microphotographies
obtained by using a light microscope (Leitz wetzlar Germany
513) connected with a digital camera celestron 44421 linked
to a computer where images were transferred.

2.12. Statistical Analysis. Data were expressed as mean-
+ standard error on mean. Statistical analysis was performed
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey post hoc test using GraphPad Prism 8.0.1. A value
of p©0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Phytochemical Analysis. The phytochemical analysis
revealed that heartwood of Pterocarpus soyauxii extract
contains, respectively, 229.42+3.62mg EAG/g,
63.42+2.16 mg EQ/g, and 27.88 £ 0.23 mg ETA/g of poly-
phenols, flavonoids, and tannins (Table 1).
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TaBLE 1: Phytochemical analysis of P. soyauxii aqueous extract.

Secondary metabolites

Aqueous extract of Pterocarpus soyauxii heartwood

Flavonoids (mg EQ/g)
Polyphenols (mg EAG/g)
Tannins (mg ETA/g)

63.42+2.16
229.42 +£3.62
27.88+0.23

m, =mg equivalent of tannic acid per gram of extract. m =mg equivalent of gallic acid per gram of extract. m, =mg equivalent o:
g ETA/g =mg equival f ic acid per g f g EGA/g =mg equival f gallic acid per g f g EQ/g =mg equival f

quercetin per gram of extract.

3.2. Identification of Compounds of P. soyauxii Extract by
UHPLC-MS  Analysis. Ultra-High-Performance  Light
Chromatography allowed the separation of components of
the aqueous extract of Pterocarpus soyauxii. Ions mass
spectrometry and a representative base peak chromatogram
are shown in Figure 1 and Table 2. UHPLC-MS enabled
identifying seven components: ambrial, 7-O-acetylformo-
nonetin, khrinone A, mono(2-ethylhexyl) phthalate, cem-
brene, 3',5'-dimethoxy-4-stilbenol, and linoleic acid.

3.3. In Vitro Antioxidant Activity. According to the results
obtained in Table 3, vitamin C exhibits greater anti-free
radical activity than that of our extract. It had the smallest
ICs, against the DPPH and ABTS radicals. The inhibitory
concentration 50 of vitamin C was 24.56 yug/mL while the
aqueous extract of P. soyauxii was 730.20 yg/mL for the
DPPH radical while it was 37.75 for vitamin C against 892.90
for the extract of PS for the radical ABTS. The concentration
of FRAP was 765.75 mEAG/g.

3.4. Effects of a 3-Day Treatment with P. soyauxii

3.4.1. Effect on Relative Weight, Protein Level, and the Size of
the Epithelium of Uterus. Figure 2 represents effects of 3-day
treatment with aqueous extract of P. soyauxii heartwood on
the relative weight of the uterus (Figure 2(a)), the size of the
uterine epithelium (Figure 2(b)), and uterine protein level
(Figure 2(c)). The extract induced a significant increase in
the relative weight of the uterus and the size of the uterine
epithelium at the doses of 200 and 300 mg/kg with respective
probabilities of p<0.001 and p<0.01 as compared to the
ovariectomized animals treated with distilled water.
Figure 2(c) also shows that the extract induced a significant
increase in uterine protein levels (p <0.05) at doses of 100
and 400 mg/kg. The doses of 200 and 300 mg/kg also sig-
nificantly increased this uterine protein level (p <0.001) in
comparison to animals in the Ovx control.

3.4.2. Effect on the Size of the Vagina Epithelium.
According to Figure 3, the histomorphometry of vaginal
histological sections showed a significant (p <0.001) in-
crease in the size of the vaginal epithelium at the doses of 200
and 300 mg/kg and significant decrease in the size of the
vaginal epithelium at a dose of 400 mg/kg.

3.4.3. Effect on Vaginal Cytology and Microarchitecture of
Vagina, Uterus, and Mammary Gland. Figure 4 represents
effects of 3-day treatment with aqueous extract of P. soyauxii

heartwood on the vaginal cytology and microarchitecture of
vaginal, uterus, and mammary gland. The three-day treat-
ment with the aqueous extract of P. soyauxii heartwood 14
days after ovariectomy resulted in the appearance of su-
perficial cells on vaginal smears of female rats treated with
the extract at the doses of 100, 200, 300, and 400 mg/kg as
well as estradiol valerate. However, the vaginal smear of the
rats treated with the extract at a dose of 50 mg/kg revealed
parabasal, polynuclear, and some superficial cells, which
indicate a cycle at the metestrus stage. According to Figure 4,
the 3-day treatment with plant extract and E,V resulted in
stratification of the vaginal epithelium at doses of 200 and
300 mg/kg compared with that of Ovx group animals treated
with distilled water. On the mammary gland, P. soyauxii
aqueous extract at doses of 100, 200, and 300 mg/kg like E,V
compared to Ovx animals induced a differentiation of the
cell layers of the acinus, an increase of eosinophilic secre-
tions in the lumen of the acini, and heights lobule in Ovx
rats. The microphotographies of uterus shows a differenti-
ation of the endometrium with both estradiol valerate and
the extract at doses of 200 and 300 mg/kg compared to the
Ovx group.

3.5. P. soyauxii Activities in a Postmenopausal Model

3.5.1. Effects on the Vaginal Epithelium. According to
Figure 5(a), the 28-day treatment with plant extract resulted
in stratification of the vaginal epithelium at the doses of 200
and 300 mg/kg compared with that of Ovx group animals
treated with distilled water. In addition, the histo-
morphometry of vaginal histological sections shows a sig-
nificant (p<0.01) increase in the height of the vaginal
epithelium height doses of 200 mg/kg. The dose of 300 mg/kg
induced a significant (p <0.001) increase in the size of the
vaginal epithelium.

3.5.2. Effects on the Uterine Epithelium. The 28-day treat-
ment with the extract of P. soyauxii did not have any effect
on uterine epithelium at all doses. As shown by Figure 6, the
uterine epithelium is simple cubic in all rats treated with the
extract of P. soyauxii contrary to the one treated with es-
tradiol valerate which is stratified.

3.5.3. Effects on the Mammary Gland. As shown by Figure 7,
P. soyauxii at 100 mg/kg exhibits a cell differentiation and
production of eosinophilic secretions according to Figure 8.
Nevertheless, this differentiation is weaker than E,V one.
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F1Gure 1: Chromatographic profile of Pterocarpus soyauxii aqueous extract.
TABLE 2: Main signals exhibited in the LC-MS spectra of compounds detected in Pterocarpus soyauxii and proposed attribution.
) ) [M+H]*
N Tr (min) Molecular formula Name of compound Molecular classes
Exp. Calcl.
1 0.4 2352035  235.2056 C16H,,0 Ambrial —
2 05 215.0544  215.0550 CoH,,04 Not identified —
3 0.6 311.0875 311.0914 C,3H,505 7-O-Acetylformononetin Isoflavone
4 0.7 301.0738 301.0707 Ci6 H1306 Khrinone A Isoflavonoid
5 0.8 181.1063  181.1071 C,H,,0; Not identified —
6 24 195.1223 195.1227 CsH1905 Ammoniated polyethylene glycol —
7 2.6 279.1609 279.1591 Ci6 Hy304 Mono(2-ethylhexyl) phthalate Aromatic dicarboxylic acid
8 2.8 4372909  437.2898 CysHyOg Not identified —
9 2.9 273.2577 273.2577 Cy Hss Cembrene A Diterpene
10 2.9 3051074  305.1078 CoH,, 04, Not identified —
11 3.0 209.1507 209.1536 Cy3H,,0, Not identified —
12 31 2111301 211.1329 C1,H,505 Not identified —
13 32 2932127 2932111 C1sH,60; Not identified —
14 3.5 257.1210 257.1172 C16H,,0; 3',5'-Dimethoxy-4-stilbenol Stilbenoid
15 3.8 281.2495 281.2474 C15H330, Linoleic acid Fatty acid
16 4.0 235.2054 235.2056 Ci6 Hy; O Not identified —
17 41 2632378 263.2369 CysHs, 0 Not identified —

TaBLE 3: Inhibitory concentration 50 of P. soyauxii aqueous extract against DPPH and ABTS radicals and FRAP concentration.

Parameters substances FRAP (mEAG/g)

ICsy of DPPH (ug/mL) ICsy of ABTS (ug/mL)

Vitamin C _
PS extract 765.79

24.56
730.20

37.75
892.90

3.54. Effects on Weight Gain and Abdominal Fat.
Figure 8(a) shows a significant increase in weight gain on
days 7 and 14 of treatment, respectively, of p<0.01 and
p<0.05 in ovariectomized rats compared with sham-op-
erated animals. Likewise, Figure 7(b) shows a significant
increase (p < 0.001) in the relative weight of abdominal fat in
ovariectomized rats treated with distilled water compared to
sham-operated rats. The extract of P. soyauxii at the dose of
300 mg/kg induced a significant decrease (p<0.05) in
weight gain on 14 and 21 days of treatment and the same
effect (p < 0.001) on relative weight abdominal fat compared

to Ovx animals. Extract at the dose of 200 mg/kg decreased
only relative weight abdominal fat (p <0.001) and weight
gain on 21 days of treatment compared to Ovx animals.

3.5.5. Effects on Serum Glucose Levels during Insulin Resis-
tance Test. Figure 9 below shows a significant increase in
serum glucose levels of (p <0.01) and (p <0.001), respec-
tively, at 20 and 30 minutes in ovariectomized rats compared
to sham-operated rats. The extract of P. soyauxii at the dose
of 200 mg/kg resulted in a significant decrease in serum
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significant difference compared to Ovx control rats. PS=P. soyauxii.

glucose levels at 20 and 30 minutes of p < 0.01 and p < 0.001,
respectively, as compared to Ovx animals. The extract at the
dose of 300 mg/kg resulted also in a significant decrease in
serum glucose levels at 20 and 30 minutes of p <0.05 and
P <0.01, respectively, as compared to Ovx animals.

3.5.6. Effects on Relative Weight of the Aorta and on Aortic
Protein. Figure 10 shows a significant decrease (p < 0.05) in
the aortic protein. There was also a significant (p <0.05)
increase in the relative weight of the aorta in Ovx rats as
compared to sham-operated rats (Figure 10(a)). The extract
of P. soyauxii at the dose of 300mg/kg resulted in a

significant increase (p < 0.001) in aortic protein levels and a
significant decrease (p <0.001) in relative weight of this
organ. P. soyauxii extract at the doses of 100 and 200 mg/kg
significantly increased protein levels (p < 0.001) but had no
effect on relative aortic weight.

3.5.7. Effects of P. soyauxii on Serum Lipid Levels.
Ovariectomy caused a substantial increase in the TC, TG,
LDL-C, and VLDL-C levels (Table 4) and also caused
substantial decrease in HDL-C levels and increase in ath-
erogenic index as compared to sham-operated control group
(p <0.001). In Ovx rats, treatment with 100 mg/kg/day of P.
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soyauxii induced a significant decrease in TG, LDL-C, and
VLDL-C levels and atherogenic index (p <0.05, p <0.001,
P <0.001, and p <0.05) but did not affect HDL-C and TC
levels compared with the Ovx-control group. P. soyauxii at
the dose of 200 mg/kg/day has significantly reduced TC, TG,
LDL-C, and VLDL-C levels and atherogenic index (p < 0.01,
p<0.001, p<0.001, p<0.001 and p <0.001) and increased
HDL-C levels (p < 0.05) as compared to Ovx-control group.
At the dose of 300 mg/kg/day, P. soyauxii extract signifi-
cantly decreased TG, LDL-C, and VLDL-C levels and ath-
erogenic index (p<0.001, p<0.001, p<0.001, and
p<0.001) and significantly increased HDL-C levels
(p<0.05) as compared to Ovx group.

3.5.8. Effects of P. soyauxii on Oxidative Stress Status.
After 84 days, ovariectomy resulted in a significant increase
(p<0.001) in MDA level and a significant decrease
(p <0.001) in GSH and nitrite levels in the aorta. The plant at
the dose of 100 mg/kg significantly increases the levels of
nitrites but had no effect on the level of GSH and MDA. P.
soyauxii extract at the dose of 200 and 300 mg/kg signifi-
cantly decreased (p <0.001, p <0.01, resp.) the MDA level
and likewise increased (p <0.001, p <0.01, resp.) GSH and
nitrites levels (Figure 11).

3.5.9. Effects of P. soyauxii on Aorta Histology. As shown in
Figure 12, after 84 days, ovariectomy induced leukocyte
infiltration in aorta compared to sham-operated rats. Leu-
cocyte infiltration was associated with a high ratio intima/
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media (p <0.001) in Ovx rats. The extract at the dose of 100,
200, and 300 mg/kg prevented leukocyte infiltration on aorta
sections. Furthermore, P. soyauxii extract significantly re-
duced at all doses the ratio intima/media in Ovx rats
compared to the control group treated with distilled water.

4. Discussion

The aim of the present study was to assess estrogenic and
antioxidant activities of aqueous extract of P. soyauxii
heartwood in a model of oophorectomy in Wistar rats. For
this, a 3-day uterotrophic assay according to the protocol of
the Organization for Economic Cooperation and develop-
ment [26] was used to verify estrogenic potential of the
extract in ovariectomized rats. In vitro antioxidant capacity
of P. soyauxii heartwood was evaluated using protocols
described by numerous authors [23-25]. Then, an 84-day
postoophorectomy model was used as described in nu-
merous studies [13, 14] to assess properties of the plant
extract on postmenopausal cardiovascular disorders and
aortic oxidative stress. Compared to Ovx control, results of
the 3-day uterotrophic assay showed that aqueous extract of
P. soyauxii heartwood at 200 and 300 mg/kg exhibited
uterotrophic activities characterized by an increase of rel-
ative weight, epithelial height, and protein level of the uterus.
Plant extract also leaded to vagina cornification and strat-
ification correlated with an increase of vaginal epithelium
height and the density of foliaceous cells. The uterotrophic
assay also showed an increased eosinophilic secretion in
lumen of mammary acini at 200 and 300 mg/kg. Indeed, it is
histologically known that oophorectomy leads to atrophy of
estrogen-dependent tissues like a decrease of vaginal and
uterine epithelia heights; it also reduced eosinophilic se-
cretions in the lumen of mammary acini [33-35]. Estrogenic
activities of P. soyauxii extract could be due to flavonoids
found in the plant extract (63.42+2.16 quercetin equiva-
lent). As a matter of fact, flavonoids represent the most
potent phytoestrogen family [36]. The results of in vitro
antioxidant assay showed that P. soyauxii extract has in-
duced inhibition of the DPPH and ABTS free radical with
ICso of 730.20 and 892.90 yg/mL, respectively. This anti-
oxidant activity could be linked to the richness of the plant
extract in phenolic compounds and linoleic acid according
to LC-MS analysis. Indeed, linoleic acid can prevent the
production of ROS by protecting membranes composed of
1-palmitoyl 2-linoleoyl phosphatidylcholine [37]. Besides,
purslane leaves like P. soyauxii aqueous extract exhibit
antioxidant-like properties due to phenols and linoleic acid
[38].

These estrogenic and antioxidant activities of P. soyauxii
extract can be beneficial for deep hypoestrogenism observed
in postmenopausal women. Indeed, oophorectomy leads to
a reduction in circulating estrogen levels [39]. In rats, long-
term oophorectomy is an appropriate experimental re-
search model to study postmenopausal disorders [40] such
as atrophy of estrogen-dependent tissues, cardiovascular
risk factors primarily obesity, and dyslipidaemia [41, 42]. In
this study, compared to sham-operated group, 84-days
oophorectomy resulted in an atrophy of estrogen-
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FIGURE 4: Microphotographies of vaginal cytology (100x, Papanicolaou) and the microarchitecture of vagina, uterus, and mammary gland
(HE, 100x) after 3-days treatment with Pterocarpus soyauxii heartwood extract. PS= P. soyauxii; vaginal cytology: Sc = superficial cell;
Ic=intermediate cell; Po = polynuclear; Pc=parabasal cell; vagina: 1= Stratum germinativum; 2 = Stratum granulosum, 3 = Stratum
corneum, 4 =lumen, 5 = chorion, uterus: Lu = uterine lumen; En = endometrium; St = myometrium; mammary gland: At =adipose tissue;
Es = eosinophilic secretion; Ca = cell layer of the acinus.
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FIGURE 5: Effects of a 28-day treatment of with PS on vaginal epithelium (100x, haematoxylin-eosin). *p < 0.001, significant difference
compared to sham-operated control; ®p < 0.01; “p <0.001, significant difference compared to Ovx control. 1= Stratum germinativum;
2 = Stratum granulosum, 3 = Stratum corneum, 4=lumen, 5 = chorion.

dependent tissues characterized firstly by a decrease of  as a decrease of mammary acini diameter and a lack of
uterus relative weight, epithelial height, and protein level,  eosinophilic secretions in acini lumen. These effects could
and secondly by a decrease of vagina epithelial height aswell ~ be attributed to ovarian loss. Indeed, ovaries estradiol
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FIGURE 6: Effects of a 28-day treatment with P. soyauxii on uterine epithelium (100X, haematoxylin-eosin). *p < 0.001, significant difference
compared to sham-operated control; *p < 0.01, significant difference compared to Ovx rats treated with distilled water. PS = P. soyauxii;
Lu = uterine lumen; En = endometrium; St =myometrium.

normally supplies dynamic development of estrogen-de-  Pterocarpus soyauxii aqueous extract resulted in stratifi-
pendent tissues via a proliferative activity involving es-  cation and an increase of vagina epithelial height without
trogen receptors [43]. The 28-days treatment with  noticeable effects on mammary gland and uterus. Effect on
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F1GURE 10: Effects of a 28-day treatment with P. soyauxii on fresh aorta weight (a) and aorta total protein levels (b). 1p < 0.05; *p < 0.01;
3p <0.001, significant difference compared to sham-operated control; °p < 0.01; “p < 0.001, significant difference compared to Ovx control.

TaBLE 4: Effects of a 28-day treatment with P. soyauxii on lipid profile.

Groups parameters Sham + H,O OVX+H,0 OVX+E,V OVX+PS 100 OVX+PS 200 OVX+PS 300
TC (mmol/L) 1.43+0.03 1.85+0.03° 1.56 +0.05° 1.80 £0.03° 1.57+0.01° 1.69+0.02
HDL-C (mmol/L) 0.97 £0.02 0.55 +0.01° 0.78 +0.04'° 0.54 +0.02° 0.74+0.02% 0.74 £0.01%
LDL-C (mmol/L) 0.32+0.05 1.12+0.02° 0.56 + 0.07° 0.61 £0.06° 0.71 £0.03°¢ 0.60 + 0.06°
TG (mmol/L) 0.63 +0.02 0.84 +0.00° 0.68 +0.02° 0.73 +0.03 0.67 +0.00° 0.69 £0.01°
VLDL (mmol/L) 0.12+0.00 0.16 +0.00° 0.12 +£0.00° 0.14+0.00 0.13 +0.00° 0.14+0.00°
Al 1.45+0.05 3.31+0.05° 2.20+0.12% 3.44 £ 0.06 2.24+0.08¢ 217 +0.13%¢

Values represent means+SEM (n=>5); 'p<0.05; 2p <0.01; >p<0.001, significant difference compared to sham-operated control; *p <0.05; °p <0.01;
€p <0.001, significant difference compared to Ovx control; PS = P. soyauxii.
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FiGure 11: Effects of a 28-day treatment with P. soyauxii on MDA (a), GSH (b), and nitrites (c) aorta levels. 1p <0.05; Zp <0.01; 3p <0.001,
significant difference compared to sham-operated control; *p < 0.05; °p < 0.01; “p < 0.001, significant difference compared to Ovx control; PS
= P. soyauxii; MDA = Malondialdehyde; GSH = reduced glutathione.

vagina after 28-days treatment could be due to linoleic acid,
known as promoting vaginal cornification [44]. This lack of
long-term action of the plant extract on mammary gland
and uterus could reflect a potential selective effect, useful for
preventing estrogen-dependent cancers. In addition, LC-
MS analysis revealed the presence in the plant extract of
mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) and 3',5'-dime-
thoxy-4-Stilbenol or pterostilbene which are known as
selective estrogen receptor modulators (SERM). This dif-
fering agonist or antagonist effects at the estrogen receptor
in different tissues of pterostilbene contained in the plant
extract can prevent hormone responsive cancers [45, 46].

In addition to genital atrophy, oophorectomy resulted in
an increase of relative weight of abdominal fat, weight gain,
and insulin resistance correlated with dyslipidaemia and an
increased atherogenic index, similar to studies carried by
Somayeh et al. [47] and Dzeufiet et al. [11]. Indeed, estrogen
deficiency increases lipoprotein lipase activity, leading to
blood fatty acids accumulation, and thus dyslipidaemia [48].
According to Wade [49], estrogen negatively regulates food
intake and weight gain. Thereby, increased body weight and
abdominal fat in ovariectomized rats in this study could be
due to high food intake and fat accumulation in adipose
tissue [50]. It has also been established that free radical
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FIGURE 12: Effects of P. soyauxii 28-day treatment on aorta (100x, haematoxylin-eosin). PS = P. soyauxii; (I) intima; (M): media; (A): adventitia;

Li = leukocyte infiltration.

oxidation of LDL cholesterol leads to atherosclerosis [11]. In
the present study, the increase of atherogenic index is as-
sociated with oxidative stress in ovariectomized rats. Indeed,
in addition to an increased LDL cholesterol, ovariectomized
rats exhibited a high lipid peroxidation via an increase of
MDA level. They showed also a decrease of GSH concen-
tration which characterized an oxidative stress. Compared to
Ovx control, P. soyauxii extract significantly reduced

abdominal fat weight and body weights, insulin resistance,
and dyslipidaemia. These effects could be due to the 3',5'-
dimethoxy-4-stilbenol also called pterostilbene which was
revealed by LC-MS analysis. Indeed, pterostilbene is known
for its antiadipogenic and hypotriglyceridemic properties
through inhibition of proliferation and differentiation of
3T3-L1 cells into adipocytes, fatty acids accumulation, and
expression of Diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGAT1)
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which supply triglycerides synthesis. In addition, pter-
ostilbene is known to reduce expression of Peroxisome
Proliferator Activated Receptors y (PPARYy) involved in the
starting of insulin resistance and dyslipidaemia [51, 52].

Oophorectomy is associated with a high activity of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase, leading to the formation of free radicals in the
mitochondria. The high production of free radicals is a major
contributor in the pathogenesis of atherosclerosis through
LDL cholesterol oxidation [53], starting process of endo-
thelial dysfunction leading to a decreased nitrogen mon-
oxide levels in aorta. This atherogenic process constitutes an
inflammatory state materialized in this work by leukocyte
infiltration on aortic sections in Ovx control. The treatment
with plant extract improved the oxidative status as well as
leukocyte infiltration in the aorta at 100, 200, and 300 mg/kg.
Indeed, pterostilbene is known to exert antioxidant and anti-
inflammatory activities. They decreased expression of
NADPH oxidase and inactivation of NF-xB via a down-
regulation of Toll-like 5 receptors [54].

5. Conclusions

Sixteen-week bilateral oophorectomy induced postmeno-
pausal symptoms in rats like vagina atrophy, dyslipidaemia,
insulin resistance, weight gain, and oxidative stress. P.
soyauxii aqueous extract contains mono(2-ethylhexyl)
phthalate, cembrene, 3',5'-dimethoxy-4-stilbenol, and
linoleic acid. Furthermore, this extract is able to exhibit
estrogenic and antioxidant activities which are probably
responsible of the prevention of postmenopausal symptoms.
There is a need to evaluate different pathways involved by
secondary metabolites of this extract on postmenopausal
symptoms.

Abbreviation

ABTS: 2,2'-Azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid

AL Atherogenic index

DAD: Diode array detector
DGATI1:  Diacylglycerol O-acyltransferase 1
DPPH: 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl

E,V: Estradiol valerate

FRAP: Ferric-reducing antioxidant power

GSH: Reduced glutathione

HED: Human equivalent dose

HDL-C:  High-density lipoprotein cholesterol

HRT: Hormone replacement therapy

IC50: Inhibitory concentration 50

ITT: Insulin tolerance test

LC-MS:  Liquid chromatography-mass spectrometry
LDL-C:  Low-density lipoprotein cholesterol

MDA: Malondialdehyde

MEHP:  Mono(2-ethylhexyl) phthalate

NF-«B: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells
Ovx: Ovariectomized animals
PPARy:  Peroxisome proliferator activated receptors y
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PS: Pterocarpus soyauxii
ROS: Reactive oxygen species

SERM: Selective estrogen receptor modulators
TC: Total cholesterol

TG: Triglycerides

TPTZ: 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine
UHPLC-  Ultra-High-Performance Liquid

MS: Chromatography tandem mass spectrometry
VLDL-C: Very-low-density lipoprotein cholesterol.
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ABSTRACT

Previous studies showed that Pterocarpus soyauxii (P. soyauxii) exhibits estrogenic activities ease
menopausal disorders. The objective of this study was to evaluate anti-osteoporotic activities of the
aqueous extract of P. soyauxii heartwood in ovariectomized (Ovx) Wistar rats. To achieve this, an
84-day postmenopausal osteoporosis model was used. Twenty-five female rats were
ovariectomized and 5 others were sham-operated (Sham). After 84 days of hypoestrogenism, Ovx
animals were divided into 5 groups including a group receiving distilled water at 10 mL/kg, a group
receiving estradiol valerate (E,V) at 1 mg/kg, and three groups receiving P. soyauxii extract at 100,
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200, and 300 mg/kg; Sham-operated animals received vehicle (10 mL/kg). After 28 days of
treatment, animals were sacrificed. Blood was collected in EDTA tubes for blood count and in dry
test tubes. Some femoral and seric biochemical analyses were carried out. The relative mass of
both tibia and femur, and femoral density were assessed. As result, oophorectomy significantly
increased the level of white blood cells (WBC) (p <0.01), MDA (p <0.01), nitrites (p <0.001), and
urinary calcium/urinary creatinine ratio (p <0.01). Ovx animals presented a low femoral calcium and
phosphorus levels (p <0.05) likewise ALP activity in both serum and femur compared to sham
group. Thus, they also presented numerous resorption lacunae in the tibia and femur and a
disorganization of tibia trabecular bone. P. soyauxii extract at 300 mg/kg significantly decreased
WBC (p <0.05), MDA (p <0.01), and nitrites (p <0.001) compared to vehicle. At the dose of 200
mg/kg, P. soyauxii extract significantly increased femoral calcium (p <0.05), seric phosphorus (p
<0.01), and ALP activity (p <0, 05) in both femur and serum, as well as relative femoral mass (p
<0.05) and density (p <0.001). Furthermore, the plant extract at 200 and 300 mg/kg reduced
resorptive lacunae and reconstituted trabecular bone in Ovx animals. Overall, aqueous extract of
P. soyauxii exhibits anti-osteoporotic activities in a postmenopausal-like model in Wistar rats.

Keywords: P. soyauxii; anti-osteoporotic; postmenopausal; rat.

1. INTRODUCTION

Osteoporosis is a systemic disorder
characterized by a reduction in bone mass and
microarchitectural deterioration of bone tissue,
resulting in skeletal fragility [1]. Known as a
multifactorial disease, its susceptibility is
determined by genetic influences, environmental
factors, and sex hormone status among others
[2]. The ever-increasing aging of the world's
population makes osteoporosis a major public
health problem [3]. Estrogen deficiency in
postmenopausal women, however, is known to
be an important factor in the pathogenesis of
osteoporosis [4]. Prevention and management of
this condition are based primarily on Hormone
Replacement Therapy (HRT) [5]. Despite the
positive effects associated with HRT for
osteoporosis, the Women's Health Initiative
(WHI) trial reported a risk of cardiovascular
diseases and breast cancer associated with this
healing [6]. Around the world and particularly in
developing countries, herbs are used as a
therapeutic alternative to conventional medicine
[7]. Plants commonly wused to prevent
menopausal disorders have among other
estrogenic activities that are linked to their
richness in a class of molecules called
phytoestrogens. These molecules have been
shown to possess anti-osteoporotic effects
without the adverse effects associated with
estrogens, such as estrogen-dependent cancers,
reported in experimental studies [8-9]. Previous
studies showed that P. soyauxii, the subject of
this study exhibits estrogen-like effects in a
postmenopausal model [10]. Indeed, this study
confirmed the ethnobotanical uses of this plant to
manage uro-genital issues in women [11-15].

Actually, the aqueous extract of the plant
contains phytoestrogens like pterostilben and
linoleic acid, thus it reduced menopausal
impairment like vaginal atrophy and metabolic
syndrome. Nevertheless, effects on
postmenopausal osteoporosis have not yet been
evaluated. Thus, this study aimed to evaluate the

anti-osteoporotic  activities of P. soyauxii
heartwood aqueous extract in a
postmenopausal-like model induced by

ovariectomy in rat.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 P. soyauxii Extraction

The aqueous extract of P. soyauxii was prepared
according to the protocol described by Mengue
et al. [10].

2.2 Animal material

Wistar strain female rats aged 10-12 weeks and
weighing between 130-150 g were used. They
were housed in plastic cages of 5 animals per
cage with free access to tap water and soy-free
chow. The animals were ovariectomized using a
dorsal approach [9,15].

2.3 Experimental Design

Thirty rats were used. Twenty-five rats were
ovariectomized and the others were the sham-
operated (Sham). 84 days after oophorectomy,
the animals were divided into 6 groups of 5
animals each and were treated daily for 28 days
as follows: the sham group received distilled
water (10 mL/kg) and an Ovx animals received
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respectively distilled water (10 mL/kg), E,V (1
mg/kg), and P. soyauxii at 100, 200 and 300
mg/kg. Before sacrifice, fasted animals were
individually housed in a metabolic cage for 24 h.
A urine sample was collected and acidified with 2
mL of 1 mol/L HCI. Collected urine samples were
used for the determination of creatinine, calcium,
inorganic phosphorus, magnesium. Thus, some
osteolysis indexes  (Urinary-calcium/Urinary-
creatinine; Urinary-magnesium/Urinary-
creatinine) were calculated. Vaginal smears were
also carried out. Arteriovenous blood was
collected both in EDTA tubes for blood count and
in dry tests tubes for centrifugation (3500pm for
15 min). Calcium, magnesium, creatinine,
inorganic phosphorus (IP) levels, and alkaline
phosphatase activity (ALP) were assessed in
serum. Femur and Tibia were collected and
weighed. 0.2 g of the head of femur was
homogenized in 2 mL of phosphate buffered
saline. The homogenate obtained was
centrifuged (3500 rpm for 30 min) and the
supernatant was used to determinate some
biochemical bone markers such as calcium,
magnesium, inorganic phosphorus, ALP activity
as well as femur oxidative status (MDA, GSH,
and Nitrites). At last, histopathological analysis of
heads of femur and tibia were carried on paraffin-
embedded sections stained with hematoxylin-
eosin.

2.4 Determination of the Relative Mass
and Femoral Density

2.4.1Determination of the relative mass of the
femur and tibia

Femur and tibia relative fresh weight were
calculated respectively using the formula bellow
according to Akhtar et al. [16].

Organ weight ratio = Femur/Tibia weight (q) x100
Body w

2.4.2 Determination of femoral density

Wet femur volume was measured using a
plethysmometer and its density was calculated
using the formula as described by Lee et al. [17]:

Femoral density = [femur wet weight (kg) x 1000
(kg/mm?®)/volume of femur (mm?®)]

2.5 Biochemical Assays

ALP activity like creatinine and IP levels, were
assessed using commercial diagnostic kits

LABKIT. Calcium and magnesium levels were
assessed using commercial diagnostic kits
Biolabo and Randox respectively.

2.6 Oxidative Stress Parameters Assays

Malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione
(GSH) in femur homogenate were determined
using methods described by Wilbur et al. [18]
and Ellman [19] respectively while the nitrites
content was determined using the method
described by Green et al. [20].

2.7 Vaginal Smears and Cell

Differentiation

Using a micropipette, 10 pL of a 0.9% NaCl
solution was introduced into the vagina of each
rat and then aspirated with a bulb. The collected
sample was placed on a slide and fixed in
increasing baths of 50%, 70% and 80% alcohol.
The slides were stained according to the method
described by Papanicolaou [21].

2.8 Histopathological Analysis

After fixation of the femur and tibia in 10%
buffered formalin, the organs were streamed in 3
xylene baths (10 min per bath) and then
dehydrated in alcohol of croissant gradient (70%,
95%, and 100% (3 baths)). Tissues were then
clarified in two xylene baths and embedded in
liquid paraffin at 60°C for 4 hours. A 5 pm section
of each organ was cut with a microtome,
deparaffinized, and stained with hematoxylin-
eosin. The microphotographies were obtained
using a light microscope (Leitz wetzlar Germany
513) connected with a celestron 44421 camera
linked to a computer.

2.9 Statistical Analysis

Data were stated as mean * standard error on
mean. Statistical analysis was performed using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by the Tukey post hoc test using GraphPad
Prism 8.0.1. A value of p < 0.05 was considered
statistically significant.

3. RESULTS

3.1 Effects of P. soyauxii on Relative
Mass of Femur and Tibia and on Total
Femoral Protein Level

As shown by Fig. 1, ovariectomy resulted in a
significant decrease in relative femur mass (p <
0.01) as well as femoral protein level (p < 0.001)
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compared to Sham control. Administration of the
P. soyauxii extract at 200 and 300 mg/kg
significantly (p < 0.05) increased relative femur
mass compared to Ovx animals. Moreover,
treatment with 200 and 300 mg/kg significantly
increased femoral protein levels by p<0.01 and
p<0.001, respectively, compared to Ovx animals.
Besides, ovariectomy and plant extract have no
effects on tibia weight.
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3.2 Effects of P.
Density

soyauxii on Femur

The 84-day after Ovariectomy resulted in a
significant decrease in femoral density (p <
0.001) compared to Sham control (Fig. 2).
Administration of P. soyauxii significantly
increased femoral density at 200 (p < 0.001) and
300 (p < 0.01) mg/kg compared to Ovx animals.

| SHAM + HO I

- =

Fig. 1. Effects of Pterocarpus soyauxii on femur and tibia relative weight (A) and femoral
protein level (B)
1p <0.05; 2p <0.01; 3p <0.001, significant difference compared to Sham control; ®p <0.05; bp <0.01; °p <0.001,
significant difference compared to Ovx control; PS = P. soyauxii.
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Fig. 2. Effects of P. soyauxii on femur density
n <0.05; ?p <0.01; *p <0.001, significant difference compared to Sham control; *p <0.05; °p <0.01; °p <0.001,
significant difference compared to Ovx control; PS = P. soyauxii.
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3.3 Effects of P. soyauxii Heartwood on
Some Blood Elements

The effects of P. soyauxii aqueous extract on
some blood components are shown in Table 1. It
shows that ovariectomy resulted in a significant
(p < 0.01) increase in white blood cell (WBC) and
a non-significant increase in monocytes and
lymphocytes compared to Sham control. The
administration P. soyauxii extract at 200 mg/kg
reduced WBC by 86.29 % compared to Ovx
control.

3.4 Effects P. soyauxii on Seric, Urinary,
and Femoral Levels of Calcium,
Phosphorus, and Magnesium

Table 2 shows that a 112-day of ovariectomy
induced a decrease of calcium levels in both
seric and femoral homogenate (p < 0.001) in one
hand and a significant increase (p < 0.001) in
calcium urinary levels in other hand compared to
sham control. While the administration of P.
soyauxii extract at 100 mg/kg increased
significantly (p < 0.05) femoral calcium level and
decreased likewise the urinary one. The
treatment of ovariectomized rats with the
aqueous extract of P. soyauxii at 200 mg/kg and
300 mg/kg compared to Ovx control, increased
significantly (p < 0.05) seric IP, levels while only
the extract at 300 mg/kg increased phosphorus
levels in the femur.

3.5 Effects of P. soyauxii on ALP
Activity, Creatinine Levels and Some
Osteolysis Indices

The Table 3 shows the effects of treatment of
Ovx rats with aqueous extract of P. soyauxii
heartwood on femoral and seric ALP activity,
seric and urinary creatinine levels and some
osteolysis indices. Ovariectomy resulted in a
significant (p<0.001) decrease in femoral ALP
activity and increase seric ALP activity compared
with Sham-operated rats. There was also a
significant (p<0.01) increase in the urinary
calcium to urinary creatinine ratio in Ovx after
112 days. The administration of P. soyauxii at
200 mg/kg significantly reduced seric ALP
activity  (p<0.05) although it increased
significantly (p<0.01) this parameter in femur
compared to Ovx control.

3.6 Effects of P. soyauxii on Femoral
Oxidative Stress Status

Ovariectomy resulted in a significant decrease in
GSH levels (p<0.01) and a significant increase in

MDA (p<0.01) and nitrite (p<0.001) levels in the
femur. P. soyauxii extract at 200 and 300 mg/kg
doses compared to Ovx animals significantly
increased GSH levels by (p<0.05) and (p<0.01)
respectively. At all extract doses, there was a
significant (p<0.001) decrease in femur nitrite
level compared to Ovx animals. MDA level was
significantly  (p<0.01) decreased following
treatment with P. soyauxii extract at the dose of
300 mg/kg compared to Ovx female rats (Fig. 3).

3.7 Effects on the Microarchitecture of
the Femur and Tibia

Fig. 4 shows the effects of P. soyauxii extract on
the microarchitecture of the femur and tibia in
ovariectomized animals. Ovariectomy increased
the number of resorption lacunae in the tibia and
femur. Besides, it also induced tibia trabecular
disorder. The oral extract corrected these
alterations compared to Ovx animals at 200 and
300 mg/kg.

4. DISCUSSION

The potential anti-osteoporotic effects of P.
soyauxii were evaluated in a model of
postmenopausal osteoporosis induced by
ovariectomy in Wistar rats. Results revealed that
ovariectomy decreased significantly femur
relative mass and density compared to Sham-
operated animals. Indeed, estrogen is known to
induce osteoclast apoptosis and osteoblast
proliferation. These actions increase bone matrix
synthesis, mass, and density [22-24]. In addition,
Braun et al. [25] mentioned that high oxidative
stress in hypoestrogenism was linked to
osteoblast death. Furthermore, Reactive oxygen
species (ROS) stimulate osteoclastogenesis [26],
thus they promote bone loss. Signaling pathways
are consistent in the present work with the
increase of ROS like malondialdehyde (MDA) in
the femur. This significant increase in MDA level
could be considered as an indication of oxidative
stress and cell death. Indeed, the increase in
MDA level is an indicator of lipid peroxidation and
thus of cell death. Some studies had the same
results and showed that estrogen deficiency in
ovariectomized female rats resulted in decreased
relative mass and density of the femur [9,27]. In
the present study, agueous extract of P. soyauxii
increased femur density and relative mass in Ovx
rats. This result reflects an antiresorptive activity
of the plant. Qualitative and quantitative
phytochemical analysis revealed flavonoids
(formononetin and naringenin) in the extract of
the heartwood of P. soyauxii [15, 28]. Naringenin
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Parameters Groups WBC (107/L) RBC (10"/L) HGB (g/dL) HCT (%) LYM (107/L) MO (10°/L)
SHAM + H,0 6.43+0.73 8.26 +0.22 13.95 + 0.26 45.00 + 0.77 6.79 +1.28 0.18 + 0.01
Ovx + H,0 10.14 +0.71° 8.21+0.22 13.57 £ 0.35 43.62 +0.88 8.30 £+ 0.76 0.24 +0.01
Ovx + E,V 6.73 £ 0.60% 8.73+0.06 14.12 +0.17 46.47 +0.33 7.36 +1.36 0.18 £ 0.02
Ovx + PS 100 8.05+0.70 8.81+0.35 14.07+0.48 47.27 +1.73 7.13+0.21 0.20 + 0.02
Ovx + PS 200 8.75 + 0.40 8.83+0.08 14.65 + 0.16 48.05 + 0.45 7.91+0.28 0.17 £ 0.02
Ovx + PS 300 9.45 +0.79" 8.77+0.17 14.52 + 0.33 47.67 +1.35 7.60 + 0.63 0.17 £ 0.02

Values represents mean + SEM (n = 5); 'p <0.05; “p <0.01, significant difference compared to Sham-operated control; °p <0.05, significant difference compared to Ovx control; PS = P. soyauxii, WBC = White blood
cells; LYM = Lymphocytes; RBC = Red blood cells; HGB = Hemoglobin; HCT = Hematocrit; MO = Monocytes

Table 2. Effects of agueous extract of P. soyauxii heartwood on serum, urine and bone levels of calcium, phosphorus and magnesium

Parameters Calcium (Mmol/L) Phosphorus (Mmol/L) Magnesium (Mmol/L)
Groups Serum Femur Urine Serum Femur Serum Femur Urine
SHAM + H,0 2.23+0.05 3.18+0.33 7.72+0.34 2.73+0.02 10.74 £ 0.25 0.45+0.01 0.32+£0.05 2.32+0.10
Ovx + H,0 1.82 + 0.04° 1.88 + 0.23" 11.07 +0.13° 2.44 + 0.05° 8.89 + 0.57* 0.44 +0.00 0.20 £ 0.01 2.68 £0.23
Ovx + E,V 2.13 £ 0.04% 2.61+0.27 8.33+0.28" 2.69 + 0.07° 10.54 + 0.20% 0.45+0.01 0.32 £ 0.05 2.14+0.10
Ovx + PS 100 1.96 + 0.06" 3.09 +0.22°% 9.17 £ 0.78% 2.63+0.02 9.73+0.27 0.47 £ 0.00 0.34 +0.04 2.25+0.10
Ovx + PS 200 2.09 £ 0.01° 2.94+0.24 8.71+0.23° 2.73+0.01° 10.40 £ 0.49 0.50 + 0.02 0.25+0.04 2.47 +0.17
Ovx + PS 300 1.93 + 0.04" 2.33+0.24 8.94 + 0.48°% 2.69 + 0.03° 10.62 + 0.13° 0.45 + 0.03 0.26 + 0.04 2.51+0.49
Values represents mean + SEM (n = 5); "p <0.05; “p <0.01; °p <0.001, significant difference compared to Sham-operated control; °p <0.05; °p <0.01; °p <0.001, significant difference compared to Ovx control; PS = P.
soyauxii.
Table 3. Effects of P. soyauxii on serum and bone PAL activity, urinary creatinine and some osteolysis indices

Parameters Creatinine (mg/dL) ALP activity (IU/L) Uri-Ca”'/Uri-Crea Uri-Mg“*/Uri-Crea
Groups Serum Urine Femur Serum
SHAM + H,0 1.02 £ 0.03 15.19+0.19 545.66 + 8.41 232.05 + 6.56 0.50 + 0.02 0.15+0.01
Ovx + H,0 0.99 £0.02 16.10 + 0.54 397.24 + 15.59° 185.15 + 4,46° 0.69 +0.02° 0.16 + 0.01
Ovx + E,V 0.99 + 0.02 15.40 £ 0.24 549.20 + 16.09*° 197.45 + 2.65° 0.54 +0.01* 0.13+0.01
Ovx + PS 100 0.98 + 0.02 14.83 £ 0.55 398.39 + 15.73° 215.12 + 4.61° 0.62 £ 0.05 0.15+£0.03
Ovx + PS 200 0.96 £+ 0.01 15.28 £ 0.10 47471 +7.27* 206.55 + 3.62"° 0.57+0.01 0.16 £ 0.01
Ovx + PS 300 0.95+0.01 15.56 + 0.34 454.33 + 11.01° 211.32 + 5.06° 0.57 £ 0.02 0.16 £ 0.03

Values represents means + SEM (n = 5); 'p <0.05; °p <0.01; °p <0.001, significant difference compared to Sham-operated control; °p <0.05; °p <0.01; °p <0.001, significant difference compared to Ovx control; PS = P.
soyauxii, ALP = Alkaline phosphatase, Uri-Crea = Urinary creatinine, Uri-ca®" = Urinary calcium, Uri-Mgz+: Urinary Magnesium.
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is reported to possess anti-osteoporotic activity in
ovariectomized rats by stimulating osteoclast
apoptosis and osteoblastic proliferation [29].
Besides, formononetin preserves femoral mass
and density through its ability to bind to estrogen
receptors located on the bone and exert
antioxidant activity to increase bone mineral
density [30-32]. In addition, LCMS analysis
revealed that P. soyauxii aqueous extract
possesses linoleic acid [10]; a molecule capable
of preventing bone loss by stimulating
osteoprogenin (OGP) expression and inhibiting
RANKL expression in ovariectomized animals
according to Rahman et al. [8].

Measurement of bone metabolism markers plays
an important role in the diagnosis and treatment
of osteoporosis [33]. Bone loss in many studies
is evidenced by increased calcium, phosphorus,
alkaline phosphatase (ALP) activity in blood and
urine, and urinary calcium/creatinine ratio [34].
Other work also explains the development of
osteoporosis by a decrease in bone
concentrations of calcium, phosphorus, and ALP
activity [9,35]. Ovariectomy in the same sense
varied seric, femoral and urinary biochemical
markers of bone metabolism evaluated in the
present work. Indeed, a study reported that
ovariectomy modified biochemical markers of
bone metabolism [9], by the way, Hewitt et al.
[36] show that ALP modulates osteoblastic
activity and is associated with bone
mineralization. Furthermore, hypoestrogenism is
related to bone demineralization by Braun et al.
[25] and the results of the present study
corroborate this point. Indeed, 112-day Ovx
animals presented a high osteolysis index
(urinary calcium/ urinary creatinine). P. soyauxii
extract, as well as estradiol valerate,
reestablished normal values of biochemical
markers of bone metabolism compared to Ovx
rats. Phytoestrogens are known to possess
positive action on bone mineralization and
osteoblastic differentiation as well as inhibition of
osteoclastic activity [37-38]. Linoleic acid, a
phytoestrogen identified in the heartwood
aqueous extract [10] is probably responsible for
osteoprotective activity by decreasing the
concentration of serum biochemical markers of
bone resorption in ovariectomized animals

[9].

Inflammation may contribute to osteoporosis [39].
The results of the present study show in Ovx
animals a significant elevation of bone nitrite; a
surrogate for nitrite oxide (NO) in ovariectomized
animal. Analysis of hematological parameters

also revealed an increase in white blood cells
count, in Ovx rats compared to sham-operated
rats. Cuzzocrea [40] reported the same results
and suggested that the nitrites produced
following oophorectomy would come from a
macrophagic activity and are a sign of bone
inflammation. NO appears to exert biphasic
effects by affecting the bone formation and

resorption processes in osteoblasts and
osteoclasts. Bone formation increased while
bone resorption is suppressed at low NO

concentration [41]. P. soyauxii extract at all
doses decreased femoral nitrite level and non-
significantly decreased the white blood cell level.
Indeed, the work of Saliu et al. [42] highlighted
the richness of P. soyauxii in kaempferol and
guercetin. Kaempferol and quercetin potentially
protect bone through their anti-inflammatory
properties on osteoblastic cells by inhibiting
nuclear translocation and NF-kB activation [43-
44]. Linoleic acid a molecule reported in P.
soyauxii extract [10] is known to inhibit the
production of inflammatory cytokines that are
messengers for osteoclast recruitment and
differentiation [45]; thus, explaining the anti-
osteoporotic activity of P. soyauxii through the
anti-inflammatory pathway.

In addition to inflammatory processes, oxidative
stress is an important factor in the pathogenesis
of osteoporosis, which is manifested in many
studies by microarchitectural alterations of the
femur and tibia. In the present work, analysis of
oxidative status markers revealed the increase in
MDA level and the decrease in GSH level in the
femur of Ovwvx animals compared to sham-
operated control; reflecting femoral oxidative
stress in Ovx rats. This oxidative stress was
correlated with numerous resorption lacunae on
histological sections of femur and tibia. This
oxidative stress in bones is thought to be related
to post-ovariectomy estrogen deficiency. Many
studies reported that ovariectomy caused
oxidative bone stress in rats marked by an
increase in MDA levels and a decrease in GSH
levels but also the appearance of resorption
lacunae on histological sections of the femur [9].
Indeed, ROS formed under hypo-estrogenic
conditions stimulate osteoclast formation and
activity, thus they decreased osteoblastic
function and osteoblast recruitment, and collagen
synthesis [46-47]. The administration of P.
soyauxii extract reestablished the homeostasis of
oxidative parameters in femur and prevented
microarchitectural alterations in femur and tibia.
Pterostilbenes contain in P. soyauxii extract
reported to possess antioxidant activity by
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reducing the expression of NADPH oxidase
[10,48]. This activity would explain the
antioxidant effects of P. soyauxii on bone.

5. CONCLUSION

Hypoestrogenism induced by ovariectomy
resulted in disorders of bone metabolism and
microarchitecture. P. soyauxii extract fixed these
alterations. The osteoprotective effects of P.
soyauxii would be related to its antioxidant,
estrogenic and probably anti-inflammatory
activities. It would be necessary to evaluate in
vitro, the osteoprotective signaling pathways of
P. soyauxii.
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