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RESUME

L'hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) est une maladie qui affecte couramment les
hommes a partir de 40 ans avec une prévalence de 40 % entre 40 et 50 ans et pres de 80 % au-dela
de 80 ans. Elle induit des dysfonctionnements des appareils sexuels et urinaires constituant ainsi un
veéritable probleme de santé publiqgue. A ce jour, la prise en charge de I'HBP comprend
principalement la chimiothérapie et/ou la chirurgie. Cependant, le colt économique éleve et les effets
secondaires sur la santé reproductive sont un véritable frein a 1’efficacité des moyens de prises en
charge déployés. Ainsi, la plante apparait comme une solution prometteuse. Le but de ce travail était
d’évaluer ’effet d’une combinaison de Prunus africana et Dichrostachys glomerata, deux plantes
de la pharmacopée camerounaise sur I’HBP. A cet effet, cing combinaisons a base d’extraits aqueux
d’écorces de Prunus africana et des feuilles de Dichrotachys glomerata ont été obtenues en utilisant
le logiciel Statistica. Le screening des combinaisons a été effectué par 1’évaluation de leurs activites
antioxydantes in vitro. Ensuite, la toxicité aigué de la meilleure combinaison a été évaluée suivie de
I’évaluation de son effet sur I’HBP induite par la testostérone chez les rats males de souche Wistar.
Les marqueurs du stress oxydatif ont été déterminés, ainsi que les variations histologiques de la
prostate et les taux de quelques cytokines par le test ELISA. Les résultats révelent que la combinaison
M2 (75% de Prunus africana + 25% de Dichrostachys glomerata) possede la teneur la plus élevée
en composés phénoliques et une forte activité antioxydate. De plus, a la dose de 5000 mg/kg M2 ne
présente pas d’effet toxique notoire chez les souris. La combinaison M2 a la dose de 500 mg/kg a
également entrainé une réduction significative (p < 5 %) du volume de la prostate de 42 %, de la
taille de I'épithélium de 50 %, et une inhibition du développement de I'HBP de 47,17 %
comparativement au groupe témoin négatif. La coupe histologique et histopathologique des tissus
des prostates des rats du groupe test traité par le mélange M2 a la dose de 125 mg/kg a révélé une
réduction significative (p <5 %) de 1’épaisseur de I’épithélium prostatique par rapport au lot témoin
négatif. Par ailleurs M2 a la dose de 500 mg/kg a permis une augmentation significative (p < 5 %)
de la production de cytokines anti-inflammatoires (IL-10) et a inhibé significativement (p <5 %) la
production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a comparativement au groupe témoin négatif. Les
résultats obtenus montrent que cette combinaison de plantes médicinales est une piste probable pour
la gestion de I’HBP.

Mots clés : hyperplasie de la prostate, Prunus africain, Dichrostachys glomerata, combinaison M2,

in vivo, testostérone



ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a disease that commonly affects men from the age of
40, with a prevalence of 40% between the ages of 40 and 50, and almost 80% over the age of 80. It
leads to dysfunction of the sexual and urinary systems, making it a real public health problem. To
date, the treatment of BPH has mainly involved chemotherapy and/or surgery. However, the high
economic cost and the side-effects on reproductive health are a real brake on the effectiveness of the
treatment methods deployed. Plants thus appear to offer a promising solution. The aim of this study
was to to evaluate the effect of a combination of Prunus africana and Dichrostachys glomerata, two
plants from the Cameroon pharmacopoeia, on BPH. To this end, five combinations based on aqueous
extracts of Prunus africana bark and Dichrotachys glomerata leaves were obtained using Statistica
software. Combinations were screened for antioxidant activity in vitro. Next, the acute toxicity of the
best combination was assessed, followed by evaluation of its effect on testosterone-induced BPH in
male Wistar rats. Markers of oxidative stress were determined, as well as histological variations in
the prostate and levels of some cytokines by ELISA. The results show that the combination of M2
(75% Prunus africana + 25% Dichrostachys glomerata) has the highest phenolic content and strong
antioxidant activity. In addition, at a dose of 5000 mg/kg M2 showed no notable toxic effects in mice.
The M2 combination at 500 mg/kg also resulted in a significant (p < 5%) reduction in prostate volume
by 42%, epithelial size by 50%, and inhibition of BPH development by 47, 17% compared to the
negative control group. Histological and histopathological sectioning of prostate tissue from rats in
the test group treated with M2 mixture at 125 mg/kg revealed a significant (p < 5%) reduction in
prostatic epithelial thickness compared with the negative control batch. In addition, M2 at a dose of
500 mg/kg significantly increased (p < 5%) the production of anti-inflammatory cytokines (IL-10)
and significantly inhibited (p < 5%) the production of the pro-inflammatory cytokine TNF-a
compared with the negative control group. The results obtained show that this combination of

medicinal plants is a likely avenue for the management of BPH.

Keywords : prostate hyperplasia, Prunus africain, Dichrostachys glomerata, M2 combination, in

vivo, testosterone
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INTRODUCTION

L’hyperplasie bégnine de la prostate (HBP) ou adénome de la prostate est une maladie
urologique caractérisée par la prolifération des cellules stromales et épithéliales dans la zone
transitionnelle de la prostate (Zabaiou et al., 2017). Les mécanismes associés au développement de
I’HBP comprennent principalement une augmentation du volume prostatique liée au taux
d’androgénes, de I’inflammation et du stress oxydatif (Tsunemori et Sugimoto, 2021a). En effet,
une production accrue d’androgénes tels que la dihydrotestosterone (DHT) due a un stress oxydatif
provoque une hyperactivité cellulaire induisant la libération des radicaux libres et des especes
oxygenées reactives par les macrophages et les neutrophiles. Paralléelement, la testostérone induit
I’activation de I’inflammatoire de la prostate et provoque ainsi une sécrétion accrue de cytokines pro
inflammatoires par les macrophages. Ces radicaux libres et ces cytokines pro inflammatoires
stimulent la prolifération des cellules épithéliales conduisant au développement d’une néoplasie

intraépithélial prostatique ou 1’hyperplasie bénigne de la prostate (Zabaiou et al., 2015).

Cette pathologie affecte essentiellement 40 % des hommes agés entre 40 et 50 ans et prés de 80
% des hommes au-dela de 80 ans. L’examen rectal numérique, le dosage de 1’antigéne spécifique de
la prostate sérique, 1’évaluation des parametres de débit urinaire, ainsi qu’une analyse d’urine et de

créatine sérique sont des tests recommandés pour le diagnostic de ’HBP.

Le traitement de I’HBP est déterminé par la gravité des symptOmes ainsi que toutes
complications associées et comprend la médication et/ou la chirurgie. Les molécules pharmaceutiques
sont les inhibiteurs de I’enzyme 5-a réductase, les inhibiteurs de 1’aromatase et les alpha- bloqueurs.
En plus du colt économique élevé de la prise en charge de I’HBP, les interventions chirurgicales
peuvent étre trés souvent a I’origine de certaines anomalies des fonctions urinaires et sexuelles
(Maderbacher et al., 2019). Ainsi, des solutions complémentaires ou alternatives efficaces, a faibles
effets indésirables et moins colteuses, telles que les plantes médicinales sont de plus en plus
envisagées pour la prise en charge de I’HBP ;c’est le cas par exemple des extraits d’ortie, du palmier
de Floride, des pépins de courges et du prunier d’Afrique qui ont fait ’objet d’études antérieures
(Darchy, 2017) .

Le prunier d’Afrique ou Prunus africana (P. africana) est une plante appartenant a la famille
des plantes Rosacées dont les feuilles, les écorces et les fruits sont traditionnellement utilisés depuis
de nombreuses années en Afrique pour le traitement de I’HBP (Nyamai et al., 2022). Elle est utilisée
dans la fabrication d’un médicament traditionnel amélioré(MTA) pour le traitement du cancer de la

prostate et I’hypertrophie bénigne de la prostate (Mpouam et al., 2022). Cette utilisation
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pharmacologique de P. africana se justifierait par ses nombreuses activités biologiques notamment
des activités antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires. En outre, les écorces de P.
africana ont une forte activité inhibitrice de la prolifération cellulaire lors du développement de ’HBP
(Nyamai et al., 2022). Toutefois, il est important de noter que Prunus africana n’a pas d’effet
prononce sur le systeme immunitaire ; de plus les sujets atteints d’HBP présentent une défaillance du
systéeme immunitaire pendant la maladie et surtout lorsqu’ils ont été soumis a certains traitements
comme les chimiothérapies. Il serait donc nécessaire d’aborder une approche combinatoire en
associant a Prunus africana une plante immunostimulante qui pourra renforcer le systéeme
immunitaire et également potentialisé ’efficacité de Prunus africana. Pour ce faire, Dichrostachys
glomerata (D. glomerata) grace a sa capacité a stimuler le systeme immunitaire (Monday et Okon,
2021) pourrait étre un complément de choix . L’extrait aqueux de D. glomerata appelé apirivine a
montré des activités antivirales contre le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) notamment la
réduction de la charge virale (I’augmentation significative du taux de CD4+) (Agon et Kinnoudo,
2008). Elle possede également des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes
(Okparaetal., 2016). Plusieurs études ont été realisées sur les combinaisons de plantes contre ’HBP
c’est le cas par exemple de la combinaison de cynodon dactylon et mimosa pudica (Adewale et al.,
2021). En revanche, aucune étude n’a encore été faite sur la combinaison de Prunus africana et
Dichrostachys glomerata deux plantes a fort potentiel thérapeutique pouvant étre exploité pour le
traitement de ’HBP. Le présent travail vise donc a étudier les effets antioxydantes et anti-
inflamatoire d’une combinaison a base de P. africana et D. glomerata contre 1’hyperplasie bénigne

de la prostate et ainsi valoriser ces deux plantes de la pharmacopée camerounaise.
QUESTION DE RECHERCHE

La combinaison constituée d’extrait d’écorces de Prunus africana et d’extrait de feuilles de
Dichrostachys glomerata posséde t’elle des effets protecteurs contre 1’hyperplasie bégnine de la

prostate induit chez le rat ?
HYPOTHESE

La combinaison constituée d’extrait d’écorces de Prunus africana et d’extrait de feuilles de
Dichrostachys glomerata posséde des effets antioxydants et protecteurs contre 1’hyperplasie bégnine
de la prostate induit chez le rat.

OBJECTIF GENERAL
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Rechercher les effets protecteurs d’une combinaison de Prunus africana et de Dichrostachys

glomerata sur 1’hyperplasie bégnine de la prostate induit chez le rat.
OBJECTIFS SPECIFIQUES

% Sélectionner la combinaison d’extraits de plantes démontrant une forte activité antioxydante.

< Déterminer les effets toxiques a court terme ainsi que la classe de toxicité de la combinaison
sélectionner.

< Déterminer les effets protecteurs de cette combinaison sur 1’hyperplasie bégnine de la

prostate induite chez le rat.
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CHAPITRE 1 : REVUE DE LITTERATURE
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I.1. Généralités sur I’hyperplasie bégnine de la prostate

1.1.1. Rappel sur la prostate

La prostate est une glande de 1’appareil urogénital masculin, développée autour de la portion
initiale de 1’urétre, au carrefour des voies urinaires et des voies spermatiques. Trés petite a la
naissance, elle augmente de volume au moment de la puberté puis de nouveau apres 50 ans. Elle est

impliquée a la fois dans la miction, la fertilité et 1’¢jaculation (Verze et al., 2016).
e Anatomie et histologie

Chez I’homme, trois zones anatomiques et fonctionnelles de la prostate ont été définies par
McCoy en 1981. Ce sont :

> La zone périphérique : Elle constitue plus de 70 % du volume de la prostate glandulaire. C’est
la zone ou la majorité des carcinomes (=85 %) se développent.

> La zone centrale : Elle constitue 25 % du volume de la prostate glandulaire. C’est le si¢ge de 5
% des cancers.

» La zone de transition : elle se trouve entre la zone centrale et la zone périphérique (5 % du
volume prostatique glandulaire) qui contient les glandes dites mucorales. C’est le site exclusif
de I’hyperplasie bénigne de la prostate et le sieége de 10 % des cancers prostatiques.

Chez les rongeurs, la prostate est séparée en 4 lobes doubles : antérieurs, dorsaux, latéraux et
ventraux. Ces lobes sont disposés en circonférence autour de la vessie (Figure 1) et présentent des
motifs caractéristiques des ramifications canalaires et de production des protéines sécrétoires. Sur les
bases anatomiques, pathologiques et moléculaires, il a été considéré que les lobes dorsolatéraux de
la prostate des rongeurs correspondent a la zone périphérique humaine, tandis que leurs lobes
ventraux correspondent a la zone centrale (Kim et al., 2002).
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Figure 1 : Représentation schématique de I'anatomie de la prostate (Kim et al., 2002).

(a) : Comparaison schématique entre la prostate humaine (gauche) et la prostate de souris/rat (droite). (b) : Représentation
schématique des types de cellules dans une section transversale d’épithélium prostatique.

e Pathologies
Les pathologies de la prostate peuvent schématiquement étre classées en deux groupes :
> Les pathologies infectieuses de fréquence importante causant la prostatite. C’est la maladie la
plus fréquente chez les hommes de moins de 50 ans. Elle se référe a I’inflammation du tissu
prostatique et se divise en quatre catégories : la prostatite bactérienne aigue (dysurie), la prostatite
bactérienne chronique (infections fréquentes des voies urinaires), le syndrome de la prostatite
chronique (douleurs pelviennes chroniques) et la prostatite inflammatoire asymptomatique (Gupta-
Eleraetal., 2012).
> Les pathologies entrainant des modifications anatomiques et physiologiques. Elles peuvent
étre bénignes : c’est I’hyperplasie bénigne de la prostate (I’HBP), ou maligne : c’est le cancer de la
prostate. Le cancer de la prostate est une maladie de I’homme agé, environ 85 % de cas ont été

diagnostiqués chez les hommes de plus de 65 ans (Tenke et al., 2007).

1.1.2. Pathologie de I’hyperplasie bégnine de la prostate (HBP)

L’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) est 1’une des maladies urologiques les plus connus
chez les hommes agés. Pathologiquement, elle est caractérisée par une prolifération excessive de
I’épithélium et du stroma prostatique qui progressent vers des nodules prostatiques (Ke et al., 2019).
Elle commence comme une simple hyperplasie micronodulaire, et évolue vers un élargissement
nodulaire macroscopique qui se traduit progressivement par une entité clinique (Sciarra et al., 2007).
Mc Neal (1981) a décrit deux phases de progression de I’HBP : la premiére consiste en une
augmentation des nodules hypertrophiques au niveau de la zone péri-urétrale et la deuxieme en une

augmentation significative de la taille des nodules glandulaires.

1.1.3. Epidémiologie de I’hyperplasie bénigne de la prostate

L’HBP est une des tumeurs bénignes masculines les plus fréquentes. L’incidence de ’'HBP
augmente a un rythme alarmant dans la plupart des pays du monde, en particulier dans les pays a
faible revenu et a revenu intermédiaire qui connaissent actuellement des changements
démographiques et épidémiologiques rapides. Toutefois, la fréquence réelle de ses manifestations
cliniques demeure difficile a évaluer. Selon un rapport de 1’American Urological Association
publié en 2023, la prévalence mondiale de I’HBP varie de 20 a 62 % chez les hommes de plus de 50

ans et est la troisieme cause la plus fréquente de consultation chez les hommes de cette tranche d’age.
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En Afrique, selon un rapport du collége des chirurgiens d’Afrique publié en 2016 la prévalence de
I’HBP est estimée a plus de 50 % chez les hommes adultes de 60 ans. Selon les derniéres données de

I’OMS publiées en 2020, la prévalence de I’HBP au Cameroun est estimée a 38,5%

1.1.4. Etiologie de I’hyperplasie bénigne de la prostate
L’¢étiologie de ’HBP est multi factorielle et comprend :

» Un changement dans le métabolisme des androgeénes qui se produit avec 1’age et qui conduit
a une accumulation anormale de la dihydrotestostérone ;

» Un changement au niveau des interactions épithélium-stroma qui se produit avec 1’age et qui
a un effet sur la croissance prostatique ;

» Une augmentation du nombre total des cellules souches prostatiques ou une augmentation de
I’expansion clonale des cellules souches en cellules d’amplification et de transit (Jena et al.,

2016).

1.1.5. Physiopathologie de I’hyperplasie bénigne de la prostate

Bien que le mécanisme physiopathologique de I’HBP ne soit toujours pas enti¢rement élucidé,
quatre théories ont été annoncées (la théorie hormonale, la théorie métabolique, la théorie sur le stress
oxydatif et la théorie sur I’inflammation) (Oikonomopoulou et al., 2012). Le point commun de ces
théories est un déséquilibre entre la croissance et 1’apoptose des cellules prostatiques, ce qui aboutit

a une surpopulation cellulaire responsable d’hyperplasie.

1.1.5.1. La théorie hormonale

La croissance et les fonctions prostatiques sont régulées par les androgénes (testostérone,
cestrogeénes et dihydrotestostérone) et par les facteurs de croissance. La croissance de la prostate qui
pese 2 grammes chez 1’enfant et 20 grammes a la puberté est corrélée a I’augmentation du taux de
testostérone jusqu’a 1’age adulte (18-20 ans). Apres la puberté, le poids de la prostate se stabilise et
reste assez constant jusqu’a cinquante ans. La testostérone libre parvient jusqu’a la prostate par les
vaisseaux sanguins puis elle est captée par les cellules prostatiques. Elle est alors convertie en
dihydrotestostérone (androgene ayant une affinité a se lier aux récepteurs androgéniques deux fois
plus puissant que la testostérone) (DHT) sous I’action de I’enzyme 5Sa-réductase. Cette enzyme
comprend deux isozymes : 5aRD1 présente dans les cellules stromales et 5aRD2 exprimée par les
cellules épithéliales qui posséde une affinité plus élevée pour la testostérone aprés la puberté. La DHT
présente une affinité, deux a cinq fois, supérieure a celle de la testostérone pour se lier au récepteur

des androgénes (AR). (Vickman et al., 2020). Lorsque I’AR est activé par la DHT, il régule
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I’expression de geénes impliqués dans le développement et les fonctions prostatiques. Ainsi, il
participe a la dérégulation de la croissance prostatique en émettant a la fois des signaux de
prolifération et de survie dans les cellules épithéliales et les cellules stromales(Gattolliat et al., 2015).
La testostérone est aussi convertie en cestrogénes par 1’aromatase au niveau des cellules stromales qui
va se lier sur deux récepteurs : ERa présent principalement dans ces mémes cellules et ERJ situé
globalement au niveau des cellules épithéliales. L’activation du récepteur ERo engendre une
prolifération cellulaire alors que le récepteur ERB a une action antiproliférative associée a un effet
anti-inflammatoire (Gattolliat et al., 2015). Afin que la prostate garde un volume constant, il est

nécessaire qu’un équilibre entre la prolifération et I’apoptose cellulaire soit maintenu.

1.1.5.2 Lathéorie métabolique

De récentes études statistiques et fondamentales (De Nunzio et al., 2012) ont mis en évidence
une corrélation entre la survenue d’un syndrome métabolique et la survenue d’'une HBP avec troubles
urinaires et érectiles. Les facteurs de risque d’un syndrome métabolique sont I’existence de facteurs
génétiques indéniables et d’un phénotype fcetal particulier. L’insulinorésistance lors du syndrome
métabolique provoque une augmentation de 1’insulinémie, de /’Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) et
une augmentation du calcium ionisé cytosolique responsables d’une activation du systéme nerveux
sympathique avec contraction des fibres musculaires prostatiques et une stimulation de la croissance

de celles-ci.

1.1.5.3 Lathéorie sur le stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées
réactives (EOR) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des EOR (Haleng et al.,
2007). C’est le facteur potentialisant I’apparition des maladies plurifactorielles telles que le diabéte,
la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires, 1’obésité, le cancer, les
maladies dégénératives et des néoplasies (Ikramuddin et al., 2015). Au niveau de la prostate le stress
oxydatif induit la libération excessive des radicaux libres qui pourraient conduire a I’hyperplasie ou
une transformation précancéreuse de la prostate. Le niveau de I’hyperplasie bénigne de la prostate et
sa croissance est fréquemment accompagné d’inflammation initié par la production des espéces

oxygeénées et nitrogénées réactives par les macrophages et neutrophiles (Gacci et al., 2013).

1.1.5.4 La théorie sur I’inflammation

La présence d’un infiltrat lymphocytaire (déja présent a la 12°™ semaine de gestation)

croissant tout au long de la vie semble étre associé a la survenue de ’HBP. Les complications de
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I’HBP surviennent statistiquement plus fréquemment chez les hommes ayant des infiltrats plus
importants (Oikonomopoulou et al., 2012). Les lymphocytes T, B et les macrophages présents
sécretent alors des médiateurs (IL-2, IFN-y, TGF, TNF-a) responsables de la croissance cellulaire
stromale et glandulaire. De méme, les cellules prostatiques sous condition de stimulation bactérienne
ou virale, sont capables de sécréter de I’interleukine-1(IL-1) ou de I’interleukine-1(IL-5) responsables
d’une croissance cellulaire locale et de I’amplification de la réponse cellulaire inflammatoire. Les
cellules stromales sécretent aussi une cytokine appelée (-CCL2 qui stimule la croissance épithéliale
glandulaire.

Les facteurs expliquant I’inflammation prostatique sont doubles. D’une part, ’infection
chronique pourrait étre une origine a cette inflammation (Escherichia coli, virus divers dont virus de
I’hépatite C, le virus humain du papilloma, et le virus humain de 1’herpés virus HHV-8) dont la
transmission est certainement sexuelle. Ces infections entrainent le chimiotactisme des cellules
immunitaires. D’autre part, il existe peut-étre une origine auto-immune a cette inflammation (Liu et
al., 2020) .

En cas de lésions épithéliales canalaires, les enzymes protéolytiques du liquide séminal
favorisent la constitution de bréches permettant le contact du stroma avec les spermatozoides et autres
substances immunogenes dont I’antigéne spécifique de la prostate. Ce contact entrainant une
stimulation auto-immune responsable de la réaction immunitaire. Celle-ci, aboutit a la libération des
cytokines telles que des Interleukines (IL- 1, 2, 6, 8, 13, 17, 18, 23), du Transforming Growth Factor-
alpha (TGF-a), de [’Interféron-gamma (IFN-y), et du Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) et Tumor
Necrosis Factor (TNFa). La plupart de ces médiateurs induisent une prolifération cellulaire et sont
responsables de la croissance cellulaire stromale et glandulaire.

Réaction inflammatoire Sécrétion de cytokines
\\.
Pénétration tissulaire Augmentation de volume
d’agents immunogénes de la prostate
Altération de la barriére Obstruction urinaire

épithéliale /

Figure 2 : Déséquilibre entre la prolifération et I'apoptose cellulaire dans I'HBP (Roehrborn,
2008).
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1.1.6. Modele expérimental in vivo de ’hyperplasie bénigne de la prostate

Pour tester de nouvelles substances anti-HBP, des modeles animaux in vivo sont nécessaires pour

des tests pré-cliniques. Plusieurs modéles expérimentaux in vivo ont été développés chez certaines espéces

par plusieurs méthodes comme reporté par Mahapokai et al. (2000).

» Laméthode d’induction hormonale qui se fait chez les rats males. L’HBP est induite par

les hormones telles que les androgenes, les cestrogenes et les prostaglandines.

La méthode de xénogreffe qui est établie avec des cellules dérivantes des cultures
tissulaires humaines d’une prostate touché par 1’hyperplasie bégnine. Des échantillons
chirurgicaux primaires contenant des acini et stroma histologiquement typiques de
I’HBP sont implantés de maniére sous cutanée chez les rats ou les souris
immunodéficientes.

La méthode transgénique qui se fait chez les souris transgéniques a la prolactine car
celles-ci développent un élargissement significatif de la prostate et montrent des

conditions pathologiques similaires a celle de ’HBP humaine.

Pendant ces tests expérimentaux in vivo plusieurs marqueurs et paramétres peuvent étre dosé

pour évaluer I’efficacité d’un traitement testé.

Antigéne spécifique de la prostate : marqueur tumoral spécifique de la prostate,
utilisé pour diagnostiquer et suivre 1’évolution de I’HBP

Volume de la prostate : évalué par échographie ou MRI pour évaluer I’effet d’un
traitement sur la taille de la prostate

Score d’histopathologie : ¢valuation de I’histopathologie de la prostate pour
déterminer le degré d’HBP

Inflammation : mesurée par la présence des cytokines pro-inflammatoires ou cellules
inflammatoires

Apoptose : mesurée par la présence de cellules des cellules en apoptose

Prolifération cellulaire : mesurée par la présence des cellules en division

1.1.7. Manifestations cliniques et diagnostic de I’hyperplasie bénigne de la prostate

L’HBP se manifeste cliniquement par une hésitante urinaire ou une pression émise lors des débuts urinaires,

des infections urinaires fréquentes, dysfonctionnement sexuel et de rares pertes post-rénales. Ces

manifestations causent une détérioration de la fonction urinaire et la qualité de vie des hommes. Les

symptomes courants de ’HBP comprennent la nycturie, I’urgence urinaire, un faible jet d’urine, et une

vidange incompléte de la vessie. (Taugeer et al., 2023 ; Ishola et al., 2017).
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1.1.8. Traitement de I’hyperplasie bénigne de la prostate
I1 existe deux approches de traitements de I’HBP en fonction du degré de complication.
» Traitements médicamenteux (Inhibiteurs de la Sa-réductase, a1-bloquants) pour des cas moins
compliqués

» Traitements chirurgicaux en cas de complications
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Tableau | : Différents types de traitements de I’HBP et effets indésirables (Baboudjian et al., 2021)

Traitements  Actions Exemples Effets indésirables
Alpha IIs entrainent un relachement de Tamsulosine Troubles de
bloquants ’urétre prostatique, du col vésical = Silodosine I’éjaculation ;
ainsi qu’une réduction de la Vertige ;
composante  dynamique  de Diarrhée
I’obstruction sous vesicale. Leurs
actions permettent d'améliorer la
miction et les symptémes de
I’HBP
Inhibiteurs  Ils bloquent la conversion de la Finastéride Diminution de la
de la 5 alpha testostérone en DHT dans les Dutastéride libido ;  Douleurs
réductase cellules stromales et épithéliales testiculaires ;
prostatiques provoquant Diminution de la
I’apoptose des cellules qualité du sperme ;
épithéliales. Diminution du volume
d’¢éjaculation.
Traitements Ils sont recommandés en cas Résection Majoritairement les
chirurgicaux d’HBP compliquée transurétrale de infections post
la prostate ; opératoires

Incision cervico-
prostatique ;
Adénectomie par
voie haute

» Phytothérapie et HBP

L’utilisation d’extraits de plantes pour le traitement ou la prévention de ’'HBP a été signalée
pour la premiére fois en Egypte au XV°™ siécle avant JC. Malgré I’insuffisance de preuves
scientifiques, de nombreux composés végétaux sont utilisés jusqu’a ce jour pour traiter cliniquement
I’HBP. Ces produits étant une combinaison de divers principes actifs. En effet la phytothérapie
présente peu d’effets secondaires et par conséquent sont utiles pour le développement de la médecine
alternative et ou complémentaire dans la prise en charge de I’HBP (Tsunemori et Sugimoto, 2021).
Il persiste néanmoins des doutes quant a la validation scientifique de la phytothérapie, notamment en

termes d’efficacité ou de sécurité interpellant ainsi a plus d’études scientifiques.

Quelques plantes dont les effets sur ’HBP ont été démontrées : Serenoa repens, Epilobium
parviflorum, Secale cereale, pygeum africanum, Urtica dioica, Vaccinium macrocarpon, Prunus

africana ...etc
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1.2. Généralités sur Dichrostachys glomerata (D. glomerata)
D. glomerata encore appelé Dichrostachys cinérea ou Dichrostachys nyassama est une plante
herbacée de la famille des Mimosaceae, originaire d’Afrique tropicale. Elle est communément

appelée oreille de lapin en francais et « Forkss » a 1’Ouest Cameroun (Pavela et al., 2016).

1.2.1. Systématique de Dichrostachys glomerata
Selon a classification taxonomique de Koudou et al.(1994) D. glomerata appartient au/a :
Regne : Trachéophytes
Classe : Magnoliophytes
Ordre : Fabales
Famille : Mimosaceae
Genre : Dichrostachys

Espece : Dichrostachys glomerata

1.2.2. Caractéristiques de Dichrostachys glomerata

D. glomerata est une plante arbustive atteignant 2 a 7 m de haut. La plante est caractérisée par
sa tige souvent armeée d'épines et ses feuilles bipennées de couleur vert clair ayant de nombreuses
paires de folioles. Les fleurs sont petites et peu visibles, de couleur jaune clair et regroupées en
inflorescences globuleuses. Les fruits sont des gousses plates, brunes a maturité, qui contiennent de

nombreuses graines noires (Samseny et al., 2015).

Figure 3 : Dichrostachys glomerata (weakley et SE flora, 2023)
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1.2.3. Habitat et distribution de Dichrostachys glomerata

D. glomerata est tres largement réparti, depuis 1’Asie tropicale ; 1’Australiec jusqu’aux
Caraibes et en Afrique. En Afrique, elle est présente dans toutes les régions notamment en savane
herbeuse, en forét claire et pres de la cote. Il est souvent présent sur des sols argileux lourds, mais
également sur des sols sablonneux plus secs. Il est assez résistant a la secheresse mais ne tolére pas

I’asphyxie racinaire (Group et al., 2013).

1.2.4 Utilisation traditionnelle

D. glomerata est une plante médicinale utilisée depuis des siécles dans la médecine
traditionnelle africaine et indienne pour traiter plusieurs variétés de maladies. Toutes les parties de la
plante sont utilisées, sauf les inflorescences. L’écorce est utilisée pour traiter les maladies telles que
I’épilepsie, les morsures de serpent, les piqires de scorpion, les problémes gynécologiques, la
stérilité. Les feuilles servent pour le traitement des abces, des furoncles, des maux de dent et de la
téte comme antalgique, les problémes oculaires, la pneumonie, I’asthme, les rhumatismes, troubles
digestifs, maladies respiratoires et affection cutanée (Group et al., 2013). Les fruits connu sous le
nom de quatre cotés sont couramment utilisés comme épices a 1’Ouest Cameroun (Kothari et al.,
2014).

1.2.5. Composition chimique et activités biologiques de D. glomerata
Le screening phytochimique d’extraits des parties aériennes a montré la présence des

métabolites secondaires : flavonoides, tanins, stérols, alcaloides et saponines (Group et al., 2013).

I’ Apirivine, obtenue aprés décoction des feuilles a été breveté au brevet n° wo2004/052384
grace a son effet antiviral sur le virus du VIH par réduction de la charge virale a un seuil indétectable
et augmentation du taux de CD4+ (Agon et Kinnoudo, 2008). En outre, les fractions flavonoides des
feuilles possedent des activités antiradicalaires DPPH et ABTS (Okpara et al., 2016). L’effet de
I’extrait éthanoique des feuilles sur la mémoire visuo-spatiale de la fonction post crise épileptique
chez les souris a été démontré (Monday et Okon, 2021). Les activité antimicrobiennes et
analgésiques de D. glomerata ont également éte démontrées (Owhorji et al., 2018) ; Susithra et
Jayakumari, 2018).

Les fruits ou épices de D. glomerata sont par contre plus exploités dans la résolution des
problémes dus aux troubles métaboliques. L’extrait aqueux de 1’épice appelé D. glomerata a la dose
de 300 mg/kg par jour aprés 12 semaines de traitements diminue efficacement la graisse corporelle et
les complication associées (Azantsa et al., 2015). D. glomerata posséde également des activités

antioxydantes DPPH et FRAP in vitro et in vivo (Kuate et al., 2013). En outre, D. glomerata a
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montré des effets prometteurs chez des patients atteints de COVID 19 car 07 jours apres
consommation les symptomes disparaissent et aucun effet secondaire ni réaction allergique n’a été
détectée (Ouedraogo et al., 2023) .

1.3. Généralités sur Prunus africana (P. africana)

L’appellation Prunus dérive du mot latin prunus qui fait référence a la famille des pruniers
et son nom scientifique P. africana indique une origine africaine de I’espéce (Komakech et al.,
2017a). C’est une plante de la famille des Rosaceae ; communément appelée merisier ou prunier
d’Afrique (African cherry), amandier amer (bitter almond) ou bois puant (red stinkwood). Elle est
également connue sous de nombreuses dénominations vernaculaires au Cameroun : kanda stick en
Pidgin, wotango en Bakweri, alumty en Ngemba, Vla en Oku, kirah en Banso Bamenda, puis dalehi
en Fulfulde (Das et al., 2011).

1.3.1. Systématique
Selon a classification taxonomique de Guignard et dupont (2005) P. africana appartient
au/a :
Regne : Plantae
Classe : Magnoliophyta
Ordre : Rosales
Famille : Rosaceae
Genre : prunus

Espéce : prunus africana

1.3.2 Caractéristiques de Prunus africana

Prunus africana est une espéce d’arbre a feuilles persistantes. C’est un arbre forestier
d’altitude, poussant dans les hautes terres humides et semi-humides. A maturité, P. africana mesure
environ 10 a 25 m de haut avec des branches ouvertes. Les feuilles sont alternes et simples, mesurant
environ 8 a 20 cm de longueur, vert foncé sur le dessus et vert pale en dessous avec des marges
Iégerement dentelées. Les fleurs sont petites, blanches ou verdatres. Les fruits sont sphériques, brun
violacé et bilobés, avec un péricarpe fin et coriace. Les graines sont jaune-brun et de forme ovale

comme le montre la figure ci-aprés (Komakech et al., 2017b).
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Figure 4 : Planche botanique de prunier d’ Afrique ou Prunus africana (Khela, 2014).

A =tronc(écorces) ; B = feuilles ; C = fleurs ; D = fruits

1.3.3. Habitat et distribution de Prunus africana

P. africana est une espéce endémique d’Afrique subsaharienne. C’est 1’une des espéces
d’arbre médicinale les plus commercialisées dans le monde, c’est un arbre qui pousse dans les foréts
afro montagnardes, sur le sol volcanique et sous le climat frais d’altitude. Dans son aire de
distribution, les populations de Prunus sont discontinues, et fragmentées (Grace, 2019). Elle englobe
le Cameroun, Céte d’Ivoire, Bioko, Sao Tomé, Ethiopie, Kenya, Rwanda, Guinée équatoriale, le
Lesotho, le Malawi, le Mozambique, le Nigeria I’ Angola, le Burundi, Zambie, Zimbabwe, Swaziland,
Tanzanie Ouganda, Afrique du Sud, Madagascar, Soudan du Sud, et République Démocratique du
Congo (Jimu, 2011).

1.3.4. Utilisation traditionnelle

Prunus africana est un arbre a usages multiples dont les différentes parties (écorces, racines,
feuilles, fruits, tronc, etc.) se prétent a plusieurs utilisations artisanales pour le traitement et la gestion
de plusieurs maladies. Ainsi, les feuilles, les racines et les écorces sont utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle comme fébrifuge pour le traitement des maux d'estomac, des pathologies de la prostate,
de l'infection pulmonaire (douleur de la poitrine), du paludisme, de la fievre, des maladies
sexuellement transmissibles et des blessures. En outre, I'écorce est également utilisée pour réguler la
pression sanguine, traiter I'asthme et les troubles mentaux (Bodeker et al., 2014) ; Komakech et
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Kang, 2019). De plus les écorces et feuilles, constituent un purgatif pour le bétail et les fruits sont

consommeés par plusieurs oiseaux, animaux et insectes.

1.3.5. Composition chimique et activités biologiques de Prunus africana

Les extraits P. africana sont commercialisés avec succeés depuis des décennies principalement
pour traiter les troubles de miction associés a I’HBP (Rubegeta et al., 2022). Dans le cas des
pathologies de la prostate I’activité biologique a été largement associée aux phytostérols
principalement le 3-b siterol, le 3-b sitestenome, le «3-b stérol et les glycosides qui inhibent la
production de prostaglandines dans la prostate suppriment ainsi les symptoémes inflammatoire
associés a I’HBP et la prostatite chronique (Rubegeta et al., 2022).

Les composés bioactifs que sont la beta amyrine et la beta sitérol-3-0-glycoside ont montré une
cytotoxicité sélective envers les lignées cellulaires cancéreuses humaines carcinome colorectal
(caco2) et embryonnaire (HEK 293), malgré cela, 1’extrait brute est plus actif sur les modeles d’HBP
chez les rats que tous les groupes de métabolites secondaires qui ont été extrait et testé (Maiyoa et
al., 2016). L’extrait méthanoique de Prunus africana est doué d’une activité antiproliférative chez
les souris et est toxique pour les cellules Véro (Omara et al., 2020). Cependant, les extraits aqueux
des feuilles, racines et ecorces de P. africana ont montré une activité anti-inflammatoire,
antioxydante, antipaludéen, antiprolifératif (Madivoli et al., 2018) ; (Komakech et al.,2017) ;
(Mutuma et al., 2020) .

Concernant la toxicité de P. africana, Karami et Mehdipour (2013) ont montré que I’extrait
n’avait aucun effet délétére chez les souris testés mais a présenté quelques signe de toxicité
(diminution de D’appétit, perte de poids, augmentation de la fréquence urinaire, convulsion,

tremblement et bien d’autres) & des doses supérieur a 2000 mg/kg.

1.4. Généralités sur la toxicité

1.4.1. Notion d’effet toxique

L'effet toxique est la capacité inhérente a une substance de produire des effets nocifs
chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse. Ainsi I'effet néfaste est lie a
la dose, a la voie d'absorption, au type et a la gravité des Iésions ainsi qu'au temps nécessaire a

I'apparition d'une Iésion (Gille et al., 2004) .

1.4.2. Les différentes formes de toxicité
> Toxicité aigué
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C’est 1’étude qualitative et quantitative des phénoménes toxiques qu’il est possible de
rencontrer aprés administration unique de la ou des substances administrées (Garcia-Villar et al.,
1981).

Le terme toxicité orale aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de la
Iétalité et de la dose létale 50 (DL50). La DL50 est définie comme la dose déterminée statistiquement
qui, lorsgqu'elle est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la mort de 50%
des animaux traités sur une période donnée (Oliver, 1986).
> Toxicité subaigué

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne produisent
pas d'effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de I'accumulation du
produit dans les tissus ou a cause dautres mécanismes. La substance a tester est administrée
quotidiennement a différents niveaux de dose a plusieurs groupes d'animaux. (OCDE, 2008).
> Toxicité chronique

Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une substance d'essai, chez
une espéce de mammifére donnée, a la suite d'une exposition prolongée et répétée. La substance
d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d'animaux d'expérience a des doses
progressives, en général pendant une période de 12 mois. Cette durée est assez longue pour permettre
aux effets de toxicité cumulée de se manifester, tout en évitant les effets perturbateurs des

changements liés au vieillissement (OCDE, 2009).
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

30



I1.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel végetal
Le matériel végétal utilisé dans le cadre de ce travail était constitué des écorces de

Prunus africana récolté en janvier 2023 et des feuilles et de Dichrostachyss glomerata cueillit

en septembre 2023 provenant respectivement de la région du Sud-ouest (Buea) et du jardin

botanique du Centre de Biotechnologie de I’Université de Yaoundé 1.

Figure 5 : (A) Feuilles de Dichrostachys glomerata ; (B) écorce de prunus africana (photos : Foundikou,
2023).

11.1.2. Matériel biologique
Clairance éthique No: BTC-JIRB2024-106

Les rats males Wistar agés de 02 a 03 mois, ayant un poids compris entre 170 et 230 g et
les souris males Swiss albinos adultes ayant un poids compris entre 20 et 30 g ont été utilisés
dans cette étude. Ces animaux provenaient de 1’animalerie du Centre de Recherche en Plantes
Médicinales et Médecine Traditionnelle (CRPMT) de I'Institut de Recherches Médicales et
d’Etudes des Plantes Médicinales (IMPM).

11.1.3. Matériel de laboratoire

> Réactifs

« Acide tricloroacetique

« Acide orthophosphorique
« Acide thiobarbiturique

« Acide chloridrique

» Bleu de coomassie
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« Dichromate de potassium
« DPPH
» Carbonate de sodium
 Propionate de testostérone
o Finasteride

> Appareils et verrerie
e Spectrophotometre (UV-1605 Shimadzu)
» Centrifugeuse
« Bain marine
e Etuve
* Balance sensible (OHAUS)
e Pied acoulisse

11.2 METHODES

11.2.1. Préparation des extraits de plantes

La préparation de I’extrait aqueux de D. glomerata a été réalisée selon le protocole décrit par
Agon et al. (2008). En effet, 500 grammes (g) de la plante ont été immergeés dans 2 litres (L) d’eau
distillée et le mélange a été porté a ébullition pendant 45 minutes (min). Durant la phase d’ébullition,
1 L d’ecau distillée a été ajouté pour compenser la quantité d’eau évaporée. Apres |
’¢bullition, le mélange a été mis au repos pendant 6 heures (h), filtré a I’aide d’un tamis aux mailles
de 0,8 mm de diametre et le filtrat obtenu a été séché a I’étuve a 45°C pendant 24h. L’extrait aqueux
de D. glomerata obtenu (M5) a été conservé dans un bocal hermétiquement fermé a 4°C.

La préparation de 1’extrait aqueux de P. africana a été faite selon le protocole d’Asuzu et al.,
(2022). Ainsi, 50 g de poudre d’écorces de P. africana ont été macerés dans 1 L d’eau distillée pendant
24 h a température ambiante (TA). Le mélange a ensuite été filtré a ’aide d’un tamis en tissus de 0,8
mm de maille et le filtrat obtenu a été séché a 1’étuve a 45°C pendant 24 h. I’extrait aqueux de P.

africana obtenu (M1) a été conservé a I’abri de I’humidité.

11.2.1.3. Préparation des combinaisons de P. africana et D. glomerata

Les combinaisons des extraits de P. africana et D. glomerata ont été obtenues a travers une
matrice congue a I’aide du logiciel STATISTICA version 10. Les différents mélanges d’extraits de
plantes sont mentionnés dans le tableau I1.

Tableau Il : Matrice de mélanges des extraits aqueux de P. africana et D. glomerata
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Formulations P. africana (%) D. glomerata (%)

M1 100 0
M2 75 25
M3 50 50
M4 25 75
M5 0 100

11.2.2. Evaluation des activités antioxydantes in vitro
11.2.2.1. Dosage des composés phénoliques

La quantité de composés phénoliques des différentes combinaisons a été déterminée selon la méthode

de Singleton et Rossi (1965) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.
Principe

En milieu alcalin et en présence de Folin-Ciocalteu, les phénols s’oxydent et forment un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. Le réactif de Folin-Ciocalteu, acide fort de
couleur jaune, formé d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdiqiue
(H3PM012040) se réduit lors de cette réaction. La coloration bleue obtenue dont 1’absorption maximale

est faite a 760 nm est proportionnelle a la quantité de composés phénoliques présents dans les extraits.
Mode opératoire

Dans un tube a essai, ont été introduits respectivement : 75 pL d’extrait a la concentration 500
pg/mL, 675 puL d’eau distillée, 500 uL de réactif de Folin. Le mélange a été incubé pendant 3min a
temperature ambiante (TA) puis 750 pl de Na,CO3 20% y ont été ajoutés. La lecture des densités
optiques des mélanges s’est faite a 760 nm au spectrophotomeétre UV-1605 Shimadzu contre un blanc
dépourvu d’extrait aprés 1h d’incubation a TA et a I’obscurité. L’acide gallique a été utilisé comme
étalon. Apres calcul a partir de la droite d’etallonnage, les concentrations de composés phénoliques
présents present dans les melanges d’extraits ont €té exprimées en ug équivalent d’acide gallique
(EAG)/mg d’extrait.

11.2.2.2. Evaluation de I’activité anti-radicalaire DPPH

Principe
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Le 1,1’ diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH?¢) est un radical instable de couleur violette qui
absorbe a 517 nm. En présence des composés antiradicalaires, suite a un transfert d’un atome
d’hydrogéne, le DPPHe est réduit en un composé de couleur jaune : DPPH-H plus stable dont
I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a I’activité antiradicalaire des composés

contenus dans 1’extrait a analyser. Cette réduction est traduite par une diminution de laD.O a517nm.

| 9
+ Antioxydant-OH — > ¥ “ A + Antioxydant—0°
- NH
N NO, )N | NO
DPPH’ (violet) DPPH (jaune)

Mode opératoire

Un volume de 500 pL de chaque solution d’extrait aux concentrations 62,5 ; 125 ; 250 ; 500
et 1000 pg/mL a été introduit dans différents tubes a essais. Ensuite, 500 pL d’une solution
méthanoique de DPPH 400 uM fraichement préparé ont été ajoutés. Apres incubation (TA, 30 min,
obscurité), La lecture des densités optiques s’est faite a 517 nm au spectrophotomeétre UV-1605
Shimadzu contre le blanc constitué du mélange méthanol et d’eau distillée. La catéchine aux
concentrations 0,1 ; 1; 10 ; 100 pg/mL a été utilisé comme standard.
L’activité antiradicalaire (exprimée en pourcentage de radical DPPHe réduit) a été calculé par la
formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [1- (DO echantillon /DO contr6le)] x100

11.2.2.3. Evaluation du pouvoir réducteur FRAP « Ferric Reducing Antioxidant Power »

Principe

Cette méthode repose sur la capacité d’un antioxydant a réduire le fer a faible pH. En
effet, en milieu acide, le complexe tripyridyltriazine ferrique (Fe** -TPTZ) est réduit en
complexe tripyridyltriazine ferreux (Fe?* -TPTZ) de couleur bleu intense absorbant a 593 nm et
dont I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’antioxydants présents dans le

milieu réactionnel (Benzie et Strain, 1996).

Mode opératoire

Un volume de 75 pL de chaque combinaison d’extrait & la concentration 1 mg/mL a été
introduit dans différents tubes a essais. Ensuite, 2 mL du réactif de FRAP ont été ajouteés et le
mélange a été incubé pendant 20 min a TA et a I’obscurité. Les absorbances ont été lues a 593 nm

au spectrophotometre UV-1605 Shimadzu contre un blanc constitué de 1’eau distillée (Alam et
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al., 2013). L’activité réductrice du fer a été exprimée en pg équivalent de catéchine (LgEAG)/mg
d’extrait sec apres extrapolation linéaire a partir de la courbe d’étalonnage a base de catéchine

aux concentrations de 0,1 ; 1; 10 et 100 ug/ml .

11.2.3. Etude de la toxicité aigué de la combinaison M2

L’étude de la toxicité aigué a consisté a évaluer la dose létale 50 (DLso) et/ou I’effet toxique de la
combinaison selectionnée selon la méthode décrite par Peters et al. (2016) et suivant le protocole de la ligne
directrice 423 de I’Organisation pour la Coopération et le Développement Economique pour les essais de
produits chimiques adopté en 2008 (OCDE, 2001b). Ainsi, six (06) souris ont été réparties en 2 lots de 03
animaux chacun. Avant I’administration de 1’extrait, les animaux ont été privées de nourriture mais alimentés
en eau pendant 12 h, puis pesés. A 1’aide d’une sonde cesophagienne, 1’extrait a été administrée a la dose
de 5000 mg/kg et le lot témoin a recu de I’eau distillée uniquement. Les animaux ont été ensuite placés dans
des cages individuelles et les changements de comportement (réaction au bruit, agressivité, sensibilité a la
douleur et anomalie posturale, pertes de poils, aspect des selles, aspect du pelage, salivation, tremblements,
couleur des yeux, respiration ainsi que le nombre de déces) ont été observés 30 min, 2 h, 4 h et 8 h aprés
I’administration puis une fois par jour pendant 14 jours. Deux heures apres gavage, les souris ont eu acces
libre a la nourriture et a 1’eau potable. Les animaux ont été pesés quotidiennement durant toute

I’expérimentation. A la fin de ’expérimentation les souris ont été tué par euthanasiés

11.2.4. Evaluation in vivo de P’effet protecteur de la combinaison M2 contre I’hyperplasie
bénigne de la prostate.

11.2.4.1. Induction de I’hyperplasie bénigne de la prostate

L’hyperplasie bénigne de la prostate a été induite chez les rats méles par administration sous
cutanée de I’enanthate de testostérone a la dose de 3 mg/kg (dilué dans I’huile de pistache) de masse
corporelle selon le protocole de Nahata et Dixit (2011). Les groupes tests et témoin positif ont été
traités par la combinaison M2 ayant présenté de meilleurs activités antioxydantes aux doses de 125,
250 et 500 mg/kg de masse corporelle, et la finastéride (molécule de référence) a la dose de 5 mg/kg
de masse corporelle respectivement.

Les rats sélectionnés pour I’expérimentation ont été acclimatés (02 semaines, TA), soumis a
un cycle (lumiere/obscurité) journalier normal, alimentés en eau potable et nourris régulierement a
base d’une diéte normale. Apres acclimatation, les animaux ont été randomisés selon leur masse en 6
groupes de cing animaux chacun et traités comme suit :

Groupe 1- Témoin normal (Nor) : animaux sains ayant recu par voie sous cutanée I’huile de

pistache (0,2 mL/jr) et par voie orale 2 mL d’eau distillé ;
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Groupe 2- Témoin négatif (TN) : animaux sains ayant recu 0,2 mL de testostérone (3
mg/kg/jr) par voie sous cutanée et par voie orale 2 mL d’eau distillée ;
Groupe 3- Témoin positif (TP) : animaux sains ayant recu 0,2 mL de testostérone (3mg/kg/jr)

par voie sous cutanée et 2 mL de finastéride (5 mg/kg) par voie orale ;

Groupe 4, 5, 6- Tests M2125, M2250, M2500 : animaux sains ayant recu 0,2 mL de testostérone
(3 mg/kg/jr) par voie sous cutanée et par gavage 2 mL d’extrait M2 aux doses125, 250, 500 mg/kg/jr
respectivement ;
Le traitement a été administré de facon journaliére pendant une durée de 28 jours. Les
masses corporelles des animaux ont été prises tous les 07 jours.
» Sacrifice des animaux et préparation du serum
Les animaux ont été sacrifiés au 28"°™ jour. A cet effet, les animaux ont été soumis a un jedne
non hydrique de 12 h puis anesthésiés en utilisant de 1’éther et sacrifiés par décapitation cervicale. Le
sang artéro-veineux de chaque animal a été collecté dans des tubes a essais secs de 5 mL préalablement
étiquetés ; ensuite il a été centrifugé (3000 Tr/min, 15 min, 4 °C) et le surnageant a été conservé a 20
°C pour des analyses biochimiques ultérieures. Par ailleurs, les animaux ont été disséqués et les
différents organes a I’instar de la prostate, le rein, la rate, le foie ont été prélevés puis pesés a I’aide
d’une balance sensible (OHAUS).
» Préparation des homogénats de prostate
Vingt milligrammes de la prostate ont été prélevés et broyés dans 1 mL le tampon PBS
« Phosphate Bovine Saline » (0,1M, pH 6,6) pour la préparation des homogénats (2 %). Ces derniers
ont été centrifugés (3000 tr/min, 15 min, 4°C) et les surnageant ont été collectés et conserves a — 20
°C pour des analyses biochimiques ultérieures. Les différents tissus prostatiques prélevés ont été fixés

dans du formol 10 % pour des études histologiques.

11.2.4.2. Détermination de quelques parameétres physiologiques chez les rats ayant subi le test

d’HBP induit par la testostérone

» Volume de la prostate

La forme de la prostate étant considérée comme un ellipsoide, son volume apparent a éte
détermineé a partir de la largeur (mesure transversale), la hauteur (mesure sagittale) et 1’épaisseur
(mesure antéropostérieure) selon la méthode décrite par Rahul et al. (2014). Les dimensions de
prostate ont été mesurées a 1’aide du pied a coulisse avec 1 mm de précision chez chaque animal. Ce

volume apparent a été calculé avec la formule développée par Rahul et al. (2014).
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Volume = 0,52 (L x H xe)
L= longueur ; H = hauteur ; e = épaisseur.
> Index prostatique

L’index prostatique (IP) ou la masse relative de la prostate est le rapport de la masse de la
prostate sur la masse corporelle. I’IP a été calculé selon la formule développée par Papaemmanuil
et al. (2013) .

IP= (masse de la prostate (MP)/masse corporel (MC)) x100
» Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition de I’augmentation de la masse prostatique a été calculé par la formule

MP Groupe test—MP groupe témoin normal

suivante : % d’inhibition = 100 — * 100

MP groupe témoin négatif —-MP groupe témoins normal

Avec MP = masse moyenne du groupe test

11.2.4.3. Détermination de la teneur en protéines totales contenues dans I’homogénat de la

prostate des rats

La détermination de la teneur en protéines totales contenues dans les homogénats prostatiques
des rats a été faite selon la méthode de Bradford.
Principe

Le dosage colorimétrique de la teneur en protéines totales est basé sur la fixation du bleu de
Coomassie G 250 en milieu acide sur les résidus hydrophobes d’acides aminés constituant une
protéine donnant ainsi une coloration bleue dont ’intensité est proportionnelle a la quantité de
protéines présentes. Le complexe formé absorbe a un maximum de 595 nm.

Mode opératoire

Dans un tube a essai, un volume de 50 uL d’homogénat prostatique a été mélangé a 450 pL
de tampon phosphate (0,1 M ; pH = 6,6) et 500 pL de réactif de Bradford. Apres incubation (30 min,
TA, obscurité), les densités optiques ont été lues au spectrophotométre UV-1605 Shimadzu contre un
blanc constitué de 500 uL réactif de Bradford et de 500 pL tampon phosphate. Le BSA aux
concentrations (0, 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL) a eté utilisé comme étalon. La concentration en
protéines totales présente dans chaque homogénat a été exprimée en g équivalent de BSA par mL
d’homogénat (ug Eq BSA/mL).

11.2.4.4. Evaluation de I’effet de la combinaison de P. Africana et D. glomerata sur quelques

marqueurs biochimiques chez les rats

»  Estimation du taux de malondialdehyde (MDA)
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Le MDA est un céto-aldéhyde physiologique produit lors de la décomposition péroxydative des
lipides insaturés et est utilisé comme indicateur de dommage tissulaire par les radicaux libres. La
mesure quantitative de la peroxydation lipidique de la prostate a été effectuée selon le protocole décrit
par Yagi (1976).

Principe

Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde issue de la décomposition des
hydroperoxydes d’acide gras réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) en milieu acide et chaud,
pour donner des chromophores de couleur rose qui présentent un maximum d’absorption a 532 nm.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de MDA présente dans le milieu.

H H HS Yu OH s H Y&n
m # 2 1 I 1
o o =
. . OH
Malondialdéhyde OoH oH
Acide Thio

barbiturique Dérivé MDA — (TBA):
Mode opératoire

Un volume de 100 pL d’homogénat a ét¢ mélangé avec 400 pL du mélange réactionnel (TBA
0,375 %, TCA 20 %, et HCL 1 N). Le mélange a été chauffé au bain marie a 100 °C pendant 15 minutes,
a été refroidi, puis centrifugé a 3000 tr/min pendant 5 minutes. L’absorbance du surnageant obtenu
a été lue a 532 nm contre le blanc a 1’aide d’un Spectrophotométre UV-1605 Shimadzu. Le blanc a été
préparé en paralléle suivant le méme protocole, en remplagant ’homogénat par 1I’eau distillée. La

concentration en MDA a été déterminée, en utilisant le coefficient d’extinction molaire

(€) du chromophore (¢ MDA = 1,53 x10° Mtcm™=0,153uMcm™) et a été exprimée en uM.
[MDA](uM)=DO échantillon/ (&. 1) en umol/L
DO : Densité Optique de 1’échantillon ;
I - longueur de la cuve (1cm)

> Evaluation de ’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

L’évaluation de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) a été effectuée selon le protocole

décrit par Misra et Fridovish, en 1972.
Principe
La méthode est basée sur I’inhibition de I’oxydation de 1’adrénaline en adrénochrome par la

SOD présente dans 1’échantillon. La variation de 1’absorbance qui est proportionnelle a I’activité de
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la SOD, est notée toutes les 30 secondes pendant 150 secondes et a une absorbance de 480 nm.
OH
OH . 0.
! :
oS g T
98 e
HO™ & CHs;

Adrénaline Adrénochrome

Mode opératoire

Un volume de 50 pL. d’homogénat a été ajouté dans le mélange réactionnel contenant 550 uL
de tampon carbonate (pH= 10,2 ; 0,05 M) et 100 uL d’adrénaline (0,3 mM) préparé dans le tampon
carbonate. La DO de ce mélange a été rapidement lu a 480 nm toutes les 30 s pendant 150 s contre le
blanc qui a été préparé suivant le méme protocole et avec 50 pL d’eau distillée comme substitut de
I’homogénat. L’activité enzymatique a été exprimeée en unité de SOD/ug de protéines et calculée selon
la formule ci-dessous. Une unité de SOD est la quantité de SOD nécessaire pour entrainer 50%
d’inhibition de 1’oxydation de I’adrénaline en adrénochrome pendant une minute (50% d’inhibition =
1U1).

__(ADO du blanc —ADO de l’échantillon)

% d’inhibition = A0 dublanc x 100

SOD unités
SOD unités/ mg Prot= —('“L) X facteur de dilution
pro

mg
mL

» Evaluation de I’activité de la catalase
L’évaluation de I’activité de la catalase a été déterminée selon le protocole décrit par
Sinha et al en 1972.

Principe

Cette méthode est basée sur I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogene en eau et oxygéne a partir de
I’action de la catalase présente dans 1’échantillon (homogénat). L’eau oxygénée (H20.) restée apres
action de la catalase, réduit a chaud le dichromate de potassium en présence de 1’acide acétique en
acétate de chrome de coloration verte ; avec pour intermédiaire réactionnel 1’acide perchromique. Qui
c’est un composé instable de coloration bleu vert. L’acétate de chrome produit est mesuré a 620 nm.

Catalase
2 H,0, — H,O + 0O,

Mode opératoire

Un volume de 100 pL de peroxyde d’hydrogene et 100 pL de tampon phosphate (KH2PO4 ; 0,1
M ; pH 7) sont combinés a 50 pL d’homogénat. Aprés une minute d’incubation, 500 pL de dichromate
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d’acétate ont été ajouté au milieu réactionnel afin de stopper la réaction. Ensuite, le mélange a été
incubé au bain marie a 100°C pendant 10 minutes. L’absorbance a été lue a 620 nm contre le blanc
dans lequel I’échantillon est remplacé par le tampon. L’activité de la catalase a été déterminée a partir
de ’équation de la droite d’étalonnage du H202 et a été exprimée en umol de peroxyde d’hydrogéne

consommeé par minutes par pg de protéines (umol /min/pug de protéines).

Activité de la catalase (umol /min/mg protéine) = H,O, (umol/mL) /t*c

H202 (umol/mL) = (Abs Control-Abs echantillon/a)
a= Valeur de la pente de la courbe d’étalonnage ;
t=Temps réactionnel (1min) ;
c= Concentration protéine en pg/mL ;
DO=Densité Optique

11.2.4.5. Analyse histologique

L’analyse histologique de la prostate a été réalisée suivant le protocole de Rothman et al.,
(2015). Elle s’est faite suivant plusieurs étapes a savoir : la fixation, le “trimming”, la déshydratation,

et I’inclusion, la coupe, la coloration, le montage et 1’observation.

» Lafixation
Les organes prélevés ont été fixés dans du formol tamponné 10 % pendant environ 30 jours.

> La Recoupe ou “trimming”,

Aprés fixation, une fine tranche de chaque prostate fixée a été prélevée et placée dans des
cassettes en plastique préalablement étiquetées.

> La Déshydratation,

Au cours de cette étape, les cassettes ont préalablement été introduites, dans 6 bacs contenant de
I’alcool éthylique de degrés croissants a une durée déterminée : 1 bac d’éthanol 70° (1 h), 2 bacs
d’éthanol 95° (1 het 1 h 30), et 3 bacs d’éthanol 100° (1 h, 1 h 30 et 2 h) (déshydratation proprement
dite).

» L’inclusion, la coupe, la coloration, le montage et ’observation

Apres la sortie du 3e bac d’alcool 100°, les cassettes ont séjourné dans deux bains de xyléne
pendant 1 h et 1 h30 respectivement, puis dans une série de 3 bacs de paraffine en fusion (60°C) a
raison de 1 h, 1 h 30 et 2 h respectivement (imprégnation). Les portions d’organe ont été placées selon
un sens d’orientation déterminé dans des moules en acier inoxydable, puis la surface du moule a été
recouverte par la base de la cassette et le moule a été rempli de paraffine en fusion. L’ensemble a eté
mis a solidifier sur une plaque réfrigérante. La coupe a été faite a 1’aide d’un microtome Reichert-
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Jung, les blocs de paraffine contenant les organes ont été coupés a une épaisseur de 5 um. Les sections
de rubans obtenues ont été mises a déplisser dans un bain marie (40°C) contenant de 1’cau gélatinée
(1 %), puis récuperées sur des lames porte-objets propres préalablement étiquetées. Les lames ont
ensuite séjourné pendant 24 heures dans une étuve a 45°C. Au cours de cette étape, les coupes ont
subi un déparaffinage et une réhydratation avant d’étre colorées. Lors du déparaffinage, les coupes
ont séjourné dans 3 bains de xyléne (5 minutes par bain). Elles ont par la suite été réhydratées en
passant successivement dans des bains d’alcool de degrés décroissants a savoir 3 bains d’éthanol
100°, 1 bain d’éthanol 95°, et un bain d’éthanol 70° et elles ont été rincées a 1’eau distillée pendant 5
minutes. La technique de coloration a I’hématoxyline-éosine (HE) a été utilisée. Les lames ont été
plongées dans I’hématoxyline de Mayer (substance basophile qui colore les composants nucléaires
en bleu noir) pendant 10 minutes puis rincées a I’eau courante. Ensuite, elles ont été plongées
successivement dans des bacs contenant de 1’éthanol 70° et 90° et ont été lavées pendant 5 minutes.
Les lames ont sé¢journé 5 minutes dans de 1’éosine alcoolique 0,5 %.

Apreés la coloration, les lames ont été déshydratées dans trois bains d’éthanol 100° puis éclaircies dans
trois bains de xyléne (5 minutes par bain). Une fois sorties du xyléne, quelques gouttes de résine ont
été déposées sur les coupes, puis ces derniéres ont été recouvertes a 1’aide de lamelles de verre pour

observation au microscope (Scientico STM-50).

11.2.4.6. Determination de la concentration des cytokines TNFa et IL-10

Le test « ELISA-Sandwich » a été utilisé pour déterminer la concentration des cytokines
TNFa et IL-10 dans les sérums des animaux
Principe

Le principe de cette technique repose sur la visualisation d’une réaction antigéne-anticorps
grace a une reaction enzymatique colorimétrique. L’enzyme préalablement couplé d’un anticorps
specifique a TNF-a ou IL-10 du rat, en présence des échantillons (ou standards) catalyse une réaction
chimique qui transforme le substrat en composeé coloré en bleu. La valeur de I’absorbance est
proportionnelle a la concentration de TNF-a ou IL10 présent dans 1’échantillon.
Mode opératoire

Dans les puits appropries, ont été introduits 100 uLL d’étalon, du blanc et de I’échantillon. La
microplaque a éte couvert avec le scellant fourni dans le kit et incuber pendant 90 min a 37°C. Le
liquide de chaque puits a ensuite été décanté. Immédiatement, 100 puL de la solution de détection
biotinylé ont été ajoutés dans chaque puits et la plaque a été couverte avec un nouveau scellant puis
incubée 1 heure a 37°C. La solution de chaque puits a été décantée a nouveau avant 1’ajout de 350 puLL
de tampon de lavage dans chaque puits. Les solutions de chaque puits ont été trempees pendant 1 min,
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aspiré et séchez sur du papier absorbant propre. Cette étape de lavage a été répétée 3 fois. Les
bandelettes testées ont été utilisées immédiatement aprés 1’étape de lavage. Cent pulL de solution de
travail HRP Conjugué ont ensuite été ajouté dans chaque puit et la plague sceller a nouveau puis
incuber pendant 30min a 37°C. La solution de chaque puits est a nouveau décanté et le processus de
lavage répété 5 fois comme indiqué a I'étape 3. Dans chaque puits 90 uL de réactif ont été ajoute. La
plaque couverte avec un nouveau scellant et incuber environ 15 min a 37°C a I’abri de la lumiére.
Enfin 50 uL de solution d'arrét ont été ajouté dans chaque puits et immédiatement la densité optique
de chaque puits a été lue avec un lecteur de microplaque réglé a 450 nm. Le calcul de la concentration
de TNF-a ou IL-10 présent dans les échantillons a été fait en comparant la DO des échantillons a la

courbe standard.

11.2.3. Analyses statistiques

L’analyse des variances des données et la comparaison des moyennes a été réalisée a 1’aide du
test ANOVA one way (post hoc, Tukey) seuil de significativité 5% (p < 0,05) grace au logiciel SPSS
(Statistical Package of Social Sciences) 20 pour Windows. Le tracé des graphes s’est fait a partir du

tableur Excel et le logiciel Graph Pad Prism version 8.0.1.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION
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I11.1 RESUTATS

111.1.1. Rendement d’extraction
L’extraction aqueuse de 500 g de poudre d’écorce de P. africana a permis 1’obtention de

6,20 g d’extrait brut (M1), soit un rendement de 1,24 % ; tandis que 1’extraction de 1,5 kg de la
plante de D. glomerata a permis d’obtenir 47,5 g d’extrait aqueux (M5), soit un rendement de 9,5
%.

111.1.2. Activités antioxydantes des extraits aqueux de Prunus africana, de Dichrotachys
glomerata et leurs combinaison

111.1.2.1. Teneur en composés phénoliques

Les teneurs en composés phénoliques des différents extraits ont été déterminés a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Annexe 3). La figure 6 révele que tous les extraits
contiennent des composes phénoliques. Cependant, les extraits M1 et M2 ont les taux les plus élevés
de composes phénoliques soit 26,26 + 1,3 et 24,66 + 0,61 EAG/mg d’extrait respectivement. L’extrait
M5 est le moins riche en composés phénoliques avec une teneur de 6,36 + 0,20 EAG/mg d’extrait,
tandis que les combinaisons M3 et M4 ont des teneurs en composés phénoliques de 21,44 + 1,73
EAG/mg d’extrait et 16,95 + 2,01 EAG/mg d’extrait respectivement. (p < 0,05)

a
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M1 M2 M3 M4 M5

combinaisons des extraits de plantes
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1 1 )
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1

Figure 6 : Teneur en composés phénoliques des extraits de P. africana et D. glomerata et de leur
combinaison.

M1 =100 % P. africana; M2 =75 % P. africana + 25% D. glomerata; M3 = 50 % P. africana + 50 % D. glomerata; M4
= 25% P. africana + 75 % D. glomerata; M5 = 100 % D. glomerata. a>b>c>dap <0,05.
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111.1.2.2. Activité anti-radicalaire DPPH

L’activité antiradicalaire DPPH des différentes combinaisons est illustrée par la figure 7. Il en
ressort que tous les extraits de Prunus africana et Dichrostachys glomerata et leurs combinaisons
possedent un pouvoir antiradicalaire. Cependant, la combinaison M2 présente la meilleure activité
antiradicalaire DPPH & la concentration de 250 pg/mL soit avec un pourcentage d’inhibition de 65,72
% £ 1,31. La combinaison M5 quant a elle présente une faible activité antiradicalaire DPPH soit un
pourcentage d’inhibition de 12,43% + 1,91 a la concentration de 500 pg/mL.
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Figure 7 : Piégeage des radicaux DPPH par les extraits et différentes combinaisons de plante.

M1 =100 % P. africana; M2 =75 % P. africana + 25% D. glomerata; M3 =50 % P. africana + 50 % D. glomerata; M4
= 25% P. africana + 75 % D. glomerata; M5 = 100 % D. glomerata.

111.1.2.3. Activité antioxydante FRAP

Le pouvoir réducteur du fer a été évalué par la méthode de FRAP a partir de la courbe
d’étalonnage de I’acide gallique (Annexe 3). Il en découle que tous les extraits ont la capacite a réduire
les ions ferriques en ions ferreux. Toutefois, M1 et M2 présentent les pouvoirs réducteurs les plus
élevés soient 67,34 + 0.10 et 64,27 + 0.21 ug EAG/mg d’extrait respectivement, suivi de M3 (47,70
+ 0.20 pgEAG/mg) et M4 (26,91 = 0.20 LgEAG/mgQ). L’extrait M5 présente le plus faible pouvoir
réducteur soit 14,97 + 0.41 ugEAG/mg de matiere seche (Figure 8).
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Figure 8 : Activité réductrice du fer ferrique en fer ferreux des extraits de P. africana et de D.
glomerata

M1 =100 % P. africana; M2 =75 % P. africana + 25% D. glomerata; M3 = 50 % P. africana + 50 % D. glomerata; M4
=25% P. africana + 75 % D. glomerata; M5 = 100 % D. glomerata.a>b>c>d ap < 0,05.

111.1.3. Etude de toxicité aigué

A T’issu du test de toxicité aigue effectué, il en ressort que le mélange M2 a la dose de 5000
mg/kg n’a entrainé aucun changement de comportement, aucun déces ainsi qu’aucun signe de toxicite
(Tableau I11). Ce résultat suggére que la combinaison M2 a la dose de 5000 mg/kg n’engendrerai
aucun signe clinique de morbidité. La dose létale 50 (DLso) de la combinaison M2 est donc supérieure
a 5000 mg/kg.

Tableau I11: Effet de la combinaison M2 sur quelques parametres physiologiques chez les souris

Signes de morbidité Controle normal M2 a 5000 mg/kg
Aspect et perte du pelage N N
Couleur des yeux N N
Sensibilité a la douleur et N N

anomalie posturale

Aspect et fréquence des féces N N
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Réaction au bruit et A A
agressivité

\Vomissements A A
Respiration

Consommation hydrique et

alimentaire

Motricité et tremblement N N
Mobilité et motilité N N
Salivation A A
Diarrhée A A
Sommeil A A
Coma A A
Nombre de mort A A

(N) : Etat normal ; (A) : Absence des signes de morbidité.

Tableau 1V : Toxicité orale aigué de la combinaison M2 sur les souris Swiss.

Produit Dose (mg/kQ) Nombres Nombres d’animaux Pourcentages de
d’animaux par lot morts mort cumulée
Contr6le normal eau distillée 3 0 0
Combinaison M2 5000 3 0 0

111.1.4. Effet de la combinaison M2 sur I’hyperplasie bénigne de la prostate induit chez les rats

111.1.4.1. Effet de la combinaison M2 sur quelques marqueurs physiologiques de I’hyperplasie

bénigne de la prostate

» Volume de la prostate

La figure 9 présente I’effet de la combinaison M2 aux doses de 125 ; 250 et 500 mg/kg sur le
volume de la prostate des rats testés. Les résultats montrent une augmentation significative, soit 54
% (p < 0,005) du volume de la prostate des animaux du groupe témoin négatif comparativement a
celui des animaux du groupe normal. En revanche, une diminution significative du volume de la
prostate a été observée chez les animaux du groupe témoin positif, soit 36 % (p < 0,005) et chez ceux

du groupe test ayant recu M2 & la dose de 125 mg/kg, soit 42 % (p < 0 ,005 comparativement au
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groupe témoin négatif. Cependant, aucune différence n’a été observée entre les animaux du groupe

témoin positif et les animaux des groupes traités par la combinaison M2.
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Figure 9 : Volume de la prostate des rats hyperplasiés et traités ou non par différentes doses de la
combinaison M2 ou la finasteride

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b>c¢) a p <5 % pour une concentration
donnée

» Masse de la prostate
La figure 10 indique que la masse de la prostate du groupe témoin négatif a significativement
augmenté de 1’ordre de 87,35 % (p < 0,005) comparativement a celle du groupe témoin normal.
L’administration de M2 aux doses 125 ; 250 et 500 mg/kg a entrainé une réduction significative de la
masse de la prostate de I’ordre de 55% (p < 0,005) comparativement au groupe témoin négatif.
Cependant, aucune différence n’a été observee entre les masses prostatiques des animaux du groupe

témoin positif et celles des groupes tests comparativement a celle du groupe témoin négatif.
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Figure 10 : Masse de la prostate des animaux rats hyperplasiés et traités ou non par différentes doses
de la combinaison M2 ou la finasteride

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125
= groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250
mg/kg) ; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b >c) a p <5 % pour une concentration
donnée

» Masse relative de la prostate

La figure 11 présente I’effet de la combinaison M2 aux doses 125 ; 250 et 500 mg/kg sur la
masse relative de la prostate (index prostatique). Il en ressort qu’une augmentation significative de
I’ordre de 42% (p < 0,005) de I’index prostatique a été observée chez les animaux du groupe témoin
négatif par rapport a ceux du groupe témoin normal. En revanche, aucune différence significative (p
< 0,005) n’a été observée entre I’index prostatique des animaux du groupe témoin positif et ceux des

groupes tests comparativement aux animaux du groupe témoin négatif.
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Figure 11: Index prostatique chez les rats développant I’hyperplasie bénigne de la prostate induite
par la testostérone

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b> ¢) a p <5 % pour une concentration
donnée

» Inhibition de ’hyperplasie bénigne de la prostate
La figure 12 illustre le pourcentage d’inhibition de la combinaison M2 sur le développement
physiologique de 'HBP. Il en ressort que I’administration de M2 a la dose de 125 mg/kg entraine
une inhibition du développement de ’HBP de I’ordre de 47,17 % +1,31 (p < 0,005) (index
prostatique) comparativement au groupe témoin négatif. De plus, aucune différence significative n’a
été relevée entre I’activité inhibitrice de M2 et celle de la finastéride, qui est de ’ordre de 44,22%+
0,91 (p < 0,005) (index prostatique).
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Figure 12: Inhibition de I’hyperplasie bénigne de la prostate chez les rat par la combinaison M2 ou
la finasteride

TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 = groupe tests : testostérone
(3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg) ; M2 500 = groupe test :
testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b>c¢) a p <5 % pour une concentration
donnée

111.1.4.2. Effet de la combinaison M2 sur la teneur en protéines totales des rats ayant subi le test

d’hyperplasie bénigne de la prostate

La Figure 13 présente I’effet de la combinaison M2 sur la quantité de protéines totale contenu
dans I’homogénat de prostate des rats testés. En effet, aucune différence significative du taux de
protéines contenu dans I’homogénat des rats du groupe témoin négatif par rapport au groupe témoin
normal n’a été observée. Cependant, la quantité de protéines contenues dans I’homogénat de prostate
a significativement été réduite chez ceux du groupe témoin positif (11,21 % (p < 0,005)) et chez ceux
des groupes tests M2 150 (10,88 % (p < 0,05)), M2 250 (10,44 % (p < 0,05)) et M2 500 (12,28 % (p

< 0,05)) comparativement au taux de protéines des homogénats du groupe témoin négatif.
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Figure 13 : Teneur en protéines totales contenues dans les homogénats de prostate des rats ayant subi
les tests sur I’hyperplasie bénigne de la prostate.

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

111.1.4.3. Effets de la combinaison M2 sur quelques marqueurs du stress oxydatif

> Effet de M2 sur le taux de MDA dans la prostate

La Figure 14 présente I’effet de la combinaison M2 sur le taux de MDA contenu dans
I’homogénat de prostate des animaux testés. Il en ressort qu’une augmentation du taux de MDA a été
observée dans les homogénats du groupe témoin négatif (0,52 + 0,01) par rapport a ceux du groupe
normal (0,16 £ 0,01). Par ailleurs, il a été observé que le melange M2 a la dose de 500 mg/kg entraine
une réduction significative (p < 0,05) de MDA (0,30 + 0,01) comparativement au témoin négatif. En
revanche, aucune différence significative (p < 0,005) du taux de MDA n’a été observée dans
I’homogénat des animaux du groupe témoin positif, et celui du groupe test recevant les extraits M2 a

la dose de 500 mg/kg comparativement aux homogenats du groupe témoin négatif.
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Figure 14: Effets de la combinaison M2 sur taux de MDA contenu dans la prostate

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = negative controls : testosterone; TP =
positive controls ; M2 125 = test group treated with M2 (125 mg/kg) ; M2 250= gzM2 (250 mg/kg) ; M2 500 = groupe
test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata Les valeurs moyennes
affectées des lettres sont significativement différentes (a > b > ¢ > d) p <5 % pour une concentration donnée

> Effet de M2 sur P’activité de la catalase dans la prostate

L’activité de la catalase a ét¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec I’eau
oxygénée (Annexe 3). La figure 15 présente 1’effet des extraits M2 sur 1’activité de la catalase dans
I’homogénat de prostate des rats testés. Elle révéle qu’il y’a réduction significative de 1’activité de la
catalase dans I’homogénat de prostate des rats du groupe témoin négatif comparativement a ceux des
rats du groupe témoin normal avec un pourcentage de variation de 1’ordre de (23,47 % (p < 0,05)).
Cependant, I’activité de la catalase a significativement augmenté dans les homogénats du groupe test
recevant M2 a la dose de 500 mg/kg avec un pourcentage de variation de (23,47 % (p < 0,05)),

comparativement aux homogénats du groupe témoin négatif.
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Figure 15 : Effets de la combinaison M2 sur I’activité de la catalase prostatique
Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 mL) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =

groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b>c¢) a p <5 % pour une concentration
donnée

»  Effet de M2 sur P’activité de la superoxyde dismutase dans la prostate (SOD)

La Figure 16 présente I’effet de la combinaison de M2 sur I’activité de la SOD dans la prostate
des rats testés. Il en ressort que 1’activité de la SOD dans les homogénats des rats du groupe témoin
négatif a significativement augmenté comparativement a ceux des rats du groupe témoin normal avec
un pourcentage d’augmentation de 1’ordre de 20,47 % (p < 0,05). Cependant, I’activité de la SOD a
significativement (p < 0,05) été réduit dans les homogénats des rats traités par la combinaison M2 et

par la finastéride comparativement aux homogénats du groupe témoin négatif.
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Figure 16 : Effets des extraits des M2 sur activité de la SOD prostatique

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 mL) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

111.1.4.4. Etude histopathologique des tissus de prostates des rats ayant subi les tests sur

I’hyperplasie bénigne de la prostate

La section transversale des tissus prostatiques des rats testés est représentée a la figure 17.
Cette analyse histologique de la prostate a révélé que les animaux du lot témoin normal ont présenté
une microstructure prostatique saine présentant un stroma conjonctivo-vasculaire riche en fibres
musculaires lisses dans la lumiere du lobule prostatique. Tandis que, les animaux du lot témoin négatif
ont montré une augmentation significative de 1’épaisseur de 1’épithélium prostatique et des sécrétions
prostatiques (corps amylacés) en comparaison au lot témoin normal. Toutefois, les traitements des
animaux soit a la combinaison M2 a la dose 500 mg/kg soit a la finastéride ont entrainé une réduction

significative de I’épaisseur de I’épithélium prostatique par rapport au lot témoin négatif.
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Figure 17 : Microphotographies des tissus prostatiques des animaux des différents groupes tests.

Ep = Epithélium bistratifié, St = Stroma ; Ep = Epithélium ; CA = Corps amylacés Grandissement=10X .Nor = groupe
normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3 mg/kg) +eau
distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 = groupe tests
: testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg) ; M2 500 =
groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

La figure 18 présente I’effet des extraits M2 sur la taille de I’épithélium des animaux testés. Il en
ressort qu’une augmentation significative (p < 0,005) de Ia taille de 1’épithélium a été observée dans
les prostates du groupe témoin négatif par rapport a ceux du groupe normal. Par ailleurs, une réduction
significative (p < 0,005) de la taille de I’épithélium a été observée dans les tissus prostatiques des
animaux du groupe témoin positif, et celui des groupes tests recevant M2 comparativement a ceux du
groupe témoin négatif. Cependant, cette réduction est significativement (p < 0,005) plus prononcée
dans les tissus prostatiques des animaux du groupe témoins positif par rapport a ceux des groupes

traités par la combinaison M2
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Figure 18 : Effets des extraits M2 sur les acini (taille de I’épithélium) des rats ayant subi les tests sur
I’hyperplasie bénigne de la prostate.

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =

groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

Les valeurs moyennes affectées des lettres sont significativement différentes (a > b>c¢) a p <5 % pour une concentration
donnée

111.1.4.5. Effet de M2 sur la production des cytokines TNFa et IL-10 chez les animaux des

différents groupes tests.

Les concentrations seriques de TNFa et d’IL-10 ont été déterminées a partir des courbes
d’étalonnages (Annexe 3) et sont illustrées dans les figures 19 et 20. 1l en ressort que la concentration
sérique en TNFo des animaux du groupe témoin négatif a significativement (p < 0,005) augmenté
comparativement a celle des animaux du groupe témoin. De méme on observe une réduction
significative (p < 0,005) de la concentration sérique en TNFa dans le sérum de la prostate des
d’animaux traités par la combinaison M2 a différentes doses et ceux traité par la finastéride.
Cependant, cette inhibition est plus prononcée chez les animaux traités par la combinaison M2 a la
dose de 500 mg/kg comparativement a ceux du groupes témoin positif.
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Figure 19 : Concentration sérique de TNFa chez les rats ayant subi les tests sur I’hyperplasie
bénigne de la prostate

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata

La Figure 21 présente la variation des concentrations d’IL-10 dans le sérum des rats ayant
subi les tests sur ’HBP. Il en ressort que chez les animaux du groupes témoin négatif il y’a eu
réduction significative (p < 0,005) de la concentration en IL-10 comparativement a celle des autres
groupes. En outre, une augmentation significative (p < 0,005) de la concentration en IL-10 dans le
sérum de la prostate a été observée chez les animaux du groupe test traités par la combinaison M2 a

la dose de 500 mg/kg comparativement au groupe témoin positif.
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Figure 20 : Concentration serique d’IL-10 chez les rats ayant subi les tests sur I’hyperplasie
bénigne de la prostate

Nor = groupe normal : huile de pistache (3mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TN = groupe témoin négatif : testostérone (3
mg/kg) +eau distillée (2 ml) ; TP = groupe témoin positif : testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125 =
groupe tests : testostérone (3mg/kg) + M2 (125 mg/kg) ; M2 250= groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (250 mg/kg)
; M2 500 = groupe test : testostérone (3 mg/kg) + M2 (500 mg/kg). M2 =75% D. africana + 25% D. glomerata
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111.2. DISCUSSION

L’hyperplasie bégnine de la prostate est une maladie chronique qui a de graves conséquences
néfastes sur la qualité de vie des hommes atteints. Dans le schéma de lutte contre cette maladie, les plantes
médicinales occupent une place prépondérante. Le but de ce travail était d’étudier I’effet de la
combinaison des écorces de Prunus africana et des feuilles de Dichrotachys glomerata a titre préventif
contre I’hyperplasie de la prostate induite chez les rats. L’extraction aqueuse des écorces de Prunus
africana et des feuilles de Dichrotachys glomerata a permis d’obtenir des extraits avec des rendements
de 1,24 et 9, 5% respectivement. Les mélanges des deux extraits ont permis d’obtenir 5 combinaisons,
notamment M1 (100 % P. africana), M2 (75 % P. africana + 25% D. glomerata), M3 (50 % P. africana
+ 50 % D glomerata), M4 (25% P. africana + 75 % D. glomerata), M5 (100 % D. glomerata). Il est a
noter que, la surproduction des espéces oxygénées réactives tels que les radicaux libres dans la prostate
crée un état de stress oxydatif qui favorise la prolifération des cellules épithéliales contribuant ainsi au
développement de I’HBP (Zabaiou et al., 2015). La sélection de la meilleure combinaison a donc été
guidée par quelques tests antioxydants. Premierement, le dosage des composés phénoliques qui a révéle
que toutes les combinaisons contiennent des composés phénoliques ; néanmoins, les mélanges M1 et M2
possedent les teneurs les plus élevées comparativement aux autres combinaisons avec des valeurs de
I’ordre de 26,26 + 1,31 et 24,66 + 0,60 pg/mg EAG respectivement. Ce résultat a été consolidé avec ceux
des tests antiradicalaires DPPH qui ont révélés que bien que toutes les combinaisons présentent des
activités antiradicalaires, M2 a la concentration de 250 pug/mL présente un pourcentage d’inhibition de
I’ordre de 65,72 % + 1,31. De plus, les resultats presentent la capacités de toutes ces combinaisons a
réduire les ions ferriques en ions ferreux. Cette aptitude a piéger les radicaux et a réduire le fer serait liee
a la forte teneur de M1 et M2 en composés phénoliques qui leur confere la capacité de céder un atome
d’hydrogéne pour neutraliser les radicaux libres et a céder un électron pour réduire le fer. Au regard de la
teneur en composés phénolique et des activités antioxydantes que possede la combinaison M2 et de
I’importance physiopathologie du stress oxydatif lors du développement de la prostate, la combinaison
M2 parait comme une piste probable pour la gestion de 'HBP. Toutefois, il était judicieux de s’assurer

de son innocuité au préalable.

L'étude de toxicité aigué de la combinaison M2 a la dose de 5000 mg/kg n’entraine aucun signe
de toxicite et aucun déces suggerant ainsi une potentielle utilisation en toute securité. Cependant, Karami
et Mehdipour (2013) ont démontré que I’extrait d’écorce de P. africana provoque quelques signes de

toxicité a la dose de 2000 mg/kg chez les rats males de souche Wistar. Cette différence pourrait étre due
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au fait que prunus africana est juste présent a 75% dans la combinaison M2.Suite a I’innocuité de M2,

toutes doses de M2 inferieur ou égale a 5000 mg/kg présente un minimum de sécurité.

Au cours de ce travail, I’administration sous cutanée de 1’énanthate de testostérone chez des rats
males adultes du groupe témoin négatif révele une augmentation significative (p < 0,005) du volume de
la prostate, de 1’index prostatique et de la masse de la prostate par rapport aux rats normaux. Ce resultat
confirme I’influence de la testostérone sur la croissance de la prostate comme démontré par Ali et al.
(2013). De méme, cette croissance de la prostate est corrélée sur le plan histologique par une augmentation
de la taille de 1’épithélium comparé au groupe normal. Cet épaississement de 1’épithélium traduit une
activation de la prolifération cellulaire qui montre une extension du stroma et une prolifération de
I”épithélium, résultant d’une partielle obstruction de la lumiére glandulaire. Ces résultats sont similaires
a ceux de Adewale et al. (2021) et Mbaka et al. (2019) qui ont montré que I’administration de
testostérone pendant 28 jours consécutifs aux rats entrainerait une prolifération accrue des cellules
épithéliales, réduisant ainsi le diametre glandulaire. Sur le plan biochimiqgue, cette croissance est en étroite
relation avec I’augmentation du taux de protéines montrant ainsi 1’effet mitogéne et anabolisant des
androgenes responsables de la prolifération cellulaire (Kouakou et Benie, 2003).En outre,
I’augmentation significative (p < 0,005) du taux de malondialdéhyde par rapport au groupe normal justifie
I’accumulation des radicaux libres responsables de la peroxydation lipidique dans les cellules (Ali et al.,
2013).La réduction significative (p < 0,005) du taux d’antioxydants SOD et catalase traduit une
augmentation du taux des radicaux libres preuves d’un état de stress oxydatif. Il a également été rapporté
que I’inflammation joue un réle essentiel dans la progression de ’HBP. Dans cette étude, les niveaux de
TNF- o des animaux du groupe témoin négatif ont significativement augmentés par rapport aux rats
normaux. ce résultat est similaire a celui de Sudeep et al. (2019) qui ont démontré que 1’induction de
I’HBP par la testostérone entraine une augmentation de 1’expression de TNF- a dans le groupe témoin
négatif .Ce résultat peut s’expliquer par le fait que la testostérone accélere les secrétions des TNF- o
produit par les macrophages responsable de la lésion de la paroi des tissus prostatiques pour libéré les
granulocytes et les monocytes contribuant au développement du processus inflammatoire de la prostate
(Sudeep et al., 2019). Ces résultats confirment I’installation de ’'HBP chez les rats du groupe témoin

négatif.

Tout comme la finastéride (5mg/kg), la combinaison M2 (125 mg/kg) protége contre I’HBP par réduction
significative du volume de la prostate, du poids et de I’indice prostatique. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Chiuet, al. (2020). De plus, sur le plan histologique, la réduction significative de la taille de
1I’épithélium par M2 a la dose de 500 mg/kg conduit a la réduction de 1’involution épithéliale et par

conséquent a I’augmentation du volume de la lumiére glandulaire. La combinaison M2 inhibe également
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le développement de la masse prostatique d’une valeur de 47,17 % (index prostatique). Cette inhibition
n’est pas différente de I’inhibition observée chez les animaux du groupe traité par la finastéride qui était
de 44,22%. Ces résultats démontrent que tout comme la finastéride la combinaison M2 agirait en inhibant
I’enzyme 5a-réductase responsable de la conversion de la testostérone en dihydrotestostérone capable de
se lier au récepteur androgénique de la prostate et induire une hyperactivité cellulaire participant ainsi a
I’épaississement de 1’épithélium prostatique et donc au développement de I’HBP (Mbaka et al., 2019).
De méme, la réduction du taux de protéines chez les rats traités par la combinaison M2 suggere un
changement enzymatique dans la glande prostatique (Vyas et al., 2013). Par ailleurs, la réduction du taux
de MDA chez les rats traités par M2 serait due a la présence des composes phénoliques dans la
combinaison M2 capable d’inhiber la peroxydation lipidique (Ali et al., 2013). De méme, I’augmentation
significative des enzymes antioxydantes catalase et SOD dans I’homogénat des rats traités confirme a
suffisance la capacité antioxydante de la combinaison M2. Ces résultats sont similaires a ceux d’Ali et al.
(2013) et Li et al. (2018) ou une augmentation significative du taux d’enzymes antioxydantes et une
diminution significative du taux de MDA chez les groupes tests par rapport au groupe témoin négatif ont
été observées. Par ailleurs, il a été observé chez le groupe test recevant la combinaison M2 a la dose 500
mg/kg, une expression significativement élevée de cytokines anti-inflammatoires 1L-10 comparativement
au groupe témoin normal. En outre, une expression significativement faible de TNFo par rapport au
groupe témoin négatif a été observée. Ce résultat traduirait 1’effet anti-inflammatoire de la combinaison
M2 ; en effet en cas d’HBP il y’a production excessive de TNFa et la combinaison M2 augmente la
production d’IL10 afin de réduire cette production excessive de TNFa principal acteur retrouvé en

quantité excessive dans les cellules prostatiques en cas d’HBP. (Zhang et al., 2007).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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CONCLUSION
L’objectif général de la présente étude était d’évaluer les effets antioxydants et protecteurs de
Prunus africana et Dichrostachys glomerata sur ’hyperplasie bégnine de la prostate induite chez les

rats. A partir des différents résultats obtenus, les conclusions suivantes ont été tirées :

v Les combinaisons de Prunus africana et Dichrostachys glomerata sont riches en composés
phénoliques et possedent des activités antiradicalaires DPPH et réductrices du fer. Toutefois,

la combinaison M2 posséde les meilleures activités.

v' Lacombinaison M2 administrée a la dose de 5000 mg/kg n’entraine pas les signes cliniques
de morbidité sur les animaux tests avec une DL50 supérieure a 5000 mg/kg.
v" La combinaison M2 a différentes doses possede des effets inhibiteurs de 1’hyperplasie

bénigne de la prostate induit par la testostérone chez les rats.

PERSPECTIVES

v" Evaluer les activités anti-inflammatoires des combinaisons de Prunus africana et
Dichrostachys glomerata

v’ Faire le dosage de 1’antigene spécifique de la prostate PSA

v' Evaluer I’effet de la combinaison M2 sur d’autres marqueurs de I’hyperplasie bégnine de la
prostate a I’occurrence des tests androgénique

v' Etudier la cytotoxicité de 1’extrait ainsi que la toxicité subaigle, chronique et subchronique
de I’extrait M2
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ANNEXE

Annexe 1 : Composition de I’aliment des animaux pour 25kg d’aliments (rats)

Farine de mais : 13 Kg

Sondeblé: 3Kg

Farine d’arachides : 3 Kg

Tourteau de palmistes : 2,75 Kg
Farine de coquille d’ceufs de poule : 1 Kg
Farine de poisson: 2 Kg

Complexe vitaminique : 0,25 Kg
Annexe 2 : Préparation des solutions

a) Extraits M2 de Prunus africana et Dichrostachys glomerata (125 mg/kg)

Une masse de 4,851 g et 4,809 g d’extraits de Prunus africana et Dichrostachys glomerata
respectivement ont été dissout dans 168 mL d’eau distillée.

b) Combinaison M2 de Prunus africana et Dichrostachys glomerata (250 mg/kg)

Une masse de 4,851 g et 4,809 g d’extraits de Prunus africana et Dichrostachys glomerata

respectivement ont été dissouts dans 168 mL d’eau distillé.
C) Extraits M2 de Prunus africana et Dichrostachys glomerata (500 mg/kQ)

Une masse de 4,851 g et 4,809 g d’extraits de Prunus africana et Dichrostachys glomerata

respectivement ont été dissouts dans 168 mL d’eau distillé.
d) Extraits M2 de Prunus africana et Dichrostachys glomerata (5000 mg/kg)

Une masse de 4,851 g et 4,809 g d’extraits de Prunus africana et Dichrostachys glomerata

respectivement ont été dissouts dans 168 mL d’eau distillé.
e) Solution de propionate de testostérone (3mg/kg)

Une ampoule de 250 mg/mL de testostérone a été dilué dans 83 mL d’huile de pistache afin d’avoir

une solution testostérone de 3 mg/mL.
f) Solution de finastéride (5mg/kg)
Un comprimé de finastéride contenant 5 mg principe actif a été diluée dans 1 mL d’eau distillée.

9) Solution de SBA (sérum Bovin albumine)
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Dans une fiole jaugée de 2 mL, 1 mg de poudre de BSA a été dissout dans de 1’eau distillée et le

volume a été complété au trait de jauge.
h) Tampon phosphate (0, 1 M pH =6, 6)

Un mélange de 1,22 g de K:HPO4 et 5,85 g de KH2PO4 dans 500 mL d’eau distillée a été effectué.

Ensuite, le pH a été calibré a 6,6 a I’aide du pH-meétre (marque de fabrication ????).
j) Tampon phosphate (200 mM pH = 6,6)

Une dissolution de 3,56 g de NaxHPO4/2H,0 et 2,76 g NaH2PO4/H20 dans 100 mL d’eau distillée a
été effectuée. Puis, le pH a été calibré a 6,6 grace au pH-métre.

k) Tampon carbonate (0,05 M pH=10,2)

Une dissolution de 0,75 g de NaHCOs et 1,75 g de Na2CO3 ont été faits dans 500 mL d’eau distillée

stérile.

Le pH a été calibré a 10,2 grace au pH-métre.

)} Acide trichloroacétique (10 %o)

Une masse de 5 g d’acide trichloroacéique a été dissout dans 50 mL d’eau distillée.

m) Chlorure de fer (0,1 %)

Une dissolution de 25 mg de chlorure de fer a été fait dans 25 mL d’eau distillée stérile.

n) Adrénaline (0,3 mM)

Une dissolution de 6 mg d’adrénaline a été fait dans 100 mL de tampon carbonate (0,05 M).
0) Mélange dichromate/acide acétique

Une dissolution de 3,75 g de dichromate de potassium dans 75 mL d’eau distillée a été effectuée, puis

a été¢ mélangée avec 150 mL d’acide acétique concentré.
p) Solution de carbonate de sodium (1M)
Une dissolution de 4,240 g de poudre de Na2COs a éte faite dans 40 mL d’eau distillée.

q) Solution de Bradford
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Une dissolution de 50 mg de Bleu de Coomassie G 250 dans 25 mL d’éthanol 95 % a été effectuée
puis agiter pendant 30 min. par la suite 50 mL d’acide orthophosphorique (85 %) ont été ajoutés au
mélange suivie d’une agitation supplémentaire de 10 min. Le volume a été complétée a 500 mL avec

de I’eau distillée, puis la solution a été filtrée et conservée a 4 °C.

r Solution de DPPH (0,0016 %)

Une dissolution de 8 mg de DPPH dans 50 mL de méthanol 80 % a été effectuée.
S) Solution réactionnelle pour dosage MDA

Un mélange : de 0,1875 g de I’acide thiobarbiturique (TBA), 10 g d’acide trichloracétique (TCA)
dans 50 mL d’acide chloridrique (0,1 N) a été effectué. La solution obtenue a été chauffée a 40 °C
dans un bain marie jusqu’a solubilisation compléete de 1’acide thiobarbiturique, puis transférée dans

une fiole jaugée de 50 mL ou le volume a été complété avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

Annexe 3 : Différentes courbes d’étalonnages utilisées

Courbe d'étalonnage des composés phénoliques

1,8 y =0,0032x
1,6 R? = 0,9569

Densité optique a 760 nm

0 100 200 300 400 500 600
Concentration d'acide galique en pg/mL
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Courbe d'étalonnage des protéines totales
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Courbe d’étalonnage TNF-a
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Annexe 4 : Tableau des résultats des tests antioxydants in vitro et des tests sur I’hyperplasie
bénigne de la prostate

a) Tests antioxydants in vitro (composés phénolique et FRAP)

Concentration M1

pug/mL
Composés 26,26 2 24,66 21,44° 16,95 ¢ 6,36 ¢
P + 0.
phenoliques +13 £ 06 +1.7 +2.0 10.20
2,31° 2,172 1,67° 5 0,39:0.
FRAP r01 +0.50 +0.61 1,00 44
" 0.3

b) Activité antiradicalaire DPPH des mixtures de Prunus africana et de Dichrostachys glomerata
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Concentration

(Mg/mL)

125 69.34 2 68.77 2 51.04 2 39.032 33.93P
+0.21 +0.10 +0.11 +0.22 +0.12

250 39.94° 65.77 2 33.93¢ 22.81°¢ 12.434
+0.3 +0.3 +0.1 +0.2 +0.1

500 13.942 9.292 9.16 P 8.43°P 341°¢
+0.30 +0.12 +0.20 +0.11 +0.22

c) Effets des extraits de Prunus africana et de Dichrostachys glomerata sur différents parametres
de la prostate

% d’inhition IP VP
de la Cm3

prostate

Groupes

MCi(g)

MCf(g)  MP(g)

Normal 91.41 108.22 0.182°¢ / 0.163¢ | 0.06°

+10.31 +9.5 +0.04 +0.02 +0.01
T. 213.8 247 1.192 / 0.481* 1 0.602
négatif +3.30 +1.41 +0.24 +0.09 +0.05
T. 182.2 206.5 0.82° 44.22 8 0.398° |0.24°
Positif +15.72 +15.51 +0.06 +0.91 +0.02 +0.06
M2 125 | 1615 127.2 0.77° 47.222 0.607° |0.18°
mg/kg +20.04 +18.04 +0.15 +1.31 +0.10 +0.05
M2 150 | 132.6 142.3 0.916° 36.07 P 0.613° | 0.23°
mg/kg +17.22 +16.61 +0.14 +1.31 +0.07 +0.05
M2 500 | 103.8 170.8 0.89° 37.90° 0.540° | 0.26°
mg/kg +10.60 +14.61 +0.24 +1.18 +0.18 +0.07

d) Taille de I’épithélium et du diametre glandulaire des tissus de prostates des rats HBP
induits par la testostérone

Groupes N | T.néeatif T itif M2 150 M2300 M2 150
up ormal T. négati . positi Tala el e
a 2o an 3,63 b 2,94 C 2’73 5
Taille épithélium o £19 o — 1500
(llm) =D + 0,20 - Y + 0’02 + 0,13 4 0’30

e) Tests antioxydants in vivo et protéines
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Groupes Normal T.négatif T.

positif

SOD 23,082 19,90° 24,352 25,16 2 25,09 2 24,192

+0.32 +0.21 +0.15 +0.24 +0.15 +0.13
CAT 6.892 3.77° 6.41 2 5.852 5.932 6.60 2

+0.03 +0.04 +0.01 +0.09 +0.06 +0.02
MDA 0.10 ¢ 0.52° 0.16 ¢ 0.30° 0.33° 0.16 ¢

+0.01 +0.01 +0.04 +0.09 +0.09 +0.03
Protéine 288,54 ° 245,482 281,07 ° 291,11 ° 252,89 ° 263,19°
ug Eq | +9.31 +12.11 +20.93 18.72 20.44
BSA/mL

+13.82

f) Effets des extraits de Prunus africana et de Dichrostachys glomerata sur la production des
cytokines (TNF-a et IL-10)

Groupes Normal T.négatif T. M2 125 M2 250 M2 500
. positif  mg/kg  mgkg  mgkg
Conc. TNF- | 309.41° 573.37 2 349.17° 462.43° 322.35° 338.55°
o (ug/mL) +57.4 +78.3 +50.2 +80.5 +37.3 +53.5
Conc. IL-| 116.97° 80.70 ¢ 112.82° 90.55° 124.46 ° 130.72 2
10(pg/mL) | +20.51 +12.63 +22.18 +15.99 +14.41

+20.67

CAT : catalase, SOD : super oxyde dismutase, MDA : Malon dialdéhyde, Normal =groupe normal avec des rats
ayants recu de I’huile de mais (0,2 ml) et ’eau distillée (2 ml); T négatif= groupe témoin négatifs avec des rats ayant
regu la testostérone ( 3 mg/kg) et I’eau distillée (2 ml) ; T. Positif = groupe témoin positif avec des rats ayant recu la
testostérone (3 mg/kg) et la finastéride (5 mg/kg) ; M2 125= groupe tests avec des rats ayant recu la testostérone (3
mg/kg) et M2 (125 mg/kg) (la mixture constitué de 75% de Prunus africana et 25% de Dichrotachys glomerata ) ;
M2 250= groupe tests avec des rats ayant recu la testostérone (3 mg/kg) et I’extrait M2 (250 mg/kg) ; M2 500= groupe
tests avec des rats ayant regu la testostérone (3 mg/kg) et I’extrait M2 (500 mg/kg) positif ; a = p< 0,5 représente la
différence significative par rapport au groupe témoin des extraits.

Annexe 5 : Clairance éthique
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