International Journal of Multidisciplinary and Current Research
Emem&/ #M

ISSN: 2321-3124
Available at: http://ijmcr.com

Effets sur les parameétres de reproduction de la ratte de deux plantes présumées
contraceptives et leurs activités anti oxydantes

PENEME Bonaventure Max Lazare®, ETOU OSSIBI Arnaud Wilfrid, ONDELE Radard, NSONDE NTANDOU Freddy Gélas,
ELION ITOU Romaric Degarde, AKASSA Herman et ABENA Ange Antoine

Laboratoire de Pharmacologie et Biochimie, Faculté des Sciences de la santé, Université Marien Ngouabi, Congo

Received 03 Sept 2018, Accepted 05 Nov 2018, Available online 07 Nov 2018, Vol.6 (Nov/Dec 2018 issue)

Abstract

La détermination des taux de fertilité, de fécondité et de prolificité a été utilisée pour évaluer les effets des extraits
aqueux des feuilles de Buchholzia coriacea et de Cogniauxia podolaena a la dose de 600 mg/kg sur les paramétres de
reproduction chez la ratte. Les résultats obtenus montrent que ces extraits inhibent les mises bas jusqu’au 30™ jour
d’accouplement ; avec pour B. coriacea les taux de fertilité et de fécondité nuls et pour C. podolaena 50 et 250 %
respectivement ; contre 100 et 1000% pour les rattes témoins. Entre les 31¢™ et 60°™ jours d’accouplement les taux de
fertilité, de fécondité et de prolificité des rattes traitées avec B. coriacea sont respectivement de 75, 250 et 233 % et,
ceux des rattes traitées avec C. podolaena sont de 100, 500 et 500 %. Ce dernier a donc un effet contraceptif réversible
total alors que celui de B. coriacea est partiel. La baisse des paramétres de reproduction observée avec les deux extraits
dans cette étude justifie leur utilisation dans la contraception par les tradipraticiens de santé. La méthode de réduction
du radical DPPH par CCM a montré que les extraits aqueux des feuilles de B. coriacea et de C. podolaena ont des
propriétés antioxydantes.
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1. Introduction Les travaux réalisées par Peneme et al, (2015) a
Brazzaville ont montré que les plantes a effets
contraceptifs bloquent le cycle sexuel de la ratte: au
stade cestrus, c’est le cas de Buchholzia coriacea ; ou au
stade di-cestrus, c’est la cas de Cogniauxia podolaena. Ces
deux plantes ont montré respectivement leurs propriétés
oestrogéniques et progestéroniques en augmentant et
diminuant I'ouverture du méat vaginal chez la ratte.

En plus ces deux plantes ont déja fait I'objet de
plusieurs études pharmacologiques qui ont porté entre
autres sur les activités antidiabétiques (Diatewa et al.,
2004; Ahombo et al., 2012), antiplasmodiales et
cytotoxiques (Mbatchi et al., 2006 ; Banzouzi et al., 2008 ;
Njomnang, 2008), et antalgiques (Makambila et al., 2011)
pour C. podolaena; et sur les activités anti-
inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques (Ezeja,
2011; Epa, 2015), antibactériennes et antifongiques
(Ezekiel et al., 2009), hypoglycémiantes et antioxydantes
(Rahmat et al., 2010) pour B. coriacea. La présente étude
qui s’inscrit dans la valorisation de la pharmacopée des
extraits aqueux des feuilles de ces deux plantes et de la
médecine traditionnelle congolaise a pour but de
rechercher leurs éventuels effets sur les paramétres de
reproduction de la ratte notamment les taux de fertilité,

Les plantes présumées contraceptives sont utilisées par
différentes populations a travers le monde pour réguler la
fertilité de la femme. Une étude faite en Inde (Kumar et
al., 2012) a répertorié 577 especes de
plantes appartenant a 122 familles, utilisées dans Ia
régulation de la fertilité de la femme ; dont 188 (31%)
ont des effets contraceptifs. La majorité de ces plantes
contiennent des substances qui miment les effets des
hormones sexuelles. Absar et al., (2006) ont recensé 18
plantes dont les différents mécanismes anti-fertilisants
chez les males et femelles sont liés a I'effet des stéroides.
Par ailleurs, Weniger, (1978) et Yenikoye, (1986) ont
rapporté que la diminution de la fécondité chez les
animaux et les humains pouvait étre la conséquence
d’une ingestion excessive de plantes riches en composés
possédant les activités oestrogéniques. Il est connu
cependant que, les plantes a effets cestrogeniques qui
causent l'infertilité et [Iinfécondité aprés leur
consommation sont considérées comme nocives en
médecine vétérinaire et se comporte de ce fait comme les
perturbateurs endocriniens (Duquesnoy, 2005).
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de fécondité et de prolificité; en évaluant les activités
antioxydantes des deux plantes afin de les distinguer des
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perturbateurs endocriniens qui altérent la fonction de
reproduction par effet du stress oxydatif (Savouret,
2005).

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel végétal

Les feuilles de Buchholzia coriacea, (Caparridaceae) ont
été récoltées au mois de juillet 2010 dans la forét de
Djoumouna située a 17 Km au sud de Brazzaville, et
authentifiées a [I'Herbarium du département de
botanique du CERVE avec I’herbier n°® 2456 du 17 février
1968 collecté par Bouquet. Les feuilles de Cogniauxia
podolaena (Cucurbitaceae) ont été récoltées au mois de
juillet 2010, dans la forét de CERVE et authentifié a
I'Herbarium du département de botanique du CERVE
avec I’herbier n° 548 du 4 ao(t 1963 déposé par Neré.
Aprés la récolte, ces feuilles ont été nettoyées puis
séchées pendant deux (2) semaines au Laboratoire de
Biochimie et de Pharmacologie de la Faculté des Sciences
de la Santé de Brazzaville a la température ambiante de
25a27°C.

2.2. Animaux utilisés

Les rattes wistar vierges agées de 5 mois avec un poids
moyen de 100 g ont été utilisées pour évaluer les effets
des extraits de Buchholzia coriacea ou de Cogniauxia
podolaena sur les parametres de reproduction des rattes.
Les rattes vierges sont celles qui n‘ont pas encore été
auparavant mis au contact d’'un male, elles étaient
retenues apres réalisation des frottis vaginaux quotidiens
pendant 12 jours, période correspondant a trois cycles
sexuels pour s’assurer de la régularité de leur cycle
sexuel. Les rats males agés 8 mois avec un poids moyens
de 140 g ont été utilisés pour les accouplements.

Ces animaux provenaient de I'lanimalerie de la Faculté
des Sciences et Techniques de I'Université Marien
Ngouabi (Brazzaville - Congo). Ils ont été soumis a des
conditions standard de température moyenne variant
entre 27-29° C, de cycle photopériodique de 12 heures de
lumiére/obscurité. lls recevaient I'aliment standard et
I’eau de robinet ad libitum.

2.3. Préparation des extraits végétaux

Les extraits aqueux utilisés dans cette étude ont été
préparés par décoction: 100 g de feuilles séches
pulvérisées de chaque espéce de plante, ont été bouillies
pendant 15 minutes dans 1000 ml d’eau distillée. Apres
filtration, la solution obtenue est évaporée a 70 °C, a
I'aide d’un chauffe-ballon de type Heidolph pendant 48 h,
le concentré obtenu est recueilli sous forme de poudre et
le rendement déterminé. La dissolution de 1 g de la
poudre concentrée dans 10 ml d’eau distillée a permis
d’obtenir une solution concentrée a 100 mg/ml qui a servi
d’extraits aqueux pour les administrations aux rattes.
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2.4. Produit de référence utilisé pour les tests

La solution de citrate de clomiféne (Clomid®) a8 5 mg/ml.
Cette solution est obtenue par dissolution de 1 comprimé
de Clomid” 50 mg (Citrate de clomiféne) dans 10 mL d’eau
distillée. Elle a servi de produit de référence pendant
I’évaluation des effets pharmacologiques.

2.5. Effets de chaque extrait aqueux sur les parametres de
reproduction des rattes

Pour mettre en évidence les effets de chaque extrait sur
les parametres de reproduction des rattes accouplées
jusqu’aux mises-bas, la méthode décrite par Yenikoye,
(1986) ; Peneme, (1998) ; Boly et al., (2000) a été utilisée.
Ainsi, seize (16) rattes vierges adultes ont été réparties en
quatre lots de quatre animaux. Aprés une semaine
d’acclimatation, les rattes avaient regu par voie orale
pendant 14 jours respectivement:

e del'eau distillée (0,5 ml/100 g, p.o) pour lelot 1 ;

e le Citrate de clomiféne, (600 pg/kg, p.o) produit de
référence pour le lot 2 ;

e I'extrait aqueux de Buchholzia coriacea (600 mg/kg,
p.o) pour le lot 3 ;

e I'extrait aqueux de Cogniauxia podolaena (600
mg/kg, p.o) pour le lot 4.

Au sixieme jour d’administration des produits, les rattes
ont été accouplées avec les rats males, avec un ratio d’un
male pour deux femelles. Le premier jour d’accouplement
le comportement des rats (formes des testicules et la
tendance a la monte) et celui des femelles (réceptivité)
ont été observés pendant 6 heures.

Normalement, lorsque les rats femelles et males sont
mis en accouplement, il y a des mises-bas entre le 22¢ et
le 30° jour, car la durée de gestation chez la ratte est de
21 a 22 jours (Gayrard, 2007 ; Kenmogne, 2007). Ainsi,
avant le 22¢ jour d’accouplement, le nombre de femelle
gestante a été noté et les parametres de reproduction
déterminés sur deux intervalles de temps, du 22° au 30°
jour et du 31° au 60° jour. Les taux de fertilité, de
fécondité et de prolificité ont été déterminés a partir du
nombre des femelles gestantes, de petits vivants et de
petits nés vivants a l'aide des formules ci-dessous
(Yénikoye, 1986 ; Peneme, 1998 ; Boly et al., 2000):

- Taux de fertilité vrai =
Nombre de femelles gestantes

, - 100
Nombre de femelles mises en reproduction
- Taux de fécondité =
Nombre de pétits vivants
- 100

Nombre de femelles mises en reproduction

spr aa L Nombre de pétits nés vivants
- Taux de prolificité = P x 100

Nombre de mises bas

L'effet de chaque extrait a été déduit selon I'échelle

suivante :

- Sitaux de fertilité vrai supérieur a 50 %, au 30°™ jour
: pas d’effet contraceptif ;
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- Sitaux de fertilité vrai entre 1 et 50 %, au 30°™ jour :
effet contraceptif peu important ;

- Sitaux de fertilité vrai égal a 0 %, au 30°™ jour : effet
contraceptif important.

Le protocole d’administration des produits,
d’accouplement des animaux, de suivi de gestation et de
mises bas est représenté par la figure 1 ci-apres :

IV s—N—Dh—T—J—Js—Ie—I—Is—Jo—To—Jn—Js—JIa1—Jis—JIs0

" e

Administration des Mises bas

Administration des produits Gestation et mises bas

produits avantaccpl. pendant accpl. normales retardées

accpl.: accouplement

Figure 1 : Schéma d’administration des produits avant et
pendant 'accouplement des rattes, et de suivi de
gestations avec les mises bas

2.6. Activités anti-oxydantes des feuilles de Buchholzia
coriacea et Cogniauxia podolaena

La technique de réduction du radical 2,2-Diphenyl-1-picryl
hydrazyl (DPPH) décrite par Takao et al, (1994) a été
utilisée. En effet, 1 ml de chaque extrait aqueux des
feuilles de Buchholzia coriacea ou, de Cogniauxia
podolaena, a été déposé sur la matrice sensible en
couche de silice (figure 2). Aprés une migration de 60
minutes les chromatogrammes obtenus avec chaque
extrait ont été révélés par pulvérisation d’une solution de
DPPH a la concentration de 2 mg/ml dans du méthanol.
Les substances anti-radicalaires apparaissent en jaune sur
fond violet.

Figure 2: Dépots des extraits de Buchholzia coriacea (BU)
et de Cogniauxia podolaena (CO) sur couche de silice
pour CCM

2.7. Analyse statistique des résultats

La comparaison des valeurs de chaque essai par rapport
aux valeurs des lots témoins est réalisée par ANOVA grace
au test « t de Student-Fischer ». Le seuil de significativité
était fixé a p < 0,05.

3. Résultats
3.1. Effets des extraits aqueux des feuilles de Buchholzia

coriacea et de Cogniauxia podolaena sur les paramétres
de reproduction
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3.1.1. Comportement sexuels des animaux au premier
jour d’accouplement

L'observation des rats, femelles et males pendant les six
premieres heures (10 h a 16h) du premiér jour
d’accouplement a montré les testicules extériorisés et
beaucoup de montes sexuelles chez les rattes traitées
avec l'extrait de Buchholzia coriacea, comme chez les
rattes sous produit de référence, le citrate de clomyféene.

Les rattes traitées avec I'extrait de cogniauxia podolaena

refusaient les montes et repoussaient les males
contrairement aux rattes témoins.
3.1.2. Parameétres de reproduction au 30°™® jour

d’accouplement

Au terme de 30 jours d’accouplement, il y avait les mises
bas chez toutes les rattes témoins, qui ont donné 40
ratons soit une moyenne de 10 rattons par femelle.
Aucune mise bas n’était notée chez les rattes ayant regu
I’extrait de B. coriacea et le citrate de clomiféne, soit zéro
ratton par femelle dans ces deux lots. Il y avait 2 mises
bas chez deux rattes qui avaient recu l'extrait de C.
podolaena, qui ont donné 10 ratons, soit une moyenne de
5 rattons par femelle. Les différences en nombre de pétits
sont trés significatives entre le lot témoin et les lots tests
(p<0,01). Les parametres de reproduction dans les quatre
lots étudiés sont présentés dans le tableau .

Tableau I: Variation des paramétres de reproduction de la
ratte wistar sous I'effet des extraits aqueux des feuilles de
Buchholzia coriacea et de Cogniauxia podolaena a au
30 jour d’accouplement (n = 4)

Du 1¢ au 214™e jour

N Du 22°éme qu 30°™¢ jour
d’accouplement :

Paramétres de d’accouplement : mise bas

tati
Reproduction E Cges ; lon
D ¢ ¢ CP ED CC BC cp
Nombre de
femelles 4 4 4 4 4 4 4 4
accouplées
Nombre de mise 0 o0 o0 0 4 0 0 5
bas
; 0" 0’ e
Nombre de petits 0O 0 O 0 40 N . 10
Taux de fertilité o 0 o 0 100 0 0 50
(%)
Taux deofecondlte 0 o0 o 0 1000 0 0 250
(%)
Taux de prolificité 0 o0 o 0 1000 0 0 500

(%)

ED : Eau distillée, CC : Citrate de Clomiféne, BC : Buchholzia coriacea,
CP : Cogniauxia podoleana
** . (p<0.01)

Figures 3 et 4 présentent les rattes des lots témoins et
celles traitées par C. podolaena avec leurs pétits au 23°me
jour d’accouplement. Les figures 5 et 6 présentent les
mémes rattes et leurs pétits au 30°™ jour
d’accouplement. Les figures 11 et 12 présentent les rattes
des lots sous Citrate de clomiféene et sous B. coriacea
avec les males, mais sans pétits au 30°™® jour
d’accouplement.
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Figure 3: Rattes témoins (eau distillée), avec leurs petits
au 23®™ jour d’accouplement

Figure 4: Rattes sous C. podolaena avec leurs petits au
238 jour d’accouplement

Figure 5: Rattes témoins (eau distillée), avec leurs petits
au 30°™ jour

Figure 6: Rattes sous C. podolaena avec leurs petits au
30°™¢ jour d’accouplement
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Figure 7: Rattes sous Citrate de clomifene sans petits et
les males au 30°™ jour d’accouplement

Figure 8: Rattes sous B. coriacea sans petits et les males
au 30°™¢ jour d’accouplement

3.1.3. Parameétres de reproduction entre les 31°™ et
60°™¢ jours d’accouplement

Apres les premieres mises-bas, les rattes meres et leurs
pétits sont retirées afin de protéger les pétits du
canibalisme et faciliter I’accouplement des rattes
restantes. Le tableau Il montre que dans le lot témoin,
apres les premiéres mises bas au 23° jour, une ratte a
donné naissance encore a 7 pétits au 45° jour. Ainsi les
taux de fertilité, de fécondité et de prolificité sont
respectivement passé, a 125, 1175 et 940 % pour zéro
ratte accouplée. Chez des rattes sous Citrate de clomifene
3 rattes sur 4 ont donné des pétits, les taux de fertilité, de
fécondité et de prolificité sont respectivement de 75, 525
et 700 %. Il y a eu aussi 3 mises-bas sur 4 rattes sous B.
Coriacea, les taux de fertilité, de fécondité et de prolificité
sont respectivement de 75, 175 et 233 %. Les mises-bas
des deux derniéres rattes traitées par l'extrait de C.
podolaena, ont permis d’obtenir les taux de fertlité, de
fécondité et de prolificité respectivement de 100, 500 et

500 %.
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Tableau II: Variation des paramétres de reproduction de

la ratte wistar sous I'effet des extraits aqueux des feuilles

de Buchholzia coriacea et de Cogniauxia podolaena a 600
mg/kg au 60°™ jour d’accouplement (n = 4)

Paramétres de Du 31¢™ au 60°™ jour d’accouplement

de reproduction ED cC BC CP
Nombre de flemelles 0 4 4 2
accouplées
Nombre de mise bas 1 3 3 2
Nombre de petits 7 21 7 10
Taux de fertilité (%) 125 75 75 100
Taux de fécondité (%) 1175 525 250 500
Taux de prolificité (%) 940 700 233 500

ED : Eau distillée, CC : Citrate de clomiféne, BC : Buchholzia coriacea,
CP : Cogniauxia podoleana

3.2. Activité anti-oxydante de chaque extrait

La réalisation de la chromatographie sur couche mince
(CCM) de chaque extrait par la méthode qualitative a
révélé que Buchholzia coriacea et Cogniauxia podolaena
réduisent le radical DPPH (figure 9). La présence des
fluorescences jaunes a I'air libre sur un fond violet indique
la présence des composés antioxydants.

Figure 9: Migration des composés antioxydants des
extraits de B. coriacea (Bu) et C. podolaena (Co) révélés
par réduction DPPH.

Dans la présente étude, le comportement sexuel des
rattes observées pendant les six premieres heures
d’accouplement a montré que les rattes traitées par
I'extrait aqueux de Buchholzia coriacea et le Citrate de
clomiféne acceptaient facilement les montes mais celles
qui avaient regu l'extrait de Cogniauxia podolaena
refusaient les montes par rapport aux rattes témoins ; ces
observations indiquent que B. coriacea pouvaient
présenter des propriétés cestrogeniques comme le Citrate
de clomifene alors que C. podolaena présenterait des
effets progestatifs. En effet, I'effet ocestrogenique
améliore la trophicité vaginale et favorise I'acte sexuel

Effets sur les parametres de reproduction de la ratte de deux plantes présumées contraceptives..

alors que l'effet progestatif rétrécie le méat vaginal et
rend la pénétration difficile (Thibault et al, 2001;
Vaissaire, 2007 : Gayrard, 2012, Marieb et Hoehn, 2015).
Ce résultat qui corrobore les propriétés ocestrogeniques
des extraits de B coriacea d’une part et les propriétés
progestatives de C. podolaena, rapportées par Peneme
et al., (2015) est en accord avec ceux de Benie et al.,
2003 ; Bayala et al., 2006 qui ont mis en évidence un lien
entre les mécanismes anti-fertilisants et les propriétés
cestrogénes et/ou progestatifs des extraits de plantes.

L'administration des extraits aqueux des feuilles de
Buchholzia coriacea et de Cogniauxia podolaena, 5 jours
avant l'accouplement puis pendant 9 jours lors de
I'accouplement, a entrainé une baisse significative des
paramétres de reproduction par rapport aux rattes
témoins (eau distillée), au bout de 30 jours d’attente de
mises bas. Le taux de fertilité est de 100 %, 0%, 50 % et
0 % respectivement pour les rattes sous I'eau distillée
(ED), B. coriacea, C.podoalena, et Citrate de clomiféne
(CC). Ce résultat montre selon I'échelle de [Ieffet
contraceptif défini dans notre étude, qu’a la dose de 600
mg/kg, I'effet contraceptif de B. coriacea est plus
important que celui de C. podolaena. La similitude du
taux de fertilité de 0 % des rattes sous B. coraicea a
celui des rattes sous CC a 600 pg/Kg, conforte I’hypothése
d’une forte production d’cestrogénes pendant
I’'administration de B. coriacea. Le taux de fertilité de 0 %
obtenu avec CC dans cette étude confirme son effet anti-
ovulatoire, décrit par Benie al., (2003) ; Bayala, (2006) et
Sanofi-ventis, (2009). Malgré une bonne trophicité
vaginale favorisant I'acte sexuel chez les rattes, il n’y a pas
eu gestation chez les rattes traitées par B. coriacea ou le
citrate de clomiféne, probablement parce que
I'imprégnation cestrogénique était trop forte. En effet
selon Thibault et al, (1998) normalement, [effet
contraceptif est lié a un excés ou a un déficit des
hormones sexuelles.

Selon Lechat, (2006) les pilules ocestroprogestatives
ont un effet antigonadotrope avec suppression du pic
ovulatoire de LH et blocage de I'ovulation, alors que les
micropilules progestatives agissent principalement au
niveau périphérique (endometre et glaire cervicale) en
bloquant partiellement le pic de LH. En comparant cette
observation a nos résultats, il est possible de penser que
les effets contraceptifs de B. coriacea et de C. podolaena
sont respectivement proches de la pilule
oestroprogestative et de la micropilule progestative.

Le suivi des rattes entre les 31°™ et 60°™ jours aprés
accouplement a permis d’observer des mises bas
supplémentaires avec les rattes des lots témoins et celles
traitées avec C. podolaena, puis les premieres mises bas
chez des rattes qui n’avaient pas encore de petits (B.
coriacea et CC). Ce résultat a montré que [effet
contraceptif de chaque extrait est réversible aprés |'arrét
du traitement. Cette notion de réversibilité,
caractéristique d’un bon contraceptif montre que les
deux extraits ne sont pas nocifs pour |‘appareil
reproducteur; ils n’alterent pas la fonction de
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reproduction, puisque la fertilité des rattes est restaurée
au deuxiéme mois aprés l'arrét d’administration des
extraits. Au terme des 60 jours d’accouplement, les taux
de fertilité sont de 125, 75, 100 et 75 % respectivement
chez les rattes sous |‘eau distillée, B. coriacea, C.
podolaena et le Citrate de clomiféne. Ainsi 50 jours apres
arrét d’administration des extraits, la réversibilité de
I’effet contraceptif est totale avec C. podolaena mais
partielle avec B. coriacea. La baisse des parametres de
reproduction par les extraits aqueux des feuilles de B.
coriacea peut-étre rapprochée au résultat de Obembe,
(2012) qui a rapporté que la graine de Buchholzia
coriacea baisse les parametres de reproduction chez le
rat male.

L’effet antioxydant des feuilles de B. coriacea observé
dans la présente étude avait été aussi obtenue pendant
I’étude réalisée avec les fruits de cette plante par Rahmat
et al., (2010). Les effets antioxydants des extraits de B.
coriacea et de C. podolaena rassurent que |['effet
contraceptif de chaque extrait n’est pas lié a une
perturbation endocrinienne mais bien au contraire, ces
extraits protegeraient contre les effets délétéres des
radicaux libres (Duquenoy, 2005). Par ailleurs les
substances anti-oxydantes  favoriseraient I'effet
contraceptif (Haleng et al., 2007 ; Ferreira C., 2010 ; Zal et
al., 2012). La présente étude semble montrer que les
plantes présumées contraceptives peuvent baisser la
fertilité des animaux sans altérer leurs systemes de
reproducteurs.

Conclusion

Il ressort de cette étude que I'extrait aqueux des feuilles
de B. coriacea empéche totalement, comme le Citrate de
clomiféne (CC), les mises bas jusqu’au 30°™ jour
d’accouplement, alors que celui de C. podolaena, les
empéche partiellement. Ce qui se traduit par la baisse des
taux de fertilité, de fécondité et de prolificité avec les
deux extraits de plante.

La réversibilité de 'effet contraceptif est totale avec
I’extrait de C. podolaena et, elle est partielle avec I'extrait
de B. coriacea. La baisse des parametres de reproduction
observée avec les deux extraits dans cette étude justifie
leur utilisation comme contraceptif par les tradipraticiens
de santé. La méthode de réduction du radical DPPH par
CCM a montré que les extraits aqueux des feuilles de B.
coriacea et de C. podolaena ont des propriétés
antioxydantes.
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