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Introduction
INTRODUCTION

Dans les sociétés humaines, la naissance d’un enfant dans un couple est un
bonheur partagé. A 1’opposé, un couple sans enfant est I’objet de beaucoup de
critiques [1]. Un enfant apporte donc gaieté et honneur au couple [2].
L’infertilité du couple est définie selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) comme étant I’incapacité de concevoir aprés au moins 12 mois de rapports
sexuels, reguliers, fréquents, complets et non protégés [2]. C’est un probléme de
santé publique qui touche environ 15% de couples dans le monde [3].
Pendant longtemps, la femme seule a porté le fardeau de I’infertilité du couple.
Cependant, de récentes données montrent que les facteurs masculins contribuent
a parts égales avec les facteurs féminins a la survenue de I’infertilité.
Les progres de la médecine en général, et ceux de la biologie de la reproduction
en particulier, ont établi la responsabilité de I’homme dans I’infertilité du couple ;
dans 30% des cas, une étiologie masculine exclusive est retrouvee [3, 4]. Dans la
majeure partie des cas, l’infertilité masculine est liee a des anomalies du
spermogramme et chez 50% des hommes infertiles, aucune étiologie n’est
identifiée. On parle alors d’infertilité idiopathique [5]. Des études récentes ont
montré D’implication du stress oxydatif dans la survenue de [D’infertilité
idiopathique [5-7].
Les traitements proposés par la médecine moderne pour la prise en charge de
I’infertilité idiopathique sont trés nombreux incluant 1’hormonothérapie, les
antioxydants et parfois les techniques d’Assistance Médicale a la Procréation. Ces
traitements sont généralement inaccessibles géographiquement et financiérement
aux patients [5, 8]. Devant cette situation, les patients font parfois recours aux
traitements traditionnels [8]. Des études effectuées au Bénin ont permis de
répertorier les plantes utilisées dans la prise en charge de I’infertilité du couple
[9-12].
Les plantes médicinales suscitent depuis toujours un grand intérét et font de plus
en plus I’objet d’investigations en vue d’en tirer de nouvelles molécules plus

efficaces pour la prise en charge de I’infertilité masculine en général et celle
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Introduction
idiopathique en particulier. De nombreuses recettes ont montré une efficacite sur
des modéles animaux d’infertilité et ceci surtout grace a leur capacité
antioxydante [13, 14]. Aussi chez I’homme, dans une étude préliminaire effectuée
en 2018, 1’équipe du Professeur AWEDE a montré une efficacité d’un remede
constitué de Garcinia kola, Manihot esculenta et Musa chinensis sur 1’infertilité
masculine. Ils ont ainsi pu objectiver une tendance a I’amélioration de la
numération, de la vitalit¢ des spermatozoides et a 1’augmentation des taux
plasmatiques de testostérone, de LH et de FSH.

C’est dans cette méme logique d’exploration des potentialités des plantes
médicinales a améliorer la qualité du sperme que s’inscrit le présent travail. 1l vise
a étudier Defficacité et I’innocuité d’une recette a base de plantes (Desmodium
velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper guineense et
Vitellaria paradoxa) utilisée au Bénin dans le departement du Mono, dans la prise
en charge de I’infertilité masculine. Les objectifs de ce travail étaient :
> Objectif général : Etudier ’efficacité et ’innocuité d’une recette de la
médecine traditionnelle utilisée dans le traitement de I’infertilité masculine
sur le rat Wistar.
» Objectifs spécifiques :
Pour atteindre cet objectif, il s’est agi spécifiquement :
e d’analyser qualitativement et quantitativement le profil phytochimique
de la recette
e d’évaluer la capacité antioxydante et les effets de la recette contre les
troubles de la qualité du sperme du rat Wistar exposé au H,O,

e d’évaluer la toxicité aigle de la recette
» HYPOTHESES
Les hypothéses rattachées a ces objectifs étaient :

o I’extrait hydroéthanolique de DAMPI renferme des métabolites

secondaires doués de capacités antioxydantes.
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Introduction
e les capacités antioxydantes de DAMPI contribuent a ces effets protecteurs
contre les troubles de la qualité du sperme induits par le H,O, sur le rat

Wistar
e |’extrait hydroéthanolique de DAMPI n’est pas toxique
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Généralités

1.1- Rappel anatomo-physiologique et histologique

1.1.1- Anatomie de I’appareil reproducteur male

L’appareil reproducteur méle comprend : les gonades masculines (testicules), les voies

spermatiques, les glandes annexes, les organes génitaux externes.

1.1.1.1- Les testicules

Les testicules sont situés dans les bourses en dessous de la verge, au nombre de deux et
constituent les organes producteurs de spermatozoides et sécrétoires d’hormones
sexuelles males. Chaque testicule a la forme d’un petit ceuf aplati transversalement et
dont le grand axe est oblique en bas et en arriere. Le testicule pése 14 a 20 g, mesure 4
cm de long, 2,5 cm d’épaisseur et 3 cm de diamétre antéro-postérieur. Une coupe
verticale menée suivant le grand axe montre que 1’organe est entouré d’'une membrane
fibreuse appelée albuginée et d’une tunique vasculaire . La figure 1 présente une vue

latérale du testicule et de I’épididyme [15].

Hydatide de
Morgani

_ S A\//;

jeue de I'épididyme

Extrémité inférieure

Figure 1 : Vue latérale du testicule et de I’épididyme apreés ouverture du scrotum
[16]
L’albuginée est résistante, inextensible et donne au testicule sa coloration blanc nacré.

Les testicules comportent deux faces (face interne et face externe), deux bords (I’un
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postéro-supérieur et l’autre antéro-inférieur). L’albuginée s’épaissit vers la partie
postéro-supérieure pour former le mediastinum testis qui envoie des cloisons (septula)
qui divisent le testicule en lobules (200-300 lobules). Chaque lobule contient 1 a 4 tubes

séminiferes pelotonnés et des cellules interstitielles [15, 17].

La figure 2 présente une coupe longitudinale du testicule.

Cordon spermatique

Vaisseaux sanguins
et nerfs

Tubule
séminifere
contourné

Téte de I'épididyme

Canalicule efférent

CI‘ Conduit déférent

I Réte testis
Ve Tubule sémini-

fere droit

Lobule

Cloison du
testicule

Albuginée

Corps de I'épididyme '
Vaginale du
lesticule

Cavité de la vaginale

Queue de I'épididyme du testicule

Figure 2 : Coupe longitudinale du testicule [16]

1.1.1.2- Les voies spermatiques

On distingue deux catégories de voies spermatiques :
a. Les voies spermatiques intra-testiculaires
Ce sont les tubes séminiféres contournés, les tubes droits et le rete-testis.

e Les tubes séminiféres contournés

Chaque lobule contient environ 1 a 4 tubes séminiféres contournés qui atteignent
dans le testicule mature un diamétre de 140 a 300 um et a 1’état déroulé une longueur
de 30 a 60 mm. C’est dans ces tubes que se forment les spermatozoides qui sont ensuite
transportés dans les tubes droits.

e Lestubes droits

Ce sont des conduits de 1 cm de long, tapissés histologiquement d’un épithélium

cubique simple ou d’un épithélium pavimenteux simple. Ce sont les canaux excréteurs
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de lobules. Les canalicules seminiferes contenus dans chaque lobule du testicule se
réunissent et forment un tube droit.
e Le rete-testis ou réseau de HALLER
C’est un réseau de canalicules creusé dans le médiatinum testis ou se jettent les tubes
droits. Il est recouvert d’un épithélium cubique simple.
b. Les voies spermatiques extra-testiculaires
e Les cOnes ou canalicules efférents
Par l’intermédiaire du rete-testis, les spermatozoides pénétrent dans 12 a 20
canalicules efférents qui représentent la majeure partie de la téte de 1’épididyme.
Histologiquement, ils sont tapissés par un épithélium cylindrique simple reposant sur
une membrane basale.
o L’épididyme
C’est un organe allongé sur le bord postérieur du testicule dont il constitue le début
de la voie excrétrice. Il comporte une téte antérieure renflée, un corps qui est médian et
la queue postérieure qui se termine par le canal déférent. Long de 4 a 6 m, il commence
au premier cone efférent et recoit successivement tous les autres cones. Le canal
épididymaire se pelotonne en une épaisse masse correspondant au corps de 1’épididyme.
Il est tapissé d’un épithélium pseudostratifié stéréocilié qui repose sur une membrane
basale. Le canal épididymaire est un lieu de stockage important des spermatozoides et
également une voie de sécrétion des cellules qui a un triple role :
- assurer le maintien de la vitalité des spermatozoides arrivés dans les voies
excrétrices ;
- conférer la mobilité propre aux spermatozoides quand ils atteignent ce segment
des voies excrétrices c’est a dire I’épididyme ;
- rendre les spermatozoides inaptes a la fécondation par le phénomene dit «
décapacitation ».
La musculature propre de 1’épididyme est faite de couches musculaires
s’épaississant de la téte vers la queue. Elle est circulaire au niveau de 1’épididyme apical.

Au niveau du corps et de la queue, des couches longitudinales et obliques s’y associent.
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Cette musculature est régie par des mouvements rythmiques spontanés dont la fréquence
diminue de la téte vers la queue tandis que I’amplitude augmente. Au niveau de
1I’épididyme caudale ou les spermatozoides sont stockés avant 1’¢jaculation, uniquement
des mouvements sporadiques sont observés [18, 19].

e Le canal déférent
C’est un élément du cordon spermatique qui mesure environ 40 cm de long pour un
diametre de 2 mm. Partant de 1’épididyme, il traverse le canal inguinal et la fosse iliaque,
se recourbe vers le bas du fond vésical ou il continue par le canal €jaculateur [17].

e Le canal ¢jaculateur

Il est long de 2 cm sur 1cm de diametre et s’étend du point d’abouchement de la
vésicule séminale dans le canal déférent a 1’urétre prostatique. C’est un simple conduit

vecteur. La figure 3 récapitule les voies spermatiques intra et extra-testiculaires

Coiffe épididymaire

Canaux efférents Vessie Vésicule séminale

Corps d'Highmore =

Rete testis Canal déférent

Canal
epididymaire

séminiféres Canal
g déférent

Tube droit

Corps
Prostate

Albuginée Gland Epididyme

Testicule

Testicule

Figure 3 : Vue anatomique schématique du trajet suivi par les spermatozoides

depuis la libération dans la lumiére des tubes séminiferes jusqu'a I'expulsion lors
de I'éjaculation [20]

1.1.1.3- Les glandes annexes

Trois glandes sont annexées aux voies excrétrices masculines : les deux vésicules
séminales (droite et gauche), la prostate (impaire et médiane) et les deux glandes de

Cowper. Ces glandes produisent la majeure partie du sperme.
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a- Les vesicules séminales [16, 21]

Les vésicules séminales secrétent un liquide jaunatre, visqueux et alcalin, qui agit
sur 1’état physiologique des spermatozoides en maintenant normale leur mobilité et en
leur assurant une vitalité maximale dans le sperme.

b- La prostate [15, 16]

Elle apparait comme un organe musculo-glandulaire impair et médian. Sa sécrétion
(liquide prostatique) représente le 1/3 du plasma séminal. Elle est de couleur opaline,
de faible viscosité et d’une odeur caractéristique due a la spermine.

c. Les glandes de Cowper

Elles sont constituées de deux petites masses glandulaires situées au-dessus du
bulbe spongieux dans 1’épaisseur de 1’aponévrose pénienne moyenne. Les glandes de
Cowper produisent un fluide émis en pré-sécrétion avant le coit et qui joue un role de
protection du sperme contre les constituants délétéres (ions, acides et bases) contenus

dans I’urine au niveau de ’urétre [23].
1.1.1.4- Les organes génitaux externes

Les organes génitaux externes sont constitues par la verge et les bourses.

a- Laverge [16, 17] :

C’est I’organe de la copulation destiné a déposer le sperme dans les voies
génitales de la femme. Il comprend une racine fixe et un corps mobile, se terminant par
une extrémité renflée appelée gland. La peau du pénis est lache et forme autour du gland,
vers I’extrémité distale le prépuce [22].

b- Le scrotum [16, 17] :

C’est un sac de peau et de fascia superficiel suspendu a ’extérieur de la cavité
abdomino-pelvienne qui contribue au maintien d’une température scrotale relativement
stable (32 a 35°C), il s’agit d'une adaptation essentielle a la spermatogénése.

1.1.2- Particularités du systéeme reproducteur chez le rat male
Les rats atteignent leur puberté entre 1 et 2 mois. Chez I’adulte, le scrotum est nettement
visible en position ventrolatérale par rapport a I’anus. La distance anorectale est plus

grande chez le male par rapport a la femelle. La peau du scrotum est mince et recouverte
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de minces poils. Le rat est un phanerorchide intermittent. En effet, le canal inguinal dont
le diameétre peut atteindre 8-12mm de long, reste ouvert tout au long de la vie animale,
ce qui permet aux testicules de prendre une position soit scrotale, soit abdominale [23,
24].

Les testicules qui descendent entre le 30°™ et le 40°™ jour, sont de forme ovoide et
mesurent jusqu’a 2 cm de long. Ils atteignent un poids Iégerement supérieur a 1 gramme
lorsqu’ils sont dépourvus de leur épididyme [23, 24].

L’¢épididyme allongé se compose d’une grosse téte connectée par un fin corps a une
queue tres enroulée. Il entoure completement le testicule sauf au niveau de son bord
antéerieur. La téte, logée dans un vaste corps adipeux, est, avec la queue, raccordée au
testicule par un fin tissu conjonctif [23, 24].

Les conduits déférents débouchent au niveau de la paroi postérieure de 1’urétre et ferme
ainsi le col vésical. Juste avant leur terminaison, chaque conduit déférent présente une
dilatation fusiforme ou ampoule du conduit déférent qui se rétrécit avant de pénétrer
dans I'urétre. Ces ampoules sont entourees par des lobules issus des glandes ampullaires
ramifiées. Ces lobules s’unissent a 1’extérieur de la paroi des conduits déférents et
s’ouvrent dans la lumiére de ces ampoules a travers un canal excréteur commun. Ces
glandes ne sont pas présentes chez I’homme [23, 24].

Les glandes génitales annexes sont tres développées. lls produisent un bouchon
copulatoire gélatineux qui est visible dans le vagin apres 1’accouplement et qui est
supposé empécher les fuites de sperme. Ces glandes annexes sont la prostate, les
vésicules séminales, les glandes ampullaires et les glandes bulbo-urétrales.

Les vésicules séminales s’¢tendent dorso-latéralement a la vessie, au-dela des crétes
iliaques et dorsalement en contact avec le rectum. Leurs extrémités supérieures sont
brutalement recourbées vers 1’arriere du corps. Elles sont grandes, lobulées et s’ouvrent
dans I’extrémité inférieure du canal déférent. Chacune est entourée d’une capsule de
méme que le lobe dorsal de la prostate [23, 24].

La prostate se compose de 3 paires de glandes appelées lobe dorsal, lobe ventral, lobe
latéral. La partie craniodorsale appelée glande coagulante est la plus volumineuse. Elle
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est intimement associée a la vésicule séminale. Elle s’étend le long de la face interne et
partage la méme gaine de fascia. Elle mesure 14 a 18 mm de long sur 3 a 6 mm de large
[23, 24].

Les glandes bulbo-urétrales se rencontrent au niveau de I’urétre a sa sortie du bassin.
Elles forment un haricot de 5mm de long et se drainent dans la face dorsale de 1’urétre
a son franchissement. L’urétre présente un sinus latéral au niveau de la région du bulbe
urétral [23, 24].

Les glandes préputiales se logent dans le tissu graisseux sous cutané a cété du pénis et
s’ouvrent dans le prépuce. Ce sont des glandes s€ébacées qui secretent une phéromone
utilisée pour le marquage odoriférant. Celles-ci régressent avec 1’age et peuvent se
remplir de sebum stagnant. Ces glandes sont absentes chez I’homme [23, 24].

Le pénis a la forme d’un 7 avec un angle antéro-ventral. 1l est enfermé dans une gaine
appelée prepuce et possede un os appelé le baculum. Le gland pénien rugueux du fait
de la présence de papilles épidermiques, se situe dans le sac préputial. Une paire de
glandes préputiales, de grande taille, aplaties et en forme de feuille, est présente juste a
proximité du gland pénien. Leurs longs conduits excréteurs s’ouvrent dans la cavité

préputiale prés de I’extrémité du prépuce [23, 24].

Vésicules séminales

Prostate antérieure \ glandes ampullaires
(glande coagulante)

Téteﬁe I"épididyme

/ Corps 7~ _~ Canal déférent

J Vess tate
SJ ventra
]esi, =1
glandes de Cowper

D 4D
Pénis—— ™\ A Gubernaculum
: Diverticulum
urétrale

glandes préputiales

Cr

Figure 4 : Schéma de 1’appareil génital du rat male (vue ventrale) [25]
1.1.3- Histologie du testicule
Les testicules ont la double fonction [17] :

e d’¢laborer les cellules reproductrices masculines (spermatozoides) ét,
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e de synthétiser les hormones sexuelles masculines.
Chaque testicule est formé de deux tissus tres différents :
1.1.3.1. Le testicule endocrine

Il est représenté par les cellules interstitielles de Leydig dont I’ensemble constitue
la « glande interstitielle » du testicule. C’est une glande endocrine. Sous I’effet de la
LH, les cellules de Leydig synthétisent la testostérone et des substances intermédiaires
de testostérone. Ces hormones sont issues d’un précurseur commun, le cholestérol.
Différentes enzymes telles que la 17a-Hydroxylase, la 17,20-Desmolase, la 17p-
Hydroxystéroide déshydrogénase et la Sa-réductase permettent la transformation du
cholestérol en trois principaux stéroides testiculaires : la testostérone, Ila
dihydrotestostérone et le 17-R -cestradiol [26].

La testostérone est le principal androgene circulant. Quant a la
dihydrotestostérone, ¢’est I'androgéne actif au niveau des tissus périphériques (prostate,
épididyme, vésicule séminale) grace a la présence de I’enzyme 5-o réductase dans ces
tissus. Le 17-B - estradiol est sécrété par le testicule par conversion de la testostérone
sous I’action de I’aromatase [16, 17, 26].
1.1.3.2. Le testicule exocrine
Il est représenté par les tubes séminiferes qui sont le support de la production des
spermatozoides. Ces tubes sont enveloppés par une membrane propre qui entoure
I’épithélium séminal.

a- L’enveloppe péritubulaire [16] :
L’enveloppe péritubulaire ou lamina propria est composée d'une lame basale et de trois
ou quatre couches concentriques de cellules péritubulaires separées par du matériel
fibrillaire et du collagene. Les cellules péritubulaires, contractiles, permettent la
progression du contenu luminal vers les voies excrétrices. Les altérations de cette
enveloppe sont un signe d'accompagnement constant des atteintes de la spermatogenese
[27].

b- Le tube séminifere

Le tube seminifére est un epithélium hétérogéne qui comprend :
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e lalignée germinale correspondant a I’ensemble des éléments qui aboutissent aux
spermatozoides par le processus de la spermatogenése.

e les cellules de Sertoli situées entre les cellules de la lignée germinale et présentant
en microscope optique :

- un noyau ovulaire différent des noyaux des cellules germinales ;

- un cytoplasme qui émet des prolongements entre les cellules de
I’épithélium séminal et qui présente diverses inclusions dont les plus
communes sont dites cristalloides de Charcot- Bottchner.

Ces cellules de Sertoli ont un réle trés important pour la bonne marche de
spermatogénese :

e Role structural :

Par les jonctions serrées qu'elles établissent entre elles vers leur pole basal, elles
constituent une barriére physique séparant un compartiment basal en rapport avec
I'interstitium contenant les capillaires sanguins et les cellules de Leydig et un
compartiment apical ; elles forment ainsi la barriere hémato testiculaire [28].

e RoOle dans la progression des cellules germinales :

Elles exercent des fonctions mécaniques, par leur cytosquelette associé a des
protéines contractiles ; elles permettent aux cellules germinales de migrer au fur et a
mesure de leur maturation, en direction de la lumiere du tube séminifere.

e Role trophique :

Elles exercent aussi des fonctions trophiques en assurant la maturation de la
lignée germinale. Elle assure une fonction paracrine a I'égard des cellules germinales et
elles sont responsables de la production du plasma séminal primitif [27, 29].

e ROles sécrétoires :

Les cellules de Sertoli ont une activité de sécrétion importante notamment pour
le soutien et la maturation des cellules germinales. L'une des protéines synthétisees par
la cellule de Sertoli est « I'Androgen Binding Protein » (ABP). Elle est sécrétee dans le

fluide luminal ou elle se lie a la testostérone pour la transporter jusqu’a la téte de
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I’épididyme. Apres internalisation dans les cellules épithéliales, la testostérone, une fois
libérée par I’ABP, est convertie en dihydrotestostérone par la Sa-réductase d’origine
épithéliale [30]. Parmi les protéines synthétisées par les cellules de Sertoli, nécessaires
au contrdle de la prolifération, la différenciation et au métabolisme des cellules
germinales ; on distingue :

e L'inhibine et ’activine :

L’inhibine est constituée de deux sous-unités a et B reliées par deux ponts
disulfures. L'activine est un homodimére de 2 sous-unités 3. La sécrétion d'inhibine par
la cellule de Sertoli est directement influencée par la FSH qui stimule la production de
la sous-unité a sans modifier celle de la sous-unité 3 [31]. Ils régulent la sécretion de la
GnRH et de la FSH (rétrocontrdle négatif sur la libération de la GnRH et la FSH en ce
qui concerne 1’inhibine et rétrocontrole positif sur la libération de la FSH pour ce qui
est de I’activine) [32].

La figure 5 nous montre les principaux types cellulaires observables en microscopie

optique sur une coupe du testicule.

Celtiiles
spermatiques

Lumiére

Cellule de Ve S . ‘1‘.& \
LEYDIG 7 e

Figure 5 : Coupe du testicule en microscopie optique (x 400) [17]
La principale fonction du testicule exocrine est d’assurer la spermatogenese.
1.1.4- La spermatogenese
La spermatogencse est 1’ensemble des phénomenes de division et de
différenciation cellulaire, qui a partir des cellules germinales souches (spermatogonies)

donnent naissance aux spermatozoides. Elle a lieu dans le tube séminifere des testicules.
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Elle débute a la puberté et se poursuit jusqu'a un age avancé, mais peut diminuer a cet
age. Le debut de la spermatogenése commence par une division hétéronyme, suite a
laquelle les deux cellules filles (deuxieme groupe des cellules de type A) restent liées
les unes aux autres par un mince pont cytoplasmique. C’est a travers ce processus
qu’une spermatogonie est engagée dans le processus de la spermatogenése [16, 17].
La spermatogenése comprend trois phases distinctes : la phase de multiplication, la
phase de maturation et la spermiogenese.

1.1.4.1- La phase de multiplication

Elle dure environ 27 jours et assure trois fonctions principales grace a la multiplication
des spermatogonies A. La premiére est le maintien d’un pool de cellules germinales
capables de se différentier assurant ainsi la continuité du processus de spermatogenese.
La deuxieme est le renouvellement de 1’épithélium séminifére en cas de dommage
cellulaire. La derniére est la production des spermatocytes primaires par différentiation
des spermatogonies A. |l existe deux types de spermatogonies de type A : A dark (Ad)
et A pale (Ap). Le maintien du p6le cellulaire germinal ainsi que le renouvellement de
I’épithélium séminifére est assuré par les spermatogonies Ad par contre la
différenciation d’une spermatogonie Ad en spermatogonie Ap marque le début du
processus de spermatogenese [16, 17]. La spermatogonie Ap se différentie ensuite en

spermatogonie B puis en spermatocyte primaires [33].
1.1.4.2- Phase de maturation

Elle fait suite a la naissance des spermatocytes primaires et comprend deux étapes : une
mitose réductionnelle ou méiose | et une mitose équationnelle ou méiose 1l. Elle dure
environs 24 jours dont 23 pour la méiose | et 1 pour la méiose Il. Au cours de la phase
de maturation le materiel génétique est réduit de moitié. On part donc des spermatocytes
primaires, cellules diploides pour aboutir a la formation de 16 spermatides, cellules
haploides [17]. La prophase de la 1°¢ division méiotique dure environ une a trois
semaines. C’est la phase la plus longue ; elle est subdivisée en six étapes [34]:
préleptotene, leptotene, zygotene, pachytene, diploténe et diacinese. La métaphase |,
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I’anaphase | et la télophase | font directement suite a la prophase [17]. Au cours de la

mitose équationnelle, on assiste a une séparation des chromatides sceurs. Les

spermatides rondes issues de cette division sont donc haploides a 23 chromosomes [34].

1.1.4.3- Laspermiogenése ou phase de difféerenciation

C’est la transformation d’une spermatide en spermatozoide. Il s’agit d’une longue

¢tape de maturation marquée par une réorganisation de I’ADN d’une part et d’autre part

d’une réorganisation du complexe cytoplasmique. Au cours de ce processus, les

spermatides subissent plusieurs changements comme :

la condensation des chromosomes et des protéines du noyau pour former la téte
du spermatozoide. Le noyau se condense et se place en position sous
membranaire. On assiste a un remplacement de 85 % des histones par la
protamine entrainant une réduction de la taille du noyau de 10 %. Cette étape est
déterminante pour I’obtention d’un sperme de bonne qualité. La condensation de
1I’ADN protége ce dernier contre tout dommage. Le déficit en protamine entraine
une fragmentation de ’ADN et constitue une cause d’infertilité avec diminution
du nombre de spermatozoides, diminution de la mobilité, de la vitalité et la
présence de nombreuses anomalies morphologiques [35].

le développement de 1’acrosome par le rassemblement des vésicules de lI'appareil
de Golgi. Il contient des enzymes protéolytiques nécessaires aux spermatozoides
lors de I’interaction avec I’ovocyte ;

au niveau de la partie proximale, les mitochondries s'assemblent en spirale au
niveau de la piece intermédiaire ;

la formation du flagelle qui permet au spermatozoide de se déplacer ; des

microtubules se développent en arriére de I'acrosome.

Les corps résiduels (fragments de cytoplasme non utilisés) seront éliminés par la

cellule puis phagocytés par les cellules sertoliennes.
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Aprés ces changements morphologiques des spermatides, ils quittent 1’épithélium
séminifere pour achever leur maturation et acquérir leur pouvoir fécondant dans
I’épididyme. La spermiogenése dure 23 jours [17].

Au cours de la spermiogénese (la téte des spermatides fait face au compartiment
basal des tubes séminiferes et la derniére étape consiste en la translocation des
spermatozoides de la partie adluminale du tube séminifére vers la lumiére du tube. Cette
phase de libération des spermatozoides matures, ou ils se détachent de la cellule de
Sertoli dans la lumiére du tube séminifere, est appelée spermiation [34].

L’ensemble des phases de multiplication, de maturation et de différenciation
s’appelle le cycle spermatogénétique, qui dure environ 74 jours. C’est pourquoi il est
recommandé de faire un espacement de trois mois entre deux spermogrammes chez le

méme sujet [17].

1.1.4.4- Particularités de la spermatogenése chez le rat

Sur le plan histologique, la spermatogenése chez le rat dure environ 52 a 56 jours [36].
Chez le rat, on retrouve quatre types de spermatogonies A : Adark, Aisolé, Apaire, Aaligné.
Chagque type cellulaire étant issu de la division et de la différentiation du type précédent.
Ceci a comme intérét la production d’un grand nombre de spermatozoides par rapport a
I’espece humaine qui ne posséde que deux types de spermatogonies A (Agark €t Apaie).
Bien d’autres facteurs augmentent le potentiel spermatogénétique du rat par rapport a
celui de ’homme. Chez I’homme, le nombre absolu de cellules germinales est de 100-
300 millions par gramme de testicules contre 530 millions par gramme de testicule chez
le rat. De plus, le ratio de conversion spermatocytes pachyténes-spermatides ronds est
de 3.5 et celui de conversion spermatides ronds-spermatides allongés de 0.9 chez
I’homme tandis que ces ratios sont respectivement de 4 et 1 chez le rat. Par ailleurs, les
cellules de Sertoli du rat ont une meilleure efficience que celles humaines [36, 37].

Le processus de la spermatogenese chez le rat est presque similaire a celui de I’homme.
Il comprend également trois phases. Cependant, il existe quelques spécificités. En effet,

le cycle spermatogenétique du rat est subdivise en 14 stades selon les 19 étapes de la
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spermiogenése tandis que dans 1’espéce humaine, la spermiogenése comprend 12 étapes
permettant la subdivision du cycle en 12 stades [30, 38]. Les figures 6 et 7 ci-dessous
montrent les étapes de la spermiogeneése ainsi que les stades du cycle spermatogénétique

chez I’homme et chez le rat.
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Figure 6 : Les stades du cycle spermatogénétique chez I’homme [38]
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Figure 7 : Les stades du cycle spermatogénétique chez le rat [30]

Evaluation de Peffet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 17

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités

1.1.4.5- Le spermatozoide

C’est une cellule issue de la transformation des spermatides dont la complexité
n’a éteé bien révélée que par le microscope électronique.

» Au microscope optique, le spermatozoide présente trois parties que sont : la téte,
la piece intermédiaire et le flagelle [17, 34].
> Le microscope électronique permet de détailler la complexité du spermatozoide

et distingue 5 parties :la téte, la piéce de connexion, la piéce intermédiaire, la

piéce principale et la piece terminale.

o La téte
Elle est formée du noyau recouvert par I’acrosome. Le noyau est allonge et aplati.
L’acrosome recouvre la moitié antérieure du noyau et contient les enzymes
hydrolytiques (protéases, phosphatase acide, hyaluronidase et neuraminidase, entre
autres) que I'on trouve habituellement dans les lysosomes [34].

o La piéce de connexion
La piece de connexion est un segment étroit contenant une paire de centrioles. Le
centriole distal donne naissance a I'axoneme, le constituant central de la queue du
spermatozoide [34].

. La piece intermediaire
La piéce intermédiaire de la queue est constituée d'une gaine de mitochondries a
disposition hélicoidale de 7 a 8 um de long, de I'axoneme micro tubulaire de type 9 + 2
et de neuf colonnes longitudinales, appelées fibres denses externes, qui s'étendent sur
presque toute la longueur de la queue, a partir de la piece de connexion correspondant

au cou du spermatozoide. La figure 8 illustre la structure de 1’axonéme.
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Figure 8 : Représentation schématique du spermatozoide humain et du flagelle
(modifiée) [39]

L’axoneme est constitu¢ d’un doublet central de microtubule complet et de neuf
doublets périphériques faits d’un microtubule complet A (constitué¢ de 13 tubulines)
enchassé dans un microtubule incomplet B (constitué de 15 tubulines). De chaque
microtubule A partent des bras de dynéines, interne et externe en direction du
microtubule B adjacent [40].

Les bras de dynéine sont constitu€s d’un domaine catalytique qui assure 1I’hydrolyse de
I’ATP, un domaine terminal, permanemment li¢ au microtubule A (indépendamment de
I’hydrolyse de I’ATP) et un domaine de liaison au microtubule B (dont la conformation
dépend de I’hydrolyse de I’ATP). Les bras de dynéines sont les acteurs de la mobilité
des spermatozoides [41].

La limite inférieure de la piéce intermédiaire correspond a la terminaison de I'nélice

mitochondriale au niveau de I'annulus [34].
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. La piece principale

La piéce principale est le plus long segment de la queue. Elle est formée de
I’axonéme central entouré de sept fibres denses externes (et non neuf, comme dans la
piéce intermediaire) et d'une gaine fibreuse [34].

. La piece terminale
La piece terminale est un segment tres court de la queue dans lequel on ne trouve que
I’axonéme du fait de I’interruption, en amont, des fibres denses externes et de la gaine
fibreuse [34].

» Mobilité du spermatozoide

La mobilité est I’'un des parametres essentiels de 1’évaluation de la qualité du sperme. Il
existe une corrélation entre les altérations de la mobilité des spermatozoides et
I’infertilité. A Dorigine du mouvement, il y a le glissement des microtubules
périphériques axonémaux les uns par rapport aux autres, résultant d’un cycle mécano-
chimique d’attachement et de détachement successifs des bras de dynéine sur le
microtubule voisin. L’énergie nécessaire au déplacement des microtubules résulte de
I’hydrolyse de ’ATP fournie par les mitochondries de la piece intermédiaire et de la
glycolyse. L’hydrolyse de I’ATP se produit grace aux proprietés ATPasiques de la
dynéine. Elle entraine un changement de conformation de la dynéine qui se lie au
microtubule B voisin entrainant un mouvement de glissement. Le glissement qui se
produit dans 1’axe longitudinal du flagelle est alors transformé en courbure par un
mécanisme incompletement élucidé qui pourrait faire intervenir les liens de nexine et
les ponts radiaires. L’interaction dynéine-tubuline se répete de proche en proche le long
du flagelle. La courbure forme une onde qui se déplace vers I’extrémité distale
flagellaire tout en augmentant progressivement son amplitude [40].
La régulation de la mobilité des spermatozoides fait intervenir plusieurs facteurs tels
que les espéces réactives de 1’oxygene, la concentration d’AMP cyclique, le pH et le
calcium intracellulaire. Ces mécanismes de régulation sont détaillés un peu plus loin

avec le role physiologique des especes réactives de 1’oxygene.
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1.1.4.6- Maturation des spermatozoides

L’¢épididyme est le siége de la maturation des spermatozoides. Elle s’effectue au niveau
de la téte et du corps de ce dernier ou les spermatozoides subissent diverses
modifications morphologiques avant d’étre stockes au niveau de la région caudale. Ces
modifications concernent essentiellement la morphologie, la motilité, la capacité a se

lier a la pellucide et la condensation de la chromatine spermatique.

e Modification morphologique

Il s’agit essentiellement d’une réduction de la taille des spermatozoides résultant d’un
phénomene de déshydratation cellulaire sous I’effet du fluide hyperosmolaire contenu
dans I’épididyme. Ceci permet 1’obtention de spermatozoides plus résistants [42]. Les
spermatozoides subissent également des modifications membranaires telles que
I’augmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés. L’acide gras polyinsaturé
le plus représenté est 1’acide docosahexaénoique (a 50 %). La conséquence est
I’augmentation de la fluidité membranaire des spermatozoides, condition préliminaire
aux étapes suivantes que sont la capacitation, la réaction acrosomale et la fusion

spermatozoide-ovocyte.
e Mobilité

Au fur et a mesure de leur évolution dans le canal épididymaire, il y a une augmentation
de la vélocité des spermatozoides ainsi qu’une modification de leurs mouvements
flagellaires. Les spermatozoides initialement immobiles acquiérent une mobilité
rectiligne. L’acquisition de la mobilit¢ implique surtout les especes réactives de

I’oxygene.
e Capacité a se fixer a la zone pellucide

Elle implique diverses protéines dont la plus connue est la protéine P34H (34-kDa
Human epididymal Protein) synthétisée au niveau du corps de 1’épididyme. Cette
protéine est incorporée grace aux epididymosomes dans la membrane du spermatozoide

au niveau de la région couvrant I’acrosome. Un déficit en P34H entraine un défaut de
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liaison spermatozoide-zone pellucide. Environ 40 % des hommes ayant une infertilité

idiopathique sont caractérisés par un déficit en P34H [43].

e Condensation de la chromatine spermatique

Elle implique également les especes réactives de 1’oxygene et sera détaillée plus loin

avec le role physiologique des espeéces réactives de 1’oxygene.

1.1.5- Régulation de la spermatogenese
La régulation de la spermatogenése est endocrine (hormonale) et locale (paracrine,
autocrine).
1.1.5.1- La régulation hormonale de la spermatogenése
L’installation de la spermatogenése a la puberté et son maintien dépend du
fonctionnement de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.
a- Niveau hypothalamique

Les neurones des noyaux supra-optique et ventro-médian de I'hypothalamus
synthétisent une gonadolibérine la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), qui est
sécrétee de facon discontinue, par décharges ou « pulses ». La sécrétion GnRH est elle-
méme régulée par la kisspeptine, un peptide hypothalamique sécrété par les neurones
des noyaux infundibulaire et rostral préoptique. Elle stimule la sécrétion de GnRH en
se liant a son recepteur KISS 1 R. Deux mécanismes permettent de réguler la sécrétion
de kisspeptine : Iun autocrine et 1’autre hormonal. Le mécanisme autocrine fait
intervenir la neurikinine B et la dynorphine ayant respectivement des effets stimulateur
et inhibiteur de la sécrétion pulsatile de kisspeptine en se liant respectivement a leur
récepteur NKB3R (Neurokinin B receptor) et KOR (kappa opiod peptide receptor). Le
mécanisme hormonal implique les hormones stéroidiennes qui vont exercer un
rétrocontréle négatif sur la sécrétion de kisspeptine. C’est par ce dernier mécanisme que
s’effectuerait le rétrocontrole gonado-hypothalamique [17, 44, 45].

b- Niveau hypophysaire
La GnRH se lie a ses récepteurs sur les cellules de I’adénohypophyse et y induit

la synthese de deux hormones gonadotropes ou gonadotrophines, la FSH (Follicule

Evaluation de I’effet d’une recette & base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 22

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités

Stimulating Hormone) et la LH (Luteinizing Hormone), qui sont sécrétées de maniére
continue et réguliere. Elles ont comme cellules cibles des cellules du testicule (cellules
de Sertoli et cellules de Leydig). En effet, la GnRH se lie a son récepteur couplé a la
protéine Ga située sur la membrane des cellules gonadotropes. Il s’en suit une activation
de la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP2) en inositol 1, 4, 5 triphosphates (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 et le
DAG sont tous les deux des seconds messagers. LIP3 provoque la libération de calcium
par le réticulum endoplasmique a 1’origine d’une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium. Cette concentration est accrue par I’ouverture des canaux
calciques de la membrane plasmique. Le calcium provoque 1’exocytose des vésicules
contenant les gonadotrophines [26].

Par ailleurs, le DAG stimule la protéine kinase C (PKC) qui va augmenter
I’expression des génes responsables de la synthése de la FSH et de 1a LH [26].

c- Niveau testiculaire
Au niveau des cellules de Leydig, la LH se lie a un récepteur couplé a la protéine G qui
active 1’adényl cyclase. Ce dernier catalyse la synthese d’AMPc qui active la protéine
kinase A (PKA). La PKA activée module I’expression des génes et augmente la synthése
des enzymes nécessaires a la biosynthése de la testostérone[26]. Par un mécanisme
similaire, la FSH se lie a ses récepteurs situés sur la cellule de Sertoli et stimule la
synthese de divers protéines[26].
d- Systémes de rétro-controle

A tous les étages, les sécrétions endocrines sont contrdlées par leurs propres effets (feed
back).
Rétro-contréle gonado-gonadique : l'inhibine a un effet inhibiteur sur les mitoses
goniales.
Retro-contréle gonado-hypophysaire : I'inhibine diminue la sécrétion de FSH et a
moindre degré celle de LH ; la testostérone diminue la sécrétion de LH et a un moindre
degre celle de FSH.
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Rétro-contréle gonado-hypothalamique : la testostérone et I'inhibine ont un effet

inhibiteur sur la production de GnRH.
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Figure 9 : Contrdle neuro-endocrinien de la spermatogenese [17].

1.1.5.2- Régulation paracrine et autocrine de la spermatogenese

Elle est due a des substances sécrétées par une cellule ou un groupe de cellules
qui agissent sur des cellules voisines a l'intérieur du testicule. Ces substances sont
responsables d'interactions réciproques entre les cellules de Leydig, les cellules de
Sertoli et cellules germinales [46].
La cellule de Sertoli synthétise un grand nombre de substances, notamment : I’inhibine,
I’activine, ’IGF 1, le TGF B, le SGF, I’activateur du plasminogéne, les IL 1 et 6 [16].
1.2- Infertilité masculine
1.2.1- Définitions
L’infertilité du couple : elle est définie selon I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) comme étant 1’incapacité pour un couple de concevoir apres au moins 12 mois
de rapports sexuels, réguliers, fréquents et non protégés [2].
Infertilité masculine primaire : Ce terme est utilisé lorsqu’un homme n’a jamais
fécondé une femme (OMS 2023). Feconder signifie que la conception a eu lieu,

indépendamment de I’évolution de la grossesse [16, 47].
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Infertilité masculine secondaire : Ce terme est utilisé lorsqu’un homme a féconde
antérieurement une femme au moins une fois (OMS 2023). Ceci indépendamment du
fait qu’elle soit la partenaire actuelle, et indépendamment de 1’évolution de la grossesse
[16, 47].

La stérilité : c’est un état irréversible d’infertilité [11].

1.2.2- Epidémiologie de I’infertilité masculine
L’infertilité touche environ 15 % des couples dans le monde (soit 48 millions de
couples) et environ 190 millions de personnes sont concernées (OMS 2023) [48, 49].
Au Beénin, 20% des couples ont des difficultés a concevoir [50]. Les hommes sont les
seuls responsables de 20 a 30 % des cas d'infertilité dans le monde et contribuent a 50 %
des cas dans I'ensemble. Une cause est identifiée chez 5 hommes sur 10 et un traitement
specifique est proposé. Cependant, dans 50% des cas d’infertilité masculine, aucune
cause n’est identifiée [3, 5, 6]
1.2.3- Facteurs de risque de ’infertilité masculine

La distinction entre facteurs de risque et étiologies est un peu théorique, car tous
les facteurs de risque qui diminuent la fertilité peuvent entrainer une infécondité voire
une stérilité. Les facteurs de risque peuvent étre environnementaux ou liés au mode de
vie.
1.2.3.1- L’impact des facteurs environnementaux sur la fertilité masculine
L’influence des facteurs environnementaux sur la fertilité a été décrite dans la littérature.
Notre environnement est pollué par divers agents chimiques impactant négativement le
systéeme reproducteur. Des études ont montré une altération de la qualité du sperme chez
les hommes vivant dans des zones hautement polluées [51]. Il s’agit essentiellement de
la pollution aérienne, de I’exposition aux agents chimiques et aux radiations ionisantes
et de la chaleur [52].

Les sources de pollution de I’air sont les gaz d’échappements des motos et des
vehicules, les usines, les pesticides. Les agents polluants concernés sont des composes

volatiles tels que : I’ozone, ’oxyde d’azote, le dioxyde de soufre, le monoxyde de
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carbone et les hydrocarbures aromatiques polycycliques. Les particules de moins de 10
micrometres peuvent traverser la barriere alvéolo-capillaire et altérer diverses fonctions
dans D’organisme dont la fonction reproductrice. Des études ont montré une
augmentation de la fragmentation de I’ADN, une augmentation des anomalies
morphologiques et une diminution de la mobilité des spermatozoides chez les hommes
vivant dans une zone dont I’air est pollué. L’exposition aux gaz d’échappements des
automobiles entraine une altération de la chromatine spermatique et une fragmentation
de ’ADN. L’ozone est un polluant majeur et peut expliquer 1’augmentation des cas
d’infertilité observes ces dernieres annees [52].

Le mécanisme par lequel les polluants de ’air entrainent des altérations des
parametres spermatiques n’est pas encore bien €lucidé. Mais 1l peut €tre expliqué par le
fait que les particules de moins de 2,5 micromeétres peuvent traverser la barriere hémato-
testiculaire et entrainer des troubles de la stéroidogenese. De plus, ils peuvent augmenter
la production d’especes réactives de 1’oxygene, source d’altération des parametres
spermatiques [52].

Les métaux lourds comme le plomb, le chrome, 1’arsenic, le mercure et le cadmium
peuvent étre source d’infertilité. Ces métaux proviennent principalement des domaines
agricoles, des matieres plastiques, des industries et des peintures. Le plomb diminue de
la mobilité des spermatozoides, provoque une tératospermie, une décondensation de la
chromatine spermatique et une fragmentation de I’ADN. Le chrome détruit les cellules
germinales. Le mercure altére 1’enveloppe péritubulaire et 1’arsenic entraine des
troubles de la stéroidogenese [51].

Les métaux lourds affectent la fertilité en induisant la production d’espéces réactives
de I’oxygene a I’origine d’une peroxydation lipidique et d’une fragmentation de I’ADN
[52]. Certains métaux lourds sont également gonadotoxiques et genotoxiques et donc
peuvent entrainer des effets sur les parametres spermatiques [53].

Les maticres plastiques sont d’utilisation courante dans la vie quotidienne, surtout
dans les pays en voie de développement. Mais elles contiennent bien de composeés
chimiques capables de perturber le déroulement normal de la spermatogenese. Le
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bisphénol A est un constituant majeur des matiéres plastiques, connu pour sa capacite a
perturber le fonctionnement de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Un taux
¢leveé de bisphénol A entraine une atteinte de I’ADN, une dysfonction mitochondriale,
diminution du nombre et de la mobilité des spermatozoides [51, 52]. On retrouve
également dans les matiéres plastiques les phtalates. Selon Emojevwe et al. en 2022,
leur administration a 750 mg/kg a des rats Wistar par gavage pendant trois semaines
entraineraient une diminution de la numération, la vitalit¢ et la mobilité des
spermatozoides avec une augmentation des anomalies morphologiques. Ils induiraient
¢galement une destruction de 1’épithélium séminifere et des cellules de Leydig et
agiraient en stimulant la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne [54].

Les pesticides, spécialement le dibromochloropropane et 1’éthyléne dibromide qui
sont les plus étudiés, sont connus pour leurs effets directs sur les spermatozoides, les
cellules de Sertoli et les cellules de Leydig. Ils peuvent créer des désordres hormonaux
en agissant aussi bien sur la synthese, le stockage, la libération, le transport que sur la
liaison des hormones stéroidiennes a leurs récepteurs. Une étude a montré que
I’exposition aux pesticides réduit la numération des spermatozoides, leur mobilité et
augmente le taux d’anomalies morphologiques. A faible dose, les herbicides réduisent
la mobilité des spermatozoides, entrainent une dysfonction mitochondriale et la
destruction des cellules de Sertoli par induction du stress oxydatif [52].

Plusieurs études ont mis en cause les radiations émises par les téléphones mobiles
dans I’augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) dans le
sperme humain, avec un impact significatif sur la qualité du sperme. Des études in vitro
ont montré que le rayonnement électromagnétique peut induire une production d’ERO,
endommager I’ADN des spermatozoides humains, diminuer la mobilité et la vitalité des
spermatozoides ainsi que leur concentration en fonction de la durée d’exposition aux
rayonnements [6].

La chaleur influence le développement des cellules reproductrices. La topographie
des testicules permet de les maintenir a une température approximativement a 3°C en

dessous de celle corporelle pour un bon déroulement de la spermatogenése. Une
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augmentation de cette température de 1°C entraine une réduction de la spermatogenese
de 14% et induit des anomalies morphologiques [55]. L’immersion d’animaux de
laboratoire dans un bain d’eau chaude a 40-42°C pendant 30 minutes entraine une
détérioration de la spermatogenese avec induction d’apoptose et atteinte de I’ADN [56].
L’exposition a la chaleur peut étre endogéne comme dans la cryptorchidie par exemple
ou exogene chez certains travailleurs (boulangers, soudeurs, conducteurs de taxi-moto)
[51].

1.2.3.2- Impact du mode de vie sur la fertilité

Le mode de vie a un impact non négligeable sur la fertilité. Au nombre des facteurs lies
au mode de vie, on peut citer le tabagisme, 1’alcoolisme et I’alimentation.

Des études ont montré un effet négatif du tabagisme sur la fonction reproductive

male [57].
Les cigarettes contiennent plus de 4000 substances chimiques, dont certaines peuvent
causer un déséquilibre entre ERO et antioxydants dans le sperme des fumeurs. Par
exemple, le sperme et le sang des fumeurs contiennent des concentrations de cadmium
et de plomb plus élevées, qui s’accompagnent d’une production accrue d’ERO et d’une
diminution de la mobilité des spermatozoides. Le tabagisme peut entrainer une
augmentation de 48 % de la concentration des leucocytes et de 107 % des ERO au
niveau du plasma séminal. Les spermatozoides des fumeurs sont beaucoup plus
sensibles a la dénaturation de I’ADN que ceux des non-fumeurs, avec des niveaux plus
¢levés de ruptures de brins d’ADN [6, 58].

L’alcoolisme affecte la fertilité en diminuant le taux de testosteérone et en alterant
les paramétres spermatiques. L’acétaldéhyde, un métabolite de 1’éthanol inhibe la
liaison de la LH sur les récepteurs des cellules de Leydig. Il interagit également avec les
lipides et protéines pour générer des ERO et endommager I’ADN [6, 57]. La
consommation de I’alcool entraine une réduction du volume du sperme et de la
numération des spermatozoides ; altére la mobilité des spermatozoides et augmente les
anomalies morphologiques. Elle augmente également 1’apoptose des cellules

germinales par hyperactivation des récepteurs Fas [59].
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En ce qui concerne I’alimentation, des ¢tudes ont montré une corrélation négative entre
la numération des spermatozoides et les acides gras saturés tandis que les oméga-3
auraient un effet bénéfique sur leur morphologie [57]. Comme aliments riches en acides
gras saturés on peut citer : la plupart des aliments frits, la viande de porc, les viandes
transformées, le chocolat, les friandises enrobées de chocolat.
1.2.4- Exploration du sujet infertile
Chacun des partenaires du couple présentant une infertilité doit étre exploré
cliniquement et bénéficier d’un examen complémentaire. L'évaluation initiale de la
fertilité masculine consiste a réaliser un interrogatoire précis, un examen physique
orienté et un spermogramme [60, 61].
1.2.4.1- Exploration clinique
a) Interrogatoire [61]
e Histoire reproductive : elle commence avec les renseignements ci-apres :
- fréquence des coits et leur calendrier
- durée de ’infertilité, fertilité antérieure
- fécondabilité de la partenaire et son age (la fertilité d’une femme de 35 ans
est réduite de moitié¢ par rapport a celle d’une femme de 25 ans et < 5% au-dela
de 40 ans)
- pathologies dans 1’enfance
- histoire sexuelle : les infections sexuellement transmises
- le caractére primaire ou secondaire de I’infertilité
- exposition aux facteurs délétéres pour la spermatogenese
e Traitements : actuels et antérieurs (chimiothérapie, radiothérapie, colchicine,
antidépresseurs, neuroleptiques)
e Douleurs de I’appareil urogénital
e Troubles sexuels :
- Dysfonction érectile
- Baisse de la libido

- Troubles de I’¢jaculation : prématurée, ané¢jaculation, rétrograde
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Vécu du couple face a ’infertilité

- Anxiété, dépression, déni...

Antécédents pathologiques

- Médicaux favorisant infertilite (cryptorchidie, oreillons, infections
genitales, diabéte ou autres endocrinopathies)

- Chirurgicaux (cure de hernie inguinale, intervention sur bourses,
traumatismes des organes genitaux externes)

- Familiaux (hypofertilité chez les parents, cryptorchidie, cancer du

testicule, mucoviscidose)

b) Examen physique [61]

Il doit étre complet, chez un patient totalement dévétu, debout puis couché en mettant

un accent sur la sphére génitale.

Examen de la verge :

Il se fait debout. Il faut :

- apprécier la morphologie de la verge,

- apprécier la position du méat urétral (apical, hypospadias épispadias),
- palper les corps caverneux a la recherche d’une induration,

- palper I’urétre a la recherche d’une sténose ou un diverticule.

Examen des bourses :

Il se fait coucheé et debout. Il est bimanuel, bilatéral et comparatif. Il faut :

- apprécier 1’aspect du scrotum

- faire un examen minutieux des testicules. La palpation bilatérale et
comparative permet de faire la mensuration, d’apprécier la consistance et la
sensibilité. On recherche systématiquement la présence d’un nodule.

- faire I’examen de 1’épididyme : il faut examiner le sillon inter épididymo-
testiculaire. L’épididyme normal est indolore, de consistance molle. On peut

noter la présence d’un nodule ou d’une douleur a la palpation.
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- examiner du cordon : rechercher des varicocéles par la manceuvre de
Valsalva et palper les canaux déférents. L’examen peut permettre d’objectiver
une absence unie ou bilatérale des canaux déférents ou la présence de nodule.
e Toucher rectal
- Apprécier la prostate : taille, consistance, sensibilité
e Les réflexes : crémastérien, anal, bulbo-caverneux
e Examen général
- Morphologie : apprécier la distribution de la graisse et de la pilosité
- Rechercher une gynécomastie
- Rechercher les signes en faveur d’une endocrinopathie : dysthyroidie,
Syndrome de Cushing
- Tension artérielle
- Rechercher une amputation du champ visuel ou une anosmie,
- Faire I’examen pleuropulmonaire

¢) Evaluation du retentissement psychologique

Il est important d’évaluer I’impact du retentissement psychologique du trouble sur le
patient et les répercussions que cela pourrait engendrer sur la vie du couple au quotidien.

On pourra ainsi proposer un accompagnement spécialisé si nécessaire [50, 62].

1.2.4.2. Exploration paraclinique
a) Le spermogramme
C’est 1’¢tude des caractéres macroscopiques, microscopiques et physico
chimiques du sperme ; c’est I’examen de premicre intention dans le bilan de ’homme
infertile. Tout spermogramme anormal devrait étre contrélé trois mois apres. Le seuil
de normalité des différents parameétres spermatiques selon I’OMS (2010) et les

anomalies associées sont résumés dans le tableau ci-apres.
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Tableau I : Seuil de normalité des différents parametres spermatiques selon ’OMS

2010 et anomalies associées [64]

Parametres spermatiques Normes OMS 2010 Anomalies

Couleur Blanchatre Opalescent, brun,
translucide

Volume >1,5et<6mi Hypospermie < 1,5 ml
Hyperspermie > 6 ml
Aspermie : absence de
sperme

pH 7,2a8 Augmenté ou diminué

Viscosite Liquéfaction en 30min Augmentée ou diminuée

Numération spermatique

Mobilité a la 1°® heure

Vitalité
Leucocytes
Agglutinats

Formes typiques

Autres

> 15 millions/ml

> 39 millions/éjaculat

>40%dea+b+c
>32%dea+b

> 58 % de formes vivantes
<1 million de leucocytes/ml

Absence

>4 % selon Kriger

Absence de sang

Azoospermie : 0
spermatozoide
Cryptozoospermie :
quelques spermatozoides
Oligospermie : <15
millions/ml
Polyzoospermie : > 200
millions/ml
Asthénospermie : <40 %
Asthénospermie : < 32 %

Nécrospermie : < 58 %

Leucospermie : PNN
>Imillion
Présence

Tératospermie : <4 %
selon Kriger

Présence

Mobilité : a = spermatozoides « progressifs rapides » ; b = spermatozoides

« progressifs lents » ; ¢ = spermatozoides « mobiles sur place »
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b) Le spermocytogramme
C’est 1’¢tude morphologique des spermatozoides. Il est a la base du diagnostic
étiologique [65]. 11 consiste en I’analyse des spermatozoides au microscope afin de
détecter les anomalies morphologiques.

d) La spermoculture

La spermoculture est 1’étude bactériologique du sperme. Elle est demandée en cas

d’antécédents infectieux génito-urinaires ou de symptomatologie évocatrice et devant
certaines anomalies du spermogramme  (leucospermie,  nécrozoospermie,
asthénozoospermie inexpliguée). Elle sera également demandée avant la prise en charge
par I’assistance médicale a la procréation.

e) Autres moyens d’exploration [16, 61]
Si I’évaluation initiale (interrogatoire, examen physique et spermogramme) ne montre
pas d’anomalie, il n’est pas indispensable de réaliser des examens complémentaires.

> Imagerie

e Echographie scrotale

La plupart des pathologies scrotales sont palpables. Cependant, I’échographie
scrotale est recommandée chez I'nhnomme infertile compte tenu de I'association fréquente
de l'infertilité masculine et des tumeurs du testicule. Elle est particulierement importante
si I'examen scrotal est difficile, une masse testiculaire est palpée ou des facteurs de
risques de cancer du testicule sont retrouvés a l'interrogatoire (cryptorchidie, testicule
atrophique, antécédents de cancer du testicule).

e Echographie prostatique transrectale

Elle permet de dépister une obstruction des canaux éjaculateurs, une agénésie des
vesicules séminales et/ou des déeférents, ou un kyste de l'utricule prostatique. Elle est
indiqguée en cas d'azoospermie lorsqu'on suspecte une cause excrétoire, en cas

d'hypospermie (volume < 1,5mL) et/ou d’anomalie au toucher rectal.
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> Biologie

e Bilan hormonal

Il est demandé dans les cas suivants : azoospermie, oligo-asthéno-zoospermie, troubles

sexuels (baisse libido, dysfonction érectile), endocrinopathie décelable a la clinique. Les

examens demandés sont :

Testostérone totale : ¢’est le bilan hormonal de premiére intention. Son dosage
permet de détecter un déficit de la fonction endocrine du testicule
(hypogonadisme).
LH et prolactine : elles sont demandées lorsque le taux de testostérone totale est
bas ; afin de rechercher 1’étiologie de I’hypogonadisme.
FSH : elle explore la fonction du testicule exocrine.
Inhibine : Elle est demandée en complément de la FSH pour I’exploration de la
spermatogené¢se. La diminution du taux d’inhibine entraine une altération
guantitative de la spermatogenése : hypospermatogenese ou aplasie germinale.
TSH : il n’est pas recommand¢ en absence de signes cliniques en faveur d’une
dysthyroidie.

e La biologie séminale :

Les parametres biochimiques du sperme sont dosés afin de donner une indication

sur les fonctions sécrétoires d’une portion du tractus génital dont ils sont spécifiques.

La biologie séminale est indiquée dans les cas suivants : suspicion d’azoospermie

sécrétoire, anomalie du pH ou de volume, de troubles de la coagulation,

oligozoospermie, asthénozoospermie, nécrozoospermie, leucospermie.

Le fructose est le principal constituant glucidique du sperme. Il est retrouvé dans un

éjaculat normal & un taux supérieur a 1g/l.

e Réaction d’agglutination mixte (MAR test) :

Il permet de détecter I’auto-immunisation de surface. Il est indiqué en cas d’auto-

agglutination spontanée, asthénospermie, nécrozoospermie, antécédent traumatique,
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torsion spermatique ou chirurgie scrotale. Il existe un réle de 1’auto-agglutination dans

I’infertilité si agglutination > 40 %.

e Test post coital de Hihner

C’est un examen microscopique du mucus cervical réalisé juste avant la date prévue de

I'ovulation, quelques heures apres un rapport sexuel, pour identifier la présence de

spermatozoides mobiles dans la glaire cervicale. Il n’est indiqué qu’en cas de

spermogramme normal. Ce test peut aider a identifier un facteur féminin (anomalie du

pH et/ou de la qualité de la glaire) [60].

e Examens génétiques

Caryotype : il est indiqué en cas d’azoospermie non obstructive,
oligospermie inférieure a 10 millions/ml, de signes cliniques évocateurs
d’anomalie génétique, d’antécédents familiaux, d’avortements a
répétition ou d’anomalies chromosomiques.

Microdeélétion du bras long du chromosome Y : il est demandé en cas
d’azoospermie sécrétoire et d’oligozoospermie sévere. La technique de
recherche des microdélétions du bras long du chromosome Y consiste a
caractériser, par biologie moléculaire, la présence ou 1’absence de
marqueurs cibles localisés au niveau d’une des régions AZF
(Azoospermia factor) du chromosome Y.

Recherche des mutations du géne CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) : elle est indiquée en cas
d’azoospermie sécretoire. Les mutations du géne CFTR sont souvent
retrouvées chez les sujets porteurs d’une absence congénitale des
canaux déférents (pouvant étre unie ou bilatérale) et lors de 1’évaluation

systématique de la mucoviscidose.

e Biopsie testiculaire : elle est réalisée s’il s’agit d’une azoospermie de

cause incertaine.
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e Analyse post-¢jaculatoire des urines : doit étre réalisée en cas

d'hypospermie afin d'éliminer une éjaculation rétrograde.
1.2.5- Diagnostic différentiel
Il ne faut pas confondre une infertilité masculine avec [50] :

e Une absence de grossesse sur une péeriode de moins de douze (12) mois ;
 les effets d'une contraception hormonale de la femme ou de I'hnomme ;
e une absence de grossesse dans le cadre d'un couple ayant des relations sexuelles

irréguliéres et rares méme apres 12 mois et plus.

1.2.6- Etiologies de I’infertilité masculine

Les étiologies sont nombreuses et peuvent étre classées en causes pré-testiculaires,
testiculaires et post-testiculaires [20]. Ces causes sont classées dans les tableaux ci-
apres.

Tableau Il : Les causes pré-testiculaires

Les hypogonadismes

HHC normosmique isolée (anomalies génétiques)

hypogonadotropes e Syndrome de Kallmann (HHC anosmique)
congenitaux (HHC) e Hypopituitarisme congénital
Les hypogonadismes e Tumeurs de la région hypothalamo-
hypogonadotropes acquis hypophysaire (craniopharyngiome, adénome hypophysaire,
(HHA) dysgerminomes, gliomes)

e Processus infiltratifs hypothalamo-hypophysaires

(hémochromatose, histiocytose, hypophysite, sarcoidose)
o latrogénes et traumatiques (chirurgicale, radiothérapie,
traumatisme cranien)
e Fonctionnelles (hyperprolactinémie, hypercortisolisme,
carence nutritionnelle, causes médicamenteuses)
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Tableau 111 : Les causes testiculaires

Chromosomiques e Syndrome de Klinefelter
e Anomalie du chromosome Y
e Homme XX
e Translocations et inversions
Génétiques e Microdélétions du bras long du chromosome Y
e Mutation du facteur de la FSH
e Mutation de TEX11

Lésions testiculaires e Cryptorchidie
congénitales e Dysgénésies gonadiques a phenotype masculin
Anomalies qualitatives e Globozoospermie

des spermatozoides

Syndrome de Kartagener

Macrocéphales

Traumatisme scrotal

Orchidectomie

Torsion testiculaire

Oreillons

Orchites infectieuses

Radiothérapie

Chimiothérapie

¢ Inclusions surrénaliennes intra-testiculaires

Lésions acquises

Idiopathique
Causes supposées e Varicoceles
e Auto-immunes

Tableau IV : Les causes post-testiculaires

Causes génétiques e Agénésie des canaux déférents par mutation du géne CFTR
e Syndrome de Young (Sinusite, infection pulmonaire,
azoospermie, CFTR normale)
Acquises e Compression du rete testis (infectieuses, inclusions
surrénaliennes intra-testiculaires)
e Obstruction idiopathique de I’épididyme
e Obstruction des canaux déférents (post vasectomie
volontaire, cure chirurgicale d’hernie inguinale avec
ligature des canaux déférents)

e Obstruction des canaux éjaculateurs (infectieuse)

Anomalies e Neuropathie diabétique
fonctionnelles de e Traumatisme médullaire
I’¢jaculation e Sclérose en plaque

e Lésions neurologiques chirurgicales par curage
ganglionnaire
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1.2.7- Infertilité idiopathique

On parle d’infertilité idiopathique lorsqu’aucune cause n’est retrouvée. De nos jours, le
terme infertilité idiopathique est également décrit sous 1’appellation MOSI (Male
Oxidative Stress Infertility), regroupant tous les cas d’anomalies du sperme associées
au stress oxydatif [5].

Dans 50 % des cas d’infertilité masculine, aucune cause n’est retrouvée. Une des
principales hypothéses actuelles concernant 1’infertilité masculine idiopathique est une
atteinte liée au stress oxydant, car 30 a 80 % des hommes infertiles ont des niveaux
élevés d’especes réactives de 1’oxygéne dans le liquide séminal et une faible défense
antioxydante [5, 6].

La prise en charge est basée sur I’assistance médicale a la procréation et les traitements

médicamenteux (hormonothérapie et les antioxydants) [5].

1.3- Stress oxydatif et infertilité masculine

1.3.1- Le stress oxydatif

1.3.1.1- Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les espéces réactives de I’oxygene (ERO) et
la capacité de I’organisme a les détoxifier. Ce déséquilibre peut étre di a un exces de
production des ERO ou a un défaut de détoxification [6].

1.3.1.2- Les espéces réactives de ’oxygéne

Les especes réactives de 1’oxygene sont des composés chimiques (atomes ou molécules)
Issus du métabolisme cellulaire rendus instables par la présence d’un électron non
apparié au niveau de leurs couches externes. Elles peuvent étre radicalaires telles que
’anion superoxyde (O2), I’ion peroxyde (O,%) et le radical hydroxyle (OH") ou non
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H20;), l'ozone (O3), D’acide
hypochlorique (HOCI), 'oxygéne singulet (10,) et le peroxyde lipidique (LOOH).
L’espece réactive d’oxygene la plus rencontrée est 1’anion superoxyde. Ces composés

sont caractérisés par leur extréme réactivité. Ils acquiérent leur stabilité soit en gagnant
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un électron (réduction) soit en perdant un électron (oxydation). Ils vont donc réagir avec
les biomolécules environnantes provoquant des dommages a divers niveaux.
1.3.1.3- Sources des ERO dans les voies génitales
a) Sources endogenes

Les especes réactives de 1’oxygeéne proviennent essentiellement des cellules
immunitaires (polynucléaires neutrophiles et macrophages), des spermatozoides
(matures et immatures), ceux morphologiquement anormaux (anomalies de la piéce
intermédiaire et résidus cytoplasmiques) [66].

Les ERO sont des acteurs majeurs de la réponse antibactérienne. La source
d’ERO peut étre membranaire telle que le complexe nicotinamide adénine dinucléotide-
phosphate oxydase (NADPH oxydase) des phagocytes. Les complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale sont également une source importante d’ERO.

Au cours de la spermatogenese, les spermatides allongees perdent

physiologiquement leur cytoplasme, condition nécessaire pour qu’ils acquic¢rent un
pouvoir fécondant. Cependant, les spermatozoides endommages peuvent conserver un
exces de cytoplasme autour de la piece intermédiaire. On parle d’excés de cytoplasme
résiduel. La présence de corps résiduels cytoplasmique active le systéme de la NADPH
oxydase, qui aboutit a une production d’ERO[6].
Il existe une forte corrélation entre les anomalies de la piéce intermédiaire, la présence
de corps résiduels cytoplasmiques et la génération d’ERO. La piece intermédiaire est
riche en mitochondries. Un dysfonctionnement de la chaine de transport d’électrons
mitochondriaux entraine la formation d’ERO par les complexes | et Il de la chaine
respiratoire. Cette production d’ERO devient pathologique lorsqu’elle échappe au
controle du systéme antioxydant [67].

b) Sources exogénes
Divers facteurs exogeénes peuvent générer la production d’ERO tels qu’un régime
alimentaire trop gras, I’alcool, le tabac, les stupéfiants, les radiations ionisantes, le stress
et certains médicaments. Par ailleurs, les maladies chroniques (comme le diabéte,

I’insuffisance rénale chronique, la B thalassémie, les dysfonctions thyroidiennes), les
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infections génitales et affections testiculaires (varicocéles, torsion testiculaire,
cryptorchidie) peuvent également étre une source d’ERO [68].
1.3.1.4- ROle physiologique des ERO dans la spermatogenése

Les ERO ne sont pas que délétéres pour I’organisme. Elles interviennent comme
médiateurs au cours de la spermatogenése et agissent a divers niveaux. Elles jouent un
réle majeur dans divers phénomenes tels que la maturation des spermatozoides
(condensation de la chromatine spermatique et acquisition de la mobilité progressive),
la capacitation, la fusion du spermatozoide avec 1I’ovocyte.
Les ERO produites a faible dose par le NADPH oxydase favorisent d’une part le
renouvellement des spermatogonies et maintiennent le pool de cellules germinales [68].
D’autre part, elles assurent la régulation du nombre de cellules germinales produites via
I’apoptose. Le maintien d’un équilibre entre la prolifération des spermatogonies et
I’apoptose est important pour une bonne spermatogenese.
I1 existe deux voies d’entrée en apoptose des cellules germinales : |'une intrinséque
impliquant les mitochondries et D’autre extrinséque impliquant des récepteurs
membranaires. Une forte concentration d’ERO entraine une augmentation de la
perméabilité membranaire des mitochondries avec la libération de cytochrome ¢ qui
active la cascade des caspases (une famille de protéases) induisant la mort cellulaire
[69].
Au cours de la maturation des spermatozoides, le phospholipide hydroperoxyde
glutathion peroxydase catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogeéne couplé a
I’oxydation des groupements sulthydryles des cystéines de la protamine et les protéines
flagellaires creéant ainsi des ponts disulfures. Ceci favorise la condensation de la
chromatine spermatique et la stabilisation du flagelle avec pour conséquence
I’acquisition de la mobilité rectiligne [68].
1.3.1.5- ROle pathologique des ERO
Les spermatozoides ont une faible activité transcriptionnelle et un volume
cytoplasmique limité. Ils sont dans 1’incapacité de répondre & un stress oxydatif en

produisant de novo des anti- oxydants ou en réparant le matériel cellulaire altéré.
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Lorsque les ERO surpassent les systemes de défense antioxydants et perturbent
I’équilibre complexe entre ERO et antioxydants, les anomalies pathologiques se
produisent selon la nature, la quantité des ERO et la durée de leur impact. Leurs
conséquences sont la dégradation de lipides (peroxydation lipidique), de protéines, et
de ’ADN [6].

a) La peroxydation lipidique

Chez les mammiferes, la membrane des spermatozoides est tres riche en acide gras
polyinsaturés, responsables de la fluidité de la membrane [6]. Ces acides gras sont
représentés a 50% par I’acide docosahexaénoique qui contient 12 doubles liaisons dans
sa structure moléculaire [70].

La peroxydation lipidique est un processus au cours duquel les ERO, aussi bien
radicalaires que non radicalaires, réagissent avec les lipides (acides gras polyinsaturés
surtout) contenant une double liaison carbone-carbone [71].

La caractéristique de I’autoxydation des acides gras polyinsaturés est d’étre une
réaction en chaine radicalaire qui se deroule en trois étapes : initiation, propagation,

terminaison. La figure 10 en fait une représentation schématique.
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Figure 10 : Mécanisme de la peroxydation lipidique [72]
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e L’initiation (1)
C’est I’abstraction dun atome d’hydrogéne (H') de I’acide gras situé sur un carbone bis
allylique (liaison hydrogene-carbone plus faible), ce qui conduit a la formation d’un
radical alkyle. Les radicaux qui vont initier la peroxydation des acides gras
polyinsaturés sont principalement les radicaux hydroxyles (OH') et Hydroperoxyles
(HOO) ainsi que les radicaux lipidiques tels que les radicaux alkoxyle (LO) et peroxyle
(LOO). Le radical hydroxyle est de loin celui qui a la vitesse de réaction la plus élevée
[73].

e La propagation (2)(3)
Le radical alkyle formé dans I’étape d’initiation réagit trés rapidement avec 30, pour
donner un radical peroxyle. Cette étape est tres rapide comparée a la réaction suivante
ou il y a transfert d’un atome d’hydrogene d’une molécule d’acide gras voisine au
radical peroxyle pour former un hydroperoxyde. C’est 1’étape de propagation de la
peroxydation car 1’acide gras qui vient de donner son hydrogéne est transformé en
radical alkyle qui retourne dans le cycle pour réagir avec 20O, et donner un radical
peroxyle. Il a été calculé que lorsqu’un radical initie la peroxydation, environ 25
molécules d’acides gras sont oxydées dans la phase de propagation [73].

e La terminaison (4)
Aprés avoir atteint une vitesse maximale d’oxydation, celle-ci diminue par combinaison
des radicaux lipidiques pour donner des produits non radicalaires. La reaction la plus
fréquente est une reaction de dimérisation des radicaux peroxyles [73]. L’arrét de la
réaction peut également se faire par le transfert d’un atome d’hydrogéne au radical
peroxyle par un antioxydant, formant un hydroperoxyde [72].

LOO+ +LOO* — LOOL + 10,

produits non radicalaires
e Les biomarqueurs de la peroxydation lipidique

Les hydroperoxydes lipidiques sont les premiers produits de la peroxydation lipidique.

Parmi les différents aldéhydes qui peuvent étre formés comme produits secondaires la
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malondialdéhyde (MDA), le propanal, I’hexanal, le 4-hydroxynonénal sont les plus
connus. La malondialdéhyde est le biomarqueur le plus utilisé en clinique pour évaluer
les dommages liés au stress oxydatif. C’est un dérivé de la dégradation de 1’acide
arachidonique. Il est synthétisé par deux voies : I’'une enzymatique utilisée dans les
conditions physiologiques et 1’autre non enzymatique empruntée au cours du stress
oxydatif [71].

b) Atteinte de ’ADN
Les atteintes de I’ ADN peuvent étre classées en deux groupes : endogeénes et exogenes.
Les atteintes endogenes proviennent principalement d’agents chimiques engageant
I’ADN dans une réaction d’oxydation avec les especes réactives de 1’oxygéne [74]. Ces
atteintes sont essentiellement 1’oxydation des bases, la fragmentation de I’ADN, atteinte
de I’ADN mitochondrial. La base la plus atteinte est la guanine. Son oxydation aboutit
a la formation de 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine ou 8-0xo-2’-déoxyguanosine (80HdG
ou 8-0x0dG) [75]. La correction d’une telle altération fait appel a la réparation par
excision de base au cours de laquelle, la 8-oxoguanine glycosylase 1 (OGG1) coupe les
liaisons N-glycosidique liant la 8-oxodG (ou 80OHAG) au désoxyribose générant un site
apurique. Dans les cellules somatiques et les zygotes, I’endonucléase apurique 1 incise
le squelette phosphaté (désoxyribose + phosphate) et insere un nouveau nucléotide.
Chez le spermatozoide, I’endonucléase apurique 1 est absente [76].
Les atteintes exogenes proviennent de facteurs environnementaux et physiques tels que
les radiations ionisantes et les rayons ultraviolets.

c) Oxydation des protéines
L’¢lectron non appari¢ des radicaux libres peut s’attaquer a la structure de certaines
protéines, en particulier les protéines porteuses d’un groupement sulfhydryle (-SH),
c’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi
étre oxydées et entrainer la formation de ponts entre protéines, une fragmentation ou
une dénaturation de la protéine [77].
Les protéines sont sensibles a 1’action du radical HO', celui-ci peut, en effet, réagir avec

différents acides aminés des chaines de protéines. Les plus sensibles a son action sont
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les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, ou celui ayant un
noyau imidazole comme I'histidine, sur lesquels le radical HO- s'additionne et provoque

un changement de conformation de la molécule de protéine [78].

1.3.2- Impact du stress oxydatif pathologique sur les parameétres spermatiques
La production excessive d’ERO est associée a une altération des parametres
spermatiques. Elle entraine une diminution de la concentration, la mobilité, la vitalité
des spermatozoides, augmente les anomalies morphologiques et provoque une
décondensation de la chromatine spermatique.

e Concentration des spermatozoides
La diminution de la concentration s’explique par 1’apoptose cellulaire induite par les
ERO. Une concentration ¢levée de peroxyde d’hydrogene entraine la destruction des
cellules germinales [68].

e Mobilite
La mobilité des spermatozoides est un facteur déterminant dans la fonction reproductive
du fait que le spermatozoide doit parcourir les voies génitales féminines a la rencontre
de I’ovocyte. La diminution de la mobilité des spermatozoides suite au stress oxydatif
est liée a plusieurs facteurs. D’une part, la peroxydation lipidique induite par les ERO
altére le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. La mitochondrie est
la source de production de I’ATP, ressource indispensable au voyage du spermatozoide
a la rencontre de I’ovocyte. Il s’en suit donc une diminution de la production d’ATP. Ce
dernier intervient dans la mobilité en tant que substrat des bras de dynéine et de 1’adényl
cyclase (pour produire I’AMPc). D’autre part, les ERO a concentration élevée
déphosphorylent les protéines de I’axonéme [40, 79, 80].

e Augmentation des anomalies morphologiques
Elle est liée a la perturbation de la spermatogénese en genérale et de la spermiogénese
en particulier. Dans les conditions pathologiques, le stress oxydatif est associé a une
augmentation des anomalies morphologiques [6, 81].
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e Décondensation de la chromatine spermatique
Un exceés d’ERO empéche le remplacement de I’histone par la protamine et la formation
des ponts disulfures responsable de la condensation de I’ADN. La décondensation de la
chromatine s’explique également par la fragmentation de I’ADN et 1’oxydation des
bases azotées [80, 82].
1.3.3- Les systemes antioxydants
Un équilibre entre les ERO et les antioxydants est nécessaire pour maintenir le stress
oxydant dans les conditions physiologiques. Une définition large du terme antioxydant
donnée par Halliwell est « toute substance qui, présente a de faibles concentrations
comparees a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére significative
I’oxydation de ce substrat » [73].
Le spermatozoide a un volume cytoplasmique réduit avec de faibles défenses
antioxydantes. Le liquide séminal produit par les vésicules seminales, la prostate et les
glandes bulbo-urétrales fournit aux spermatozoides la majeure partie de leurs
antioxydantes. Ces derniers sont subdivisés en deux classes : les antioxydants
enzymatiques (tels que la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase)
et les non enzymatiques (qui peuvent étre endogénes ou exogenes) [82].
1.3.3.1- Les antioxydants enzymatiques

a) La superoxyde dismutase (SOD)
C’est une métalloprotéine qui capte 1’anion superoxyde et catalyse sa dismutation en
peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. La réaction est la suivante :

20,7 + 2H* L H20; + O

Cette réaction a pour conséquence la réduction de la disponibilité de 1’anion superoxyde
et la limitation de la peroxydation lipidique. Chez I’homme, il existe trois isoformes : la
SOD; (CuZn), qui est extracellulaire, se lie a la membrane cellulaire pour protéger les
cellules et le plasma séminal contre le stress oxydatif, la SOD, (Mn) qui est situé dans

la matrice mitochondriale pour lutter contre le stress oxydatif genéré par la chaine

Evaluation de I’effet d’une recette & base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 45

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités

respiratoire et la SOD3; (CuZn) qui est cytosolique. Le niveau de SOD est influencé par
I’intensité de stress oxydatif. On retrouve des taux ¢levés de SOD dans les pathologies
ou le stress oxydatif joue un réle majeur [83].
De fortes concentrations de SOD sont retrouvées dans les cellules souches germinales
et les cellules de Sertoli. Elle a également été identifiée dans la téte de 1’épididyme et
dans le plasma séminal [82].

b) La catalase (CAT)
La catalase est une oxydoréductase héminique retrouvée dans les peroxysomes, les
mitochondries, le réticulum endoplasmique de diverses cellules et le liquide séminal.
Elle contient 4 groupements héminiques qui réagissent avec le peroxyde d’hydrogéne.
Elle agit en facilitant la decomposition de deux molécules de peroxyde d’hydrogéne en
deux molécules d’eau et en oxygene. La réaction s’effectue en deux étapes [6, 84] :

1) Catalase (Fe I1l) + H,O, — Catalase (Fe V) H20;

2) Catalase (Fe V) H,0, + H,O, — Catalase (Fe III) + 2H,0 + O,

La réaction catalysée par la catalase joue un réle non seulement dans le maintien d’un
niveau physiologique de stress oxydatif mais aussi dans la protection des
spermatozoides contre le stress oxydatif pathologique. C’est I’un des antioxydants phare
du systeme reproducteur ; ayant I’une des meilleures efficiences en termes d’activité
catalytique. Une molécule de catalase peut catalyser la transformation d’un million de
molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene par seconde. Cette réaction
prévient la transformation du peroxyde d’hydrogéne en radical hydroxyle une ERO
encore plus toxique. Des études ont montré une augmentation de 1’activité de la catalase

chez des patients sous antioxydant (pentoxifylline) [85]

¢) Les glutathion peroxydases (GPx)
De fortes concentrations de GPx sont retrouvées dans les cellules de Sertoli, la téte de
I’épididyme et dans le liquide séminal. Leur action sur la membrane du spermatozoide
confere une protection des constituants lipidiques, préservant ainsi la vitalité et la
mobilité des spermatozoides. Le glutathion peroxydase est le principal protecteur
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endogene contre les dégats liés aux radicaux libres et maintient les antioxydants
exogenes dans leur forme réduite [6, 82].
Il existe des glutathions séléno-dépendantes ayant au niveau de leur site catalytique une
sélénocystéine : GPx1, GPx2, GPx3, GPx4. Les GPx5 et GPx6 ne présentent pas de
sélénocystéine au niveau de leur site catalytique ; ils sont dits séléno-indépendants. Dans
les voies génitales masculines on retrouve les GPx3, GPx4 et GPx5 [86].
Les glutathions peroxydases éliminent les peroxydes organiques et le H,O, par réduction
selon les réactions suivantes [87] :

1) 2GSH + ROOH —2PX, G-§-5-G + ROH + H,0

2) G-S-S-G + NADPH + H* —CGR_, 2GSH + NADP*

GSH : glutathion réduit
G-S-S-G : glutathion oxydé
GR : glutathion réductase
Les GPx utilisent le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’¢lectron. Le GSH est
ensuite régénére par le glutathion réductase en utilisant le NADPH, H+ comme
cofacteur.
1.3.3.2- Les antioxydants non enzymatiques

e Lavitamine E
C’est un antioxydant liposoluble qui agit sur la membrane du spermatozoide en
neutralisant les ERO. La vitamine E réduit le radical hydroxyle et I’anion superoxyde
arrétant ainsi la chaine d’oxydation lipidique induite par les ERO [84]. La
supplémentation en vitamine E a montré des résultats significatifs sur la numération, la
mobilité et la morphologie des spermatozoides [88], ainsi que sur de la fragmentation
de I’ADN [89], et méme en terme d’amélioration du nombre de grossesses.

e Lavitamine C
La vitamine C (acide ascorbique) est une vitamine hydrosoluble, cofacteur essentiel des
réactions d’hydroxylation (elle réagit avec OH:, O, et H,O, dans le fluide

extracellulaire). C’est un agent réducteur et chélateur sous forme d’acide déhydro-L-
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ascorbique (DHA), il réagit directement avec les radicaux libres et élimine H,O, [87].
Elle est une excellente piégeuse des ERO (OH' ou O,°). Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régénerant la vitamine E a partir de la forme radicalaire (o-
tocophéryl) issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques [90].
Dans les études associant la vitamine C a d’autres nutriments (béta carotene, vitamine
E, zinc) une amélioration des parametres du sperme était observée [91].

e Lezinc
Le zinc est le second métal le plus retrouvé dans 1’organisme aprés le Fer. Le Zinc
intervient dans I’initiation de la spermatogenése, la maturation des spermatozoides, la
protection de I’épithélium séminifere et améliore la mobilité des spermatozoides. Il joue
également un role antioxydant et intervient comme cofacteur de la SOD. La
supplémentation en zinc, associée a la prise de vitamines C et E augmente la mobilité
des spermatozoides, diminue le taux de radicaux libres et la fragmentation de I’ADN [6,
92].
Les antioxydants sont donc le traitement de choix pour la prise en charge de I’infertilité
masculine idiopathique. Toutefois, certaines populations font recours a la médecine
traditionnelle comme approche thérapeutique. Au Bénin, parmi les traitements a base
de plantes disponibles, figure une recette traditionnelle a base de Desmodium velutinum,
Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper guineense et Vitellaria paradoxa,
faisant objet de notre étude. Dans les lignes a suivre, nous décrirons la monographie de

chacune de ces plantes.
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1.4- Monographie des plantes utilisees dans la recette

1.4.1- Monographie de Aframomum melegueta

1.4.1.1. Classification taxonomique

e Noms en Francais : maniguette,

poivre de Guinée, graine de paradis

e Noms locaux
Fon : atakoun
Mina: atakou
Goun : ata

e Systématique
Régne : Plantea
Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Figure 11 : Fruits et graines de Aframomum melegueta [93]

1.4.1.2- Description botanique et distribution

e Description botanique

Classe : Liliopsida
Sous-classe : Zingiberidae
Ordre : Zingiberales
Famille : Zingiberaceae
Genre et espéce : Aframomum
melegueta (K. Schum, 1904)[94]

e Synonymes :
Amomum melegueta (Monandr. 1828)
Aframomum granum-paradisi (K.
Schum, 1904)

o
LAY

Aframomum melegueta est une plante herbacée dont la tige peut atteindre 2 m de haut a

partir du rhizome rampant. Les feuilles sont sessiles, glabres, lancéolées de 18 a 22 cm

de long. Les inflorescences sont des éepis solitaires formés de quelques fleurs de 7 a 13

cm pourvues de bractées. Les corolles sont blanches, roses ou mauves avec un labelle

arrondi, jaune a la base et rouge a lI'apex. Les fruits sont des baies ovoides ou fusiformes
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orangées puis rouges. lls contiennent une pulpe incolore a saveur acidulée. Les graines

dures et anguleuses luisantes, de couleur brun-rouge mesurent 3,5 mm de diamétre[94].
e Distribution

C’est une espece soudano-guinéenne, rarement cultivée dans les jardins de case [94].

Au Bénin, ¢’est un fruit magique importé du Nigéria.
1.4.1.3- Usage ethnopharmacologique de Aframomum melegueta

Les graines de Aframomum melegueta sont utilisées dans la prise en charge des
affections suivantes : affections gynécologiques (infertilité féminine, polyménorrhée),
affections digestives (maladie hémorroidaire, hernie), troubles psychiatriques
(démence, folie), affections neurologiques (épilepsie), rhumatisme, parasitoses
(ankylostomiase, gale), affections respiratoires (asthme, toux) [95]. Elles sont réputées

aphrodisiaques.

1.4.1.4- Phytochimie et activité pharmacologique

Un criblage phytochimique qualitatif a été réalise sur les eéchantillons
de poudre de graine de Aframomun melegueta. Cette étude a révélé la présence des
composes ci-apres : alcaloides, tanins catéchiques, tanins galliques, leuco-anthocyanes,
derivés quinoniques, stéroides, mucilages, anthracéniques libres, O-hétérosides, C-
hétérosides [9]. Les métabolites secondaires tels que les tanins, les alcaloides et les

leucoanthocyanes identifiés dans 1’extrait sont antioxydants et antiinflammatoires [96].

En 2014, Onoja et al ont réalisé une étude afin d’évaluer les effets antioxydants
de I'extrait méthanolique de graines d'A. melegueta. Les effets antioxydants ont éte
évalues a l'aide d'un dosage photométrique in vitro de la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
et d'une méthode de dosage in vivo de la catalase sérique, de la superoxyde dismutase
et de la substance réactive a I'acide thiobarbiturique. L'extrait (concentration de 25 a 400
ug/mL) a présenté une activité antioxydante in vitro. L’extrait méthanolique de

Aframomum melegueta a été administré a des groupes de rats Wistar a différentes doses

Evaluation de I’effet d’une recette & base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 50

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités

(100 mg/kg, 200 mg/kg et 400 mg/kg) pendant 21 jours. L'extrait (400 mg/kg) a montré
une augmentation significative de I'activité de la catalase sérique et de la superoxyde
dismutase par rapport au groupe témoin ayant recu de 1’eau distillée. L'extrait (400
mg/kg) a montré une diminution significative du taux sérique de malondialdéhyde. Ces
résultats suggerent que la graine de A. melegueta a une puissante capacité antioxydante
qui peut étre responsable de certaines de ses activités pharmacologiques rapportées et

peut étre utilisée comme supplément antioxydant [97].
1.4.1.5- Toxicité de Aframomum melegueta

Selon une étude réalisée par Nebojsa et al aux Etats-Unis en 2008, I’administration de
I’extrait éthanolique des graines de Aframomum melegueta a la dose de 1500 mg/Kg a
des rats Wistar pendant 28 jours entraine une augmentation statistiguement significative
des phosphatases alcalines, des aspartates aminotransférases (ASAT) et de la masse du
foie avec absence d’augmentation de la bilirubine, suggérant un début de toxicité
hépatique [98].

1.4.2- Monographie de Desmodium velutinum

1.4.2.1- Classification taxonomique

e Noms locaux Sous-classe : Magnoliidae
Fon : Téd’avowu Ordre : Fabales
Xwla : Téd’ovowu Famille : Fabaceae

e Systématique Genre et espéce : Desmodium
Régne : Plantae velutinum (Willd.) DC. 1825 [99]
Sous-regne : Viridaeplantae e Synonymes
Division : Magnoliophyta Hedysarum velutinum (Willd.) 1802
Classe : Magnoliopsida Desmodium lasiocarpum (P. Beauv.)

DC. 1825
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Figure 12 : Tige feuillée et fleurie de Desmodium velutinum [95]

1.4.2.2. Description botanique et distribution

e Description botanique
Semi ligneux, érige, ayant une taille de 1 a 2 m ; les branches sont couvertes de
nombreux poils bruns ; les feuilles sont de forme ovale, d’une longueur
pouvant atteindre 15 cm de long pour 8 cm de large. Les fleurs sont de couleur rose a
violette. La gousse mesure 1.8 cm de long, densément velue et ayant une profonde
rainure sur une face [99, 100].

e Distribution
Cette plante est retrouvée dans les savanes, jacheres tropicales d’Afrique et en Asie
[100]. Au Bénin on le retrouve a Bassila, Bétérou, Pobe, Matéri, Boukoumbe, Soka.
1.4.2.3- Ethnopharmacologie de Desmodium velutinum
Desmodium velutinum est utilisé dans la prise en charge des affections gynécologiques
(infertilite féminine et infections génitales), affections digestives (ankylostomiase et

diarrhée) et infertilité masculine [95].

1.4.2.4- Phytochimie et activité pharmacologique

En 2022, Nkwocha et al. ont réalisé une étude dont le but était d'analyser et
d'identifier les composeés phytochimiques et les constituants bioactifs présents dans la
tige de Desmodium velutinum. Les analyses phytochimiques ont montreé la présence de

tanins, de flavonoides, de composes phénoliques et d'alcaloides. Il a été rapporté que
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ces composes phytochimiques identifiés dans la tige de Desmodium velutinum

possédent des propriétés antioxydantes [101].

En 2020, Abaniwo et al. ont réalisé une étude afin d’évaluer les potentiels
spermatogéniques de I'extrait agueux de feuilles de Desmodium velutinum (DVAE).
L’étude des propriétés fertilisantes a éteé réalisée en utilisant 20 rats Wistar males adultes
et 8 femelles. Les rats males ont été randomisés en 4 groupes de 5 rats. Le groupe 1 a
servi de contréle normal et recu 20 ml/kg d’eau distillée ; les groupes 2 et 3 ont regu
respectivement 200 et 400 mg/kg de DVAE tandis que le groupe 4 a servi de standard
témoin et a recu 5 mg/kg de citrate de sildénafil. Tous les traitements ont éte effectués
par voie orale pendant 28 jours au cours desquels les fréquences d'accouplement ont été
observées chez des rats males appariés avec des rats femelles en période d'cestrus. Vingt-
quatre heures apres le dernier traitement, les rats ont été euthanasiés et I'épididyme des
rats a été reseque et les effets de I'extrait sur le nombre, la mobilité, la morphologie des
spermatozoides et poids de I'épididyme ont été évalués. L'extrait a produit, de maniere
dose-dépendante, une augmentation significative des fréquences d'accouplement, du
nombre de spermatozoides, de la mobilite des spermatozoides, du pourcentage de
spermatozoides normaux et du poids de I'épididyme. Il a été conclu que I'extrait de
Desmodium velutinum possede des effets fertilisants [102].
1.4.2.5- Toxicité de Desmodium velutinum
L’évaluation de la toxicité orale aigiie de Desmodium velutinum sur des souris albinos
Sweiss, faite par Isah et al. en 2014 au Nigéria a montré que 1’administration d’une dose
de 5000 mg/kg de 1’extrait de Desmodium velutinum entraine la mort de la souris au
bout de 24 h. La DLsy de Desmodium velutinum a été obtenue a 3807 mg/kg. La
consommation de 1’extrait de Desmodium velutinum est relativement sécurisée chez
I’homme [103].
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1.4.3- Monographie de Musa paradisiaca
1.4.3.1- Classification taxonomique
e Noms en Francais : banane
plantain
e Noms locaux
Fon : Kokweé aloga
Goun : Gunkokwé
Mina : Amadan
e Systématique
Régne : Plantea

Sous-regne : Tracheobionta

Figure 13 : Fruits de Musa paradisiaca [104]
1.4.3.2- Description botanique et distribution

e Description botanique

Généralités

Division : Spermatophyta
Classe : Liliopsida
Sous-classe : Commelinidae
Ordre : Zingiberales
Famille : Musaceae
Genre et espéce : Musa paradisiaca
(L. 1753) [106, 154]
e Synonymes :
Musa sapientum (L. 1891)

Musa corniculata (Lour.)

Le bananier est une tres grande plante, de 6 a 10 metres de hauteur, a stolons et a

feuilles pétiolées, pouvant atteindre 2 metres de long. Ses feuilles enveloppantes

forment le ” tronc ” de la plante. Son inflorescence pendante, jusqu’a 1,5 m de long, a

des bractées lancéolées a oblongues ovales, rougeatres a brunes. Ses fleurs blanc-

jaunatres, de 3 a 4 cm, ont un calice a cing dents et un pétale libre ovale. La banane est

un fruit cylindrique mesurant jusqu’a 30 cm, vert ou jaune selon le degré de maturité

[105].
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e Distribution

C’est une espece cultivée [106].

1.4.3.3- Ethnopharmacologie de Musa paradisiaca

La décoction du fruit vert de Musa paradisiaca est utilisée dans les affections digestives
(diarrhées et les dysenteries). On emploie la pulpe verte en cataplasme sur les plaies, les
ulceres et les brilures [105]. Les fruits verts de Musa paradisiaca sont utilisés dans la
prise en charge de I’infertilité masculine.

1.4.3.4- Propriétés chimiques et pharmacologiques

Selon Victor et al. en 2023, D’extrait éthanolique du fruit vert de Musa
paradisiaca contiendrait les composes ci-apres : alcaloides, saponosides, tanins,
flavonoides, terpénes et stérols [107].

En 2013, Alabi et al. ont réalisé une étude visant a déterminer les effets de
I'administration de fruits verts de Musa paradisiaca sur la qualité de la semence de rats
Wistar méles adultes. Les animaux utilisés pour I'étude ont été regroupés en trois : le
témoin groupe recevant 2 ml d'eau distillée, un groupe recevant 500 mg/kg/jour et un
groupe recevant 1000 mg/kg/jour de fruits de plantain, qui ont été transformés en farine,
et dissous dans 2 ml d'eau distillée pour une administration orale facile. Ce traitement a
été fait pendant 28 jours. Une augmentation significative des parametres du sperme a
été remarquée chez les animaux qui ont recu une dose plus faible de farine de plantain,
mais les animaux qui ont recu la dose élevee avaient des réductions de la concentration
en spermatozoides et du pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux.
Musa paradisiaca doit donc étre consommeé en gquantité modérée pour en tirer ses effets
bénéfiques sur I'amélioration des fonctions reproductives [13].
1.4.3.5- Toxicité de Musa paradisiaca
Musa paradisiaca n’aurait pas d’effets toxiques en administration orale aiglie a 5000
mg/kg selon Ugbogu et al. en 2018. Selon les mémes auteurs, le test de toxicité subaigué
réalisé avec I’extrait aqueux de M. paradisiaca n’aurait pas révélé d’événement

indésirable [108]. Par contre, Victor et al. en 2023, auraient remarqué une toxicité rénale
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et hépatique suite a une administration de fortes doses de I’extrait éthanolique M.
paradisiaca a des rats Wistar pendant 14 jours (test de toxicité subaigué) [107]. Cette
discordance pourrait s’expliquer par la différence des solvants utilisés pour I’extraction.
1.4.4- Monographie de Piper guineense

1.4.4.1- Classification taxonomique

e Noms en Francais : poivre Classe : Magnoliopsida
des Achantis Sous-classe : Magnoliidae

e Noms locaux Ordre : Piperales
Fon : lenlenkun Famille : Piperaceae
Goun : lenlenkun Genre et espéce : Piper guineense
Mina : ativikanlin (Schumach. & Thonn. 1827)

e Systématique e Synonymes :
Régne : Plantae Piper laurentii (De Wild. 1906)
Sous-réegne : Tracheobionta Piper sclerocladum (C. DC. 1894)

Division : Magnoliophyta

Figure 14 : Tige feuillée de Piper guineense [109]
1.4.4.2. Description botanique et distribution
e Description botanique
Piper guineense est une liane dioique, ligneuse a la base, s’agrippant sur les troncs

des arbres par des racines crampons, atteignant 5 cm de diamétre et 23 m de haut. Les
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feuilles alternes, elliptiques, de 16 cm de long et I’inflorescence est en épi de 3-5 cm de
long, se transformant en grappes. Les fleurs sans calice ni corolle. Les fruits en grappes
pendantes de 4-10 cm de long, constituées de 50-100 baies sphériques de 3-4 mm de
diametre, orangees a rouges, a pédicelles de 5-10 mm de long [110].
e Distribution

D’origine africaine, cette plante pousse en Afrique tropicale, du Sénégal a I’ Angola et
a I’Ouganda. Elle est largement répandue en zones forestieres au Cameroun, y compris
les galeries forestieres et cordons littoraux ; elle est abondante en forét semi-caducifoliée
[110, 111].
1.4.4.3- Ethnopharmacologie de Piper guineense
Les fruits secs de Piper guineense sont utilisés dans la prise en charge de I’infertilité
aussi bien masculine que féminine et dans les affections gynécologiques (troubles
d’ovulation, infections sexuellement transmissibles, les fibromes utérins, aménorrhée)
[8]. lls sont également utilisés comme adjuvants dans le traitement du paludisme, des
affections digestives (la diarrhée, des douleurs abdominales, de la maladie
hémorroidaire, de I’ulcére), de la sinusite, des maux d’yeux, de la toux, de la fatigue
générale, des plaies superficielles et du manque d’appétit [112].
1.4.4.4- Propriétés chimiques et pharmacologiques

Un criblage phytochimique qualitatif a été réalise sur les eéchantillons
de poudre de graine de Piper guineense. Cette étude a révélé la présence des composés

ci-apres : alcaloides, tanins catéchiques, flavone, mucilages, composés réducteurs [9].

En 2003, Mbongue et al. ont étudié I'effet de I'extrait aqueux de Piper guineense
sur la fonction reproductrice méle chez des rats Wistar. Des rats méles, &gés de 3 mois,
pesant 180-210 g ont recu (par intubation gastrique) I'extrait aqueux de fruits secs de
Piper guineense a deux doses, 122,5 et 245 mg/kg pendant 8 jours et 122,5 mg/kg
pendant 55 jours. Le groupe témoin a recu de I'eau distillée pendant la méme durée. Les
animaux ont été sacrifiés et le sang, les testicules, I'épididyme, les vésicules séminales

et la prostate ont été prélevés pour des analyses biochimiques. 11y a eu une augmentation
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significative du taux de testostérone dans le sérum et les testicules, de cholestérol dans
les testicules, d'a-glucosidase dans I'épididyme et de fructose dans les vésicules
séminales apres 8 jours de traitement, alors qu'avec 55 jours de traitement, les niveaux
de cholestérol dans les testicules a augmenté de 75 %, tandis que les niveaux d'a-
glucosidase dans I'épididyme et le fructose des vesicules séminales ont diminué de 24
et 21 % respectivement. En revanche, il y a eu une réduction de 20 % de la fertilité chez
les rats traités avec P. guineense apres 55 jours de traitement. On en déduit donc que,
utilisé sur une courte durée, I’extrait aqueux du fruit sec de Piper guineense améliore
les fonctions reproductives tandis qu’une utilisation prolongée pourrait avoir un impact
négatif [113].

1.4.4.5- Toxicité de Piper guineense

Piper guineense n’a pas montré de toxicité orale aiglie, administré a 8000 mg/kg a des
souris. Par contre, le test de toxicité subchronique a révelé des infiltras de cellules
inflammatoires, une congestion vasculaire et un cedéme interstitiel au niveau splénique,
hépatique et rénal lorsque I’extrait est administré a 250 mg/Kg pendant 30 jours ;
suggérant une toxicité hépatique et rénale [114].

1.4.5- Monographie de Vitellaria paradoxa

1.4.5.1- Classification taxonomique

e Noms en Francais : karité Sous-classe : Dilleniidae

e Noms locaux Ordre : Ebenales
Fon : limutin Famille : Sapotaceae
Bariba : sombu Genre et espéce : Vitellaria
Dendi : kayehi paradoxa (C. F. Gaertn, 1807)

e Systématique e Synonymes :
Régne : Plantae Butyrospermum paradoxum (C. F.
Sous-régne : Tracheobionta Gaertn) Hepper, 1963
Division : Magnoliophyta Butyrospermum parkii (G. Don)
Classe : Magnoliopsida Kotschy, 1865

Evaluation de I’effet d’une recette & base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 58

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités

Figure 15 : Rameau feuillé de Vitellaria paradoxa [115]
1.4.5.2- Description botanique et distribution

e Description botanique

Vitellaria paradoxa est €levé entre 10 et 15 metres, avec un tronc qui peut atteindre
un métre de diamétre. L’écorce est gris noiratre, rugueuse, profondément crevassée en
plagques plus ou moins rectangulaires. Feuilles alternes, rassemblées a I’extrémité des
branches, etroitement oblongues, a bord ondulé, a sommet en coin, a base arrondie. Les
jeunes feuilles sont rougeatres et plus ou moins pubescentes, glabre. Nervures pennées,
a 20-40 paires de nervures secondaires plus ou moins saillantes selon les arbres.
Inflorescence ombelle compacte de 20-40 fleurs disposées a I’extrémité des rameaux.
La fleur est blanc creme. Fruit drupe ovoide, glabre ou pubescent, de 4-5cm de long,
disposé au bout d’un pédicelle, portant le reste du style au sommet et le reste du calice
a la base, vert et jaune a maturité, contenant une graine noyeée dans une pulpe charnue
et sucrée. Graine (noix de karité) brune, de 2,5-5cm de long, a coquille luisante et
marquée d’une grande cicatrice beige, mate et elliptique occupant la hauteur de la graine
[116].

e Distribution
Vitellaria paradoxa est indigéne de la zone des savanes guinéennes et soudaniennes, du
Sénégal jusqu’au Soudan, et a I’ouest de 1’Ethiopie et en Ouganda, dans une bande de

500-700 km de large. On le trouve a ’intérieur des terres, séparé¢ du Golfe de Guinée
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par des foréts ; il n’y a qu’au Ghana et au Nigeria qu’on le trouve a moins de 50 km de
la cdte [116]. Au Bénin on le trouve dans le Zou, a Kandi et a Djidja.
1.4.5.3- Ethnopharmacologie de Vitellaria paradoxa
Vitellaria paradoxa est utilisé dans le traitement de la fievre jaune, des crises
épileptiques, des affections respiratoires (rhume, toux, tuberculose), des affections
dermatologiques (gale, boutons, démangeaisons), des douleurs articulaires, de
I’asthénie et des maladies infantiles [117].
1.4.5.4- Phytochimie et activité pharmacologique

Une étude réalisée en 2016 par Falana et al. a révélé la présence de plusieurs
constituants phytochimiques dans les racines, les feuilles et I'écorce de Vitellaria
paradoxa. Les constituants sont les tanins, les saponosides, les flavonoides, les
alcaloides, les stéroides, les terpenes, les glycosides cardiaques, phlobatanins et les
anthraquinones[118]. L'extrait de Vitellaria paradoxa a presenté une inhibition de 50 %
des radicaux libres DPPH a 0,008777 mg/ml, tandis que l'acide ascorbique utilisé
comme standard avait une 1Cso de 0,078777 mg/ml. Le principal constituant actif de
I'échantillon purifié a été identifié comme étant l'acide 14-méthylhexadécanoique.
L'étude a conclu que I'extrait d'écorce de tige de V. paradoxa posséde des propriétés

antioxydantes.

1.4.5.5- Toxicité de Vitellaria paradoxa
Il existe peu de données sur la toxicité orale de Vitellaria paradoxa. Il lui a plutdt été
demontré un effet hépatoprotecteur et néphroprotecteur [119].

1.5- Les métabolites secondaires des plantes

Le métabolisme peut €tre défini comme étant I’ensemble des réactions biochimiques
effectuées par un organisme. Les métabolites sont les intermédiaires et les produits du
métabolisme et sont généralement limités aux petites molécules. Le terme *’secondaire’’
introduit en 1891 par Albrecht Kossel implique qu’il existe dans chaque cellule vivante,
des meétabolites primaires primordiaux pour son fonctionnement tandis que les

métabolites secondaires ne sont pas indispensables [120].

Evaluation de I’effet d’une recette & base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 60

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Généralités
1.5.1- Les métabolites primaires

Ce sont les oses, les acides aminés, les nucléotides et les acides gras. Il joue un réle
important dans la croissance et le développement de la plante, dans la transmission des
signaux ainsi que dans la reproduction. La photosynthese et la protéosynthese sont des

types de métabolisme primaire [121].
1.5.2- Les métabolites secondaires

IIs dérivent des métabolites primaires. Environ 80 % des métabolites secondaires
proviennent des plantes et 20 % des microorganismes. Ce sont des molécules de défense
chimiques, contribuant a 1’adaptation de la plante a 1’environnement et dont 1’absence
n’a pas d’effet délétére sur cette derniére. Ils jouent un role protecteur contre les rayons
ultraviolets, les microbes, les insectes, les variations de température. Les métabolites
secondaires sont classés en cing grandes familles : les composés phénoliques, les
terpenes, les steroides, les alcaloides et les saponosides. Les composes phénoliques sont
une classe particulierement intéressante de métabolites secondaires. Diverses études ont
montré leur capacité antioxydante et leur utilité dans le traitement des pathologies

impliquant les espéces réactives de 1I’oxygeéne dont I’infertilité idiopathique [120-123].

1.6- Phytothérapie et toxicité
1.6.1- Définitions
e Meédecine traditionnelle : C’est la somme de toutes les connaissances,
compétences et pratiques reposant sur les théories, croyances et expériences
propres a différentes cultures, qu’elles soient explicables ou non, et qui sont
utilisées dans la préservation de la santé, ainsi que dans la prévention, le
diagnostic, I’amélioration ou le traitement de maladies physiques ou mentales
[11].
e La phytothérapie
Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et

«therapein» qui signifie « soigner »[124].
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La phytothérapie désigne la medecine basée sur les extraits de plantes et les principes
actifs naturels.
On peut la distinguer en trois (3) types de pratiques [125]:
- Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basee sur [l'utilisation des
plantes selon les vertus découvertes empiriquement.
- Une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent
des principes actifs extraits des plantes.
- Une pratique de prophylaxie : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage
d’Ail, du Thym ou du Gingembre. Une alimentation equilibrée et contenant

certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique.

1.6.2- Toxicite liée aux plantes

Certaines plantes utilisées a visee thérapeutique peuvent, a fortes doses, présenter une
menace pour la santé de I’homme. C’est le cas par exemple de la Sauge, Salvia
oficinalis, 1’Armoise blanche, Artemisia herba alba et 1’Absinthe Artemisia
arborescens, toutes les trois sont des plantes médicinales a faible doses mais tres
toxiques a fortes doses[126]. Ainsi, afin d’évaluer la toxicité des plantes et déterminer
leurs éventuelles répercussions sur 1’organisme, des protocoles ont été établis par
I’organisation de coopération et de développement économique (OCDE) : on parle de
ligne directrice de ’OCDE. En effet, ’OCDE est une organisation internationale
s’occupant de la sécurité chimique. Ces protocoles ne se limitent donc pas seulement
aux plantes mais s’étendent a tout produit chimique. En ce qui concerne 1’évaluation
de la toxicité orale, ’OCDE propose des tests de toxicité aigué et de toxicité a doses

répétées (toxicité subchronique des 28 jours et toxicité des 90 jours) [127].

1.6.2.1- Test de toxicite orale aigué (Ligne 423)[127, 128]
C’est la ligne directrice utilisée pour 1’évaluation de la toxicité aigué dans notre
étude. Elle est basée sur I’administration d’une dose orale unique de la substance a tester

a des rongeurs par gavage oral, I’observation des animaux sur une période de 14 jours
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et la réalisation d’une autopsie. Les résultats obtenus au terme de cette etude permettent

la classification de la substance selon le systéeme géneral harmonisé.

1.6.2.2- Test de toxicité orale subchronique des 28 jours (Ligne 407)

La substance a tester est administrée quotidiennement par voie orale a différents

niveaux de dose a plusieurs groupes d'animaux, a raison d'un niveau de dose par groupe,
pendant une période de 28 jours. Au cours de cette période, les animaux sont examinés
soigneusement afin de déceler tout signe de toxicité. Au terme de ’essai, les animaux
sont sacrifiés et autopsiés. Les parametres hématologiques sont évalués et une analyse
microscopique du foie et des reins est réalisée. Une étude de 28 jours permet de
caractériser la toxicité de la substance d’essai, fournit des informations sur les effets
d’une exposition répétée par voix orale et peut indiquer la nécessité d’études ultérieures
plus longues [129].
1.6.2.3- Test de toxicité orale chronique des 90 jours (Ligne 408)
Différentes doses de la substance d’essai sont administrées quotidiennement par voie
orale a plusieurs groupes d’animaux d’expérience, a raison d’une valeur de dose par
groupe et ce durant au moins 90 jours. Pendant la période d’administration de la
substance, on observe les animaux attentivement en vue d’y déceler d’éventuels
symptomes de toxicité conformément aux recommandations de ’OCDE. A la fin de
I’essai, les animaux sont sacrifiés et autopsiés. Les paramétres hématologiques et
biochimiques sont €¢galement évalués afin d’¢tudier les principaux effets toxiques sur
les tissus et des coupes histologiques sont réalisees pour un examen microscopigue
[130].
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2. CADRE, MATERIEL ET
METHODE D’ETUDE



Cadre-Matériels-Méthode
2.1- Cadre d’étude
e Laboratoire d’Histologie Biologie de la Reproduction Cytogénétique et
Geénétique médicale de la Faculté des sciences de la santé de Cotonou
(UAC)
e Laboratoire de Pharmacognosie et de Phytothérapie de la Faculté des
Sciences de la Santé (UAC).

2.1- Matériel d’étude

Nous avons utilisé du matériel végétal, un modele expérimental, des outils

chimiques et des outils de laboratoire.
2.2.1- Matériel vegétal

C’est I’objet de notre travail de recherche. Il est composé des drogues végétales

suivantes :

. Desmodium velutinum (écorce de la racine)
o Aframomum melegueta (graines)

o Musa paradisiaca (pulpe du fruit vert)

o Piper guineense (fruit)

o Vitellaria paradoxa (écorce du tronc)

Desmodium velutinum a été collecté sur son site de développement naturel a
Ouidah (coordonnées GPS 6° 21’ 47.1” Nord, 2° 5* 6.2’ Est). Aframomum
melegueta, Piper guineense, Musa paradisiaca et Vitellaria paradoxa ont été
achetés aupres de revendeuses de plantes medicinales au marché de Cococodiji.
Les différentes plantes ont été soumises a certification par I’Herbier National du
Beénin. Le séchage des drogues a éte faite dans une enceinte climatisee pendant 07
jours. Les drogues seches ont ensuite été broyées en poudre grace a un moulin
electrique. Les poudres ont eté conservées dans des bocaux en verre

hermeétiquement fermes.
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2.2.2- Modéle expérimental

Le modele expérimental utilisé était le rat Wistar. Notre choix s’est porté sur le
rat Wistar parce que c’est un animal facile a manipuler, trés sensible aux essais
thérapeutiques. 11 s’est agi de rats males de 8 a 12 semaines d’age (sexuellement
matures), de poids moyen égal a 150 + 30g. Ces rats ont été obtenus a I’animalerie
du Laboratoire d’Histologie, de Biologie de la Reproduction et de Cytogénétique.
Les rats ont été acclimatés aux conditions ambiantes d’élevage de I’animalerie.
L’élevage s’est effectué dans une salle d’environ 40 m?, bien aérée, avec un cycle
naturel de lumiére et d’obscurité. Les animaux sont gardés dans des cages
conventionnelles collectives en plastique tapissées de copeaux de bois (qui sont
renouvelés toutes les 48h), munies de mangeoires et de biberons pour I’abreuvage.
Les rats ont libre accés a 1’eau de boisson et a la nourriture. Les cages d’élevage
et la salle sont quotidiennement nettoyées pour garantir un développement
optimal des animaux a 1’abri de toute infection. La nourriture des animaux est une
provende pour rongeurs commercialisée par le groupe Veto-Service. L’aliment

sec a été distribué une fois par jour entre 13 h et 14 h.

2.2.3- Outils chimiques

e L’anti-oxydant de référence

Notre anti-oxydant de référence est Veliten, un médicament contenant de la
vitamine E (50 mg), la vitamine C (200 mg) et de la rutine (200 mg) ; fabriqué

par le laboratoire Zambon en France.
e L’agent oxydant [131]

Le peroxyde d’hydrogeéne est une espece réactive d’oxygene non radicalaire.
Elle présente une demi-vie d’environ 1 ms. C’est une espéce peu réactive mais
ayant une forte capacité a diffuser dans les différents compartiments cellulaires.
En présence des métaux de transition (fer, cuivre), le peroxyde d’hydrogeéne forme
le radical hydroxyle qui posseéde une forte réactivité. Le choix de cet agent

d’induction des troubles de la qualité du sperme repose sur des travaux antérieurs
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qui ont montré la toxicité testiculaire du peroxyde d’hydrogéne [14, 132].

L’exposition des rats au peroxyde d’hydrogene a été faite par leur eau de boisson.

La teneur de peroxyde d’hydrogéne dans 1’eau de boisson est de 0,5 %.

2.2.4- Outils de laboratoire :

e Appareils

Agitateur rotatoire magnétigue (VWR, Belgique)
Bain marie (SW22, Allemagne)

Balance analytique (ESSE®, Italie)

Etuve (Memmert, Allemagne)

Rotavapor (VWR, Allemagne)
Spectrophotometre (VWR, Chine)

Vortex (VWR, Amérique)

pH metre (Modeol, Chine)

e Consommables médicaux

Tubes Falcon 50ml
Tubes Eppendorf

Tubes hématocrite
Cones pour micropipette
Coton stérile

Gants stériles

Boite de dissection

Seringues de 5cc et de 1cc

e Verrerie de laboratoire

Béchers
Eprouvettes
Fioles
Potence
Spatules
Tube a essai
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- Poire
- Verre de montre
- Ampoule a décanter
e Réactifs et produits chimiques
- Peroxyde d’hydrogéne
- Eau distillée
- Dimeéthylsulfoxide (DMSO) (JHD®, China)
- Ethanol a 95 % (CPNG, Bénin)
- Formol a 10 %
- Ether médical (Cooper, Belgique)
- Sérum physiologique (Atlantic Lifesciences limited, Ghana)
- Réactifs du screening phytochimique
- Réactifs de dosage des composés phénoliques
- Reactifs du test de réduction de la DPPH

2.2- Meéthode
2.3.1- Phase préparatoire

Empiriquement, la recette traditionnelle est faite a 77% de Musa paradisiaca,
14% de Vitellaria paradoxa, 6% de Desmodium velutinum, 2% de Piper
guineense et 1% de Aframomum melegueta soit respectivement 385¢g, 70g, 30g,
10g et 5g pour 5009 de poudre et 5 morceaux de sucre. Le tout a été macére a
10% (poids/volume) avec un solvant hydroéthanolique. Pour ce faire, nous avons
ajouté 50g de chaque poudre a 500ml de solvant hydroéthanolique (60/40). Le
mélange, hermetiquement fermé, est laissé sous agitation continue a 180
tours/minute pendant 72 heures. Le macérat obtenu est filtré trois fois sur papier
filtre, évaporé au Rotavapor puis séché a I’é¢tuve a 40 °C. L’extrait sec obtenu a
été conservé a 4°C dans des flacons opaques, a I’abri de la lumiére et de

I’humidité.
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Le rendement (R) de chaque extraction a été calculé par la formule suivante :

Masse d’extrait sec obtenu (g)

R (%) = x 100
Masse de poudre végétale utilisée (g)

2.3.2- Phase d’expérimentation in vitro
2.3.2.1- Analyse phytochimique

Le screening phytochimique permet d’identifier les métabolites
secondaires présents dans une drogue végétale avec des réactifs spécifiques. Il a
été effectué sur un extrait hydroéthanolique de notre drogue végetale. 1l est basé
sur les réactions de preécipitation et de coloration, différentielles des principaux
groupes de composés chimiques contenus dans les plantes selon la méthode de

Houghton et Ramann [17].
2.3.2.2- Dosage des composes polyphénoliques

a) Les composés polyphénoliques totaux

e Principe

Les polyphénols totaux ont été dosés selon la méthode de Edoun et al. (2020).
Elle consiste en la réduction des acides phosphomolybdique et phosphotungstique
du réactif de Folin-Ciocalteu par les groupements hydroxyles des polyphénols des

extraits en un mélange d oxydes bleus de molybdene et de tungstene.
e Méthode

On introduit dans un tube a essai 125 pl de DAMPI a 2 mg/ml auquel on ajoute
625 pl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 10°™. Aprés 5 minutes, on arréte la
réaction par ajout de 500 pl d"une solution aqueuse de carbonate de sodium a 75
g/l. On ajoute ensuite 250 ul d’eau distillée. Le mélange est incubé a 1" obscurité

pendant 2 heures a température ambiante. L absorbance du mélange a été lue a
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760 nm au spectrophotometre. Les essais ont été réalisés en triplicat. L acide
gallique a été utilisé comme standard. La concentration de |”extrait en polyphénol

est expriméee en mg Equivalents Acide Gallique (EAG)/g d”extrait.

b) Tanins condensés totaux

e Principe

Ce dosage a eté fait par la méthode de la vanilline chlorhydrique décrite par
Zemmouri et al. ( 2019). Il consiste en la quantification des adduits rougeéatres
formés par la réaction entre la vanilline et le noyau flavanol des monomeres de
tanins condenseés. L intensité de la coloration rouge est proportionnelle a la teneur

en tanins condenseés.

e Meéthode

500 ul d"extrait (@ 2 mg/ml) ou de standard (catéchine) est introduit dans un tube
contenant 3 ml de vanilline méthanolique (4 %). Aprés homogéneisation, il a été
ajouté 1,5 ml d"acide chlorhydrique concentré au mélange précédent. Le mélange
a été incube pendant 20 minutes au bain-marie a 30 °C. L’absorbance du mélange
est ensuite lue au spectrophotomeétre a 500 nm. Les concentrations en tannins
condensés sont déterminées a partir d’une courbe étalon réalisée avec des
concentrations connues de standard (catéchine) dans les mémes conditions
opératoires. Les concentrations en tannins catéchiques sont exprimés en mg
Equivalents Catéchine (ECT)/g d extrait.

c) Flavonoides totaux

e Principe

Les teneurs en flavonoides de 1’extrait ont été quantifiées par la méthode du
chlorure d’aluminium [122]. Elle se base sur la formation du complexe
flavonosides-(AI**,3CI") qui conféere au mélange une coloration jaune d’intensité

proportionnelle a la concentration en flavonoides.
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e Meéthode

Dans un tube a essai, on prépare un mélange de 500 pl d"extrait a 2 mg/ml et 500
ul de chlorure d"aluminium. Le mélange a été incubé durant 10 minutes a
I"obscurité et son absorbance a été mesurée a4 420 nm. Les essais ont été réalises
en triplicat. La rutine a été utilisée comme standard. Une courbe d’étalonnage a
été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en se servant de la
rutine (15-500 pg/ml) comme standard. La concentration en flavonoides de

I"extrait est exprimée en mg Equivalents Rutine (ERU)/g d’extrait.
2.3.2.3- Test de réduction de la DPPH
a. Principe

Le test de réduction du 2,2- Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est une méthode
d’évaluation de [Dactivité antioxydante réalisée habituellement pour tester
I’habileté des composés a neutraliser les radicaux libres ou leur capacité a céder

un atome d’hydrogéne.

La DPPH est un radical libre stable ayant un électron libre, de coloration violette
foncée en solution. Elle a une absorbance maximale a 517 nm au
spectrophotomeétre. Lorsqu’un antioxydant céde un atome d’hydrogéne a la
DPPH, il réduit cette derniere en DPPH-H avec pour conséquence la décoloration
de la solution (qui devient jaune) et une diminution de I’absorbance. La
décoloration est fonction du nombre d’électrons capturés. Plus la décoloration est

importante, plus I’activité antioxydante I’est également [135].

ole s¥e

+ Antioxydant -O ———

) + Antioxydant-Oe
Ne NH

NO, NO, NO, NO,

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)
Figure 16 : Equation du radical DPPH transforme en DPPH-H [136]
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b. Méthode

Dans des tubes a essais ont été préparées des solutions éthanoliques de DAMPI a
différentes concentrations (16 ;8 ;4;2;1;0,5;0,25; 0,125 ; 0,0625 ; 0,0312
mg/ml) de 0,5 ml par méthode de dilution. A ces solutions ont été ajoutés 2,5ml
de DPPH a 0,04mg/ml. Les mélanges ont été homogeénéisés au VVortex et gardés a
I’abri de la lumicre pendant 30 minutes. La décroissance de 1’absorbance est

ensuite mesurée au spectrophotomeétre a 517 nm.

Le contrdle positif utilisé est le Veliten (vitamine C 200mg, Vitamine E 50mg,
Rutine 200mg). La solution de Veliten a été preparée dans les mémes conditions

opératoires (0-10pg) de vitamine C. L’expérience a été faite en triplicat.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) :
1% = [(ADS controle — ADS test) / ADS controle] X 100
ADS contrale - Absorbance de la DPPH lue contre 1’éthanol comme blanc.
ADs test : Absorbance du standard ou des échantillons
Une faible absorbance de I’échantillon indique une activité antioxydante élevée.
L’ICsp est la concentration d’échantillon nécessaire pour réduire 50% de la DPPH.
2.3.3- Phase d’expérimentation in vivo

2.3.3.1- Etude de I’activité pharmacologique de DAMPI sur les troubles de la

qualité du sperme induit par le H>O> sur le rat Wistar

Cette étude a été menée sur vingt-cing rats males adultes de poids moyen égal a
150£30g. Les rats ont été repartis de maniére aleéatoire en 5 groupes de 5 rats. Les
traitements ont été administres aux différents groupes suivant le schéma décrit par
le tableau V.
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Tableau V : Schéma du protocole pour I’activité pharmacologique

Groupes  Type Substance Dose Quantité
administrée administrée
1 Controle négatif Eau distillée - Ad libitum
+
DMSO 5% 2ml
2 Controle positif H202 0,5% (v/v) Ad libitum
3 DAMPI 0,59 H202 0,5% (v/v) Ad libitum
DAMPI (dissout dans 0,5g/kg 2ml
la DMSO a 5%)
4 DAMPI 1g H202 0,5% (v/v) Ad libitum
DAMPI (dissout dans 1g/kg 2ml
la DMSO a 5%)
5 Veliten H202 0,5% (v/v) Ad libitum
Veliten (dissout dans  50mg/kg (de 2ml
la DMSO a 5%) Vit E)

Les parameétres analysés étaient : 1’évolution pondérale, le poids des organes
reproducteurs, les parameétres spermatiques, les parametres liés au stress oxydatif
et I’histologie des testicules et de 1’épididyme.

a) Evaluation de I’évolution pondérale

Les animaux ont été pesés de fagcon hebdomadaire a la méme heure.
b) Poids relatif des organes reproducteurs

Les rats ont été sacrifiés a J60 apres anesthésie a la kétamine a 75 mg/kg et a
I’acépromazine a 1,5mg/kg. Les animaux ont été disséqués et les organes
reproducteurs isolés, débarrassés de la graisse et des adhérences conjonctives puis
pesés. Les organes pesés sont les testicules, les épididymes, la vésicule séminale,
la prostate ventrale.
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c) Parametres spermatiques

L’¢évaluation des paramétres spermatiques a été faite a partir d’une suspension
épididymaire. L épididyme caudal droit de chaque animal est découpé dans 5 ml
d’eau physiologique contenu dans une boite de pétri (NaCl a 0,9 %) apres
dissection. Le mélange est laissé au repos pendant 5 minutes au Bain-Marie a 37
°C pour libérer en solution les spermatozoides. Il s’agit ensuite d’évaluer les

parametres ci-apres :
e Numération

La suspension épididymaire préalablement préparée est diluée au 1/10°™ avec du
méthanol a 50 % dans un tube a essai. Le mélange est incubé pendant au moins 5
minutes a température ambiante. On transfere 10 pl du mélange dans la cellule de
numeération (Malassez) pour le comptage a I’ objectif (x 40). Lire dans 5 rectangles
non consecutifs. Cette cellule est divisée en 100 rectangles de volume unitaire
égal a 0,01 mm? ou 10°ml. Le nombre de spermatozoides par ml est déterminé
par la formule suivante N= Nombre de spermatozoides moyens comptés x facteur

de dilution

Facteur de dilution = (Volume total de NaCl/volume de suspension transféré dans
le tube) X (volume total de solution dans le tube/volume unitaire d"un rectangle
de la cellule X 5)

e Mobiliteé

10 pl de la suspension épididymaire sont déposés sur une lame et recouverts d”une
lamelle propre. Les spermatozoides mobiles et immobiles sont comptés dans
chaque champ. La mobilité des spermatozoides doit étre évaluée dans au moins
10 champs de lecture. Le comptage porte sur 200 spermatozoides a 1" objectif (x

40). Le pourcentage de mobilité est déterminé par la formule suivante

Pourcentage de mobilité (%) = nombre de spermatozoides mobiles/200
spermatozoides x 100
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e Vitalité

20 pl de la suspension épididymaire sont mélangés avec un volume égal d"éosine
aqueuse a 1 %. Le mélange est homogénéisé pendant 2 minutes. Seuls les
spermatozoides dont la membrane n"est pas colorée en rose sont comptés dans 10
champs de lecture. Ce comptage se fera sur 200 spermatozoides a I"objectif (x
40). Pourcentage de vitalité (%) = nombre de spermatozoides non colorés/200

spermatozoides x 100
e Morphologie

Les frottis ont ete réalisés avec 10 ul de la suspension épididymaire (02 lames par
animal) et séchés a I air libre durant 30 minutes. Les lames ont été fixees dans une
solution de méthanol pendant 2 minutes, rincées trois fois a I"eau distillée et
séchées pendant 12 h. Les lames ont été colorées dans un bac contenant une
solution aqueuse d"éosine a 1 % pendant 1h. Laver les lames a |'eau distillée et
sécher a I"air libre. Elles ont été observées au microscope a I’objectif a immersion
(x100).

d) Evaluation des parameétres liés au stress oxydatif

Les organes ont été broyés dans une solution de tampon phosphate (50 mM, pH :
7,4) additionnée de laurylsulfate de sodium (1 %) (50ul pour 50 ml de solution).
La solution d’homogénat est préparée a 10 % (m/v). L’homogénat a été
centrifugé pendant 30 minutes a 3000 tours/secondes. Le surnageant a été

transféré dans des tubes et conserve a - 4 °C pendant au plus 48 h.

e Taux de MDA

Le taux de MDA a été dosé selon la méthode de Sahreen et al., 2013 [137]. Il a été
introduit dans les tubes a essai, 0,58 ml de tampon phosphate (a pH 7,4 de
concentration 0,1 M), 0,2 ml de solution d’acide ascorbique (a 100 mM), 0, 2 ml
de solution de chlorure ferrique (100 mM) et 0,2 ml de solution d’homogénat. Le

mélange a été incubé pendant une heure a 37 °C (bain-marie). La réaction a éte
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arrétée par 1’ajout de 1 ml d’une solution d’acide trichloroacétique a 10 % et de
I’addition d’1 ml d’acide thiobarbiturique a 0,67 %. Les tubes a essai ont été
placés dans un bain marie bouillant pendant 20 minutes. Les tubes ont été refroidis
dans un bac a glace contenant de I’cau glacée. Le mélange a été centrifugé a 3500
tours pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant a été lue au
spectrophotomeétre a 535 nm contre un blanc (le tampon phosphate remplace la

solution d’homogénat dans le mélange précédent).

La quantité de MDA formée est calculée sur la base du coefficient d’extinction
molaire du MDA (1,56*10° M-tcm™) et exprimée en nmol de MDA/minutes/mg
de tissu a 37°C.

e Taux de catalase

La catalase a été dosée selon la méthode de Aebi et al., 1984 [138]. Il a été
introduit dans un tube a essai, 100ul d’échantillon, 1ml de H,O, a 0,2M. Le
mélange a été homogénéise au vortex puis incube au bain marie pendant 3 minutes
a 37 °C. Il a été additionné au meélange 2 ml d’une solution d’acétate
dichromate/acide acetique glacial (1 : 3). Le tube a été incubé au bain-marie
bouillant pendant 10 minutes. Aprés refroidissement dans de 1’eau glacée, le tube
a été centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes. L’absorbance du

surnageant a éteé lue au spectrophotomeétre a 570 nm.
L’activité de la catalase a été déterminée par la formule suivante :

Activite catalase

kU = 2,303/t * [log (S0/S-M)] * (Vt/Vs)
SY : Absorbance du tube standard

S : Absorbance du tube de I’échantillon
M : Absorbance du tube controle-test

Vt : Volume du mélange dans le tube test

Vs : Volume de 1I’échantillon dans le tube test
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e Taux de SOD

Le dosage a €té effectué selon la méthode de Li et al. 2012 [139]. Il a été mélangé
dans un tube a essai 50ul de 1’échantillon et 2900 pl de tampon phosphate a pH
7,4 (50 mM + 1 mM Na,EDTA). Le mélange a été vortexé et maintenu a 37 °C
dans un bain-marie. Celui-ci a été transferé dans la cuve de lecture, auquel a été
ajoute 50ul de la solution de pyrogallol (60 mM). L’absorbance du mélange a été
lue au spectrophotometre durant 5 minutes par intervalle de 30 secondes contre

un blanc (solution de tampon phosphate).

Le pouvoir d’inhibition de 1’anion superoxyde (O,") est calculé par la formule
[(Ablanc-Aextrait) /A blanc] x 100. A : augmentation de I’absorbance durant la

lecture.
e) Coupes histologiques [140]

Les coupes histologiques ont été effectuées sur les testicules et épididymes des
rats. L’étude histologique est faite en microscopie optique. Elle est le fruit d’un
processus de préparation des échantillons s’effectuant en 5 étapes : la fixation,

I’inclusion, les coupes, la coloration, le montage.
e La fixation

Elle a pour but la conservation des tissus et leur durcissement. Immédiatement
apres prélevement, les organes sont immergés dans un grand volume de formol.
Apres durcissement, ils ont ensuite été decoupés puis mis en casette et introduits

dans un bain de formol a 10 % pendant 7 jours.
e L’inclusion

Elle a pour but de réaliser des coupes fines et régulicres. Le milieu d’inclusion le
plus utilisé est la paraffine. Elle est rendue liquide par chauffage a 70°C. La
paraffine n’étant pas miscible a I’eau, les organes doivent préalablement subir une

déshydratation par immersion pendant une heure a chaque étape dans des
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solutions d’éthanol a des degrés croissants (70 °C, 80 °C, 90 °C, 100 °C) puis

dans une solution de xyléne (immersion pendant trois heures).

Les échantillons ont été immergés dans un bain de paraffine (pendant 3 heures)
avant d’étre coulés dans une moule contenant de la paraffine fondue par chauffage
et devenue liquide. La paraffine infiltre alors toute la piéce. Apres
refroidissement, on se retrouve en présence d’un bloc de paraffine dur, a

I’intérieur duquel la piece est incluse.
e |escoupes

Les coupes des blocs de paraffine sont faites avec un microtome qui permet de
réaliser des tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les coupes sont

recueillies sur des lames de verre.

e Lacoloration

Elle accentue les contrastes pour mieux reconnaitre les structures de la
préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent
d’abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée aprés déparaffinage des
coupes (a la chaleur puis dans un bain de xylene) et immersion des lames dans de
I’alcool a des degrés décroissants puis dans ’cau distillée. Les lames ont été
colorées I’HE (Hématoxyline-Eosine). L’hématoxyline colore les noyaux en

violet, I’€osine colore les cytoplasmes en rose.

e Le montage

Les coupes colorées ont été dallées entre lames et lamelles avec une résine
synthétique dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose
alors d’une préparation microscopique pouvant &tre observée au microscope
optique. Les lames ont été observées avec un microscope photonigue muni d’une

caméra.
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2.3.3.2- Evaluation de la toxicité orale aigiie de I’extrait (DAMPI)

La toxicité orale aigiie de DAMPI a été évaluée selon la ligne 423 de I’OCDE

(Organisation de Coopération et Développement Economique).
a) Description de la ligne 423

I1 s’agit d’un protocole d’évaluation de la toxicité aigiie par voie orale des produits
chimiques. Il est basé sur I’administration d’une dose orale unique de la substance
a tester a des rongeurs par gavage oral, I’observation des animaux sur une période
de 14 jours et la réalisation d’une autopsie. Les résultats obtenus au terme de cette
étude permettent la classification de la substance selon le systeme général

harmonisé [127].
b) Schéma expérimental

Pour cette étude, nous avons choisi au hasard des rats Wistar males agés de 8-12
semaines pesant 150 + 30 g. Ces rats sont obtenus a I’animalerie du Laboratoire
d’Histologie, de Biologie de la Reproduction et de Cytogénétique. Nous avons
constitué deux groupes de trois rats males qui ont recu une dose unique de DAMPI

a 2000 mg/kg et de DMSO. Ces rats ont ensuite été suivis pendant 14 jours.

Le traitement a été administré par gavage. Le comportement et la prise alimentaire
des rats ont été releves chaque jour. Le poids corporel a été déterminé de maniére
hebdomadaire. A la fin de I’étude, les animaux ont été mis a jeun la veille. Les
rats ont été anesthesiés par le mélange kétamine-acépromazine en intrapéritoneal.
Les organes suivants ont éte isolés : cceur, poumons, reins, rate, foie, estomac,
vesicules séminales, testicules, épididymes. Les organes ont été pesés et leurs
poids relatifs déterminés. L’aspect macroscopique des organes a €té observé.
L’analyse microscopique de la structure du foie et des reins a été faite grace a des

coupes histologiques.
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Les résultats de nos travaux sont présentés comme suit :

3.1-

Etude phytochimique

Dosage des composes polyphénoliques
Test de reduction de la DPPH
Evaluation du potentiel spermatogénique

Test de toxicité aigue

Etude phytochimique

3.1.1- Rendement d’extraction

Résultats

L’extraction hydroéthanolique de 50g de la poudre de DAMPI a permis d’obtenir

un rendement de 64,62 % (p/p). La figure 17 montre 1’extrait.

Figure 17 : Extrait hydro-éthanolique de la recette (DAMPI)

L’extrait obtenu était marron de couleur et coulant.
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3.1.2- Screening phytochimique

Résultats

Le résultat du criblage phytochimique de DAMPI est présenté dans le tableau ci-

apres. De ce tableau, on retient que 1’extrait hydroéthanolique de DAMPI contient

les métabolites secondaires suivants : Tanins catéchiques, flavonoides, alcaloides,

leucoanthocyanes, composes réducteurs, stéroides et triterpenes.

Tableau VI : Screening phytochimique de DAMPI

GROUPES PHYTOCHIMIQUES RESULTATS
Alcaloides +
Tanins +
Tanins catéchiques +
Tanins galliques -
Flavonoides +
Coumarines -
Leucoanthocyanes +
Anthocyanes -
Saponosides -
Triterpénes et stéroides +
Mucilages -
Composés réducteurs +
Hétérosides cardiotoniques -
Anthracéniques libres -
O-anthracéniques -
O-anthracéniques a génine réduite -
Dérivés cyanogéniques -

+ : Positif - . negatif

Les tanins catéchiques et flavonoides étant des groupes connus pour leurs effets

antioxydants, leur dosage quantitatif serait d’intérét pour 1’exploration des

capacités antioxydantes de notre extrait.
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Résultats

3.2- Dosage des composés polyphénoliques

Les résultats du dosage quantitatif des composés polyphénoliques (flavonoides,
tanins condensés et composés polyphénoliques totaux) sont récapitulés dans le

tableau ci-apres :

Tableau VII : Dosage quantitatif des composés polyphénoliques

Polyphénols totaux Tanins catéchiques Flavonoides
(mg EAG/g dextrait)  (mg ECT/g d’extrait) (mg ERU)/g d’extrait)
11,229 + 4,396 22,637 + 14,310 4,769 + 0,821

3.3- Test de réduction de la DPPH

Ce test a permis d’évaluer 1’ICso de DAMPI comparativement au VELITEN qui
a été utilise comme référence. Le tableau VII montre que I’extrait (DAMPI)

présente un 1Csp d’inhibition de la DPPH supérieur a celui du Veliten,

Tableau VIII : Test de réduction de la DPPH

IC 50

VELITEN(ug/ml) DAMPI(ug/ml)
0,155 + 0,00028 376,917 = 0,656

L’ICsp est la concentration d’échantillon nécessaire pour réduire 50% de la DPPH.
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Résultats

3.4- Etude de I’activité pharmacologique de DAMPI sur les troubles de la

qualité du sperme induit par H2O: sur le rat Wistar

3.4.1- Evolution pondérale
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Figure 18 : Evolution du poids corporel

Cette figure nous montre des profils d’évolution pondérale similaires entre les

groupes d’étude.

3.4.2- Poids relatif des organes
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Figure 19 : Poids relatif des organes
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Résultats
Aucune différence significative du poids des organes reproducteurs n’a été

observée entre les groupes d’étude.
3.4.3- Evaluation des parametres spermatiques
Les parameétres spermatiques sont récapitulés dans le tableau IX ci-apres.

Ce tableau montre d’une part que le H,O, a entrainé une diminution de la
numération (de plus de la moiti€), la vitalité et la mobilité des spermatozoides ;
avec des données statistiquement significatives. D’autre part, on constate une

augmentation significative des anomalies morphologiques.

En ce qui concerne le groupe DAMPI 0,5 g, on remarque a une augmentation
significative des parameétres spermatiques en termes de numeération et de mobilité
par rapport au groupe H,O,. On note une augmentation non significative de la
vitalité mais les anomalies morphologiques restent peu modifiées par rapport au
groupe H,0,. Ces résultats sont similaires a ceux des groupes Veliten. Cependant

a 1g, DAMPI n’entraine pas d’amélioration du nombre de spermatozoides.

Tableau IX : Parametres spermatiques

Parameétres Ctrl H202 DAMPI DAMPI 1g  Veliten
0,59

Mobilité (%) 78,13+5,13  53,63+5,72* 77,25+1,20% 77,78+2,44% 75+231%

Viabilité (%) 87+4,62 53,83+2,77* 62,17+2,89* 56,50+2,75* 54,08+6,71*

Numération (10%/ml)  53,30+2,98 22,47+3,17* 49,60+5,03* 36,70+5,03  48,10+7,82"

Anomalies 22,75+¥4.21  46,25+4,27* 40,25+4,01* 43+7,05* 44,25+3,96*

morphologiques (%)

Les données sont exprimées sous la forme moyenne + erreur sur la moyenne (n=5). * indique une
différence significative (p < 0,05) par rapport au groupe Ctrl ; “indique une différence significative (p <

0,05) par rapport au groupe H,0..
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3.4.4- Parametres liés au stress oxydatif
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Les données sont exprimées sous la forme moyenne + erreur sur la moyenne (n=5). * indigue une
différence significative (p <0,05) par rapport au groupe Ctrl ; #*indique une différence significative (p <

0,05) par rapport au groupe H,0,.

Figure 20 : Effet de DAMPI sur le taux de MDA

Sur cette figure, on remarque une augmentation significative du taux de MDA du
groupe H,O, compare au groupe contréle. En ce qui concerne les groupes DAMPI
0,5 g, DAMPI 1 g et VELITEN, leurs taux de MDA sont significativement bas

par rapport au groupe H,0,.
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100

Pourcentage d'inhibition du 02"~

Groupes

Les données sont exprimées sous la forme moyenne + erreur sur la moyenne (n=5). * indique une
différence significative (p <0,05) par rapport au groupe Ctrl ; “indique une différence significative (p <
0,05) par rapport au groupe H,0,.

Figure 21 : Effet de DAMPI sur Pactivité de la SOD

Sur ce diagramme, on remarque d’une part que 1’activité de la SOD est plus élevée
dans le groupe H,O, que le groupe contrdle avec une significativite statistique.
D’autre part, on remarque une diminution significative de I’activité de la SOD

uniquement dans le groupe DAMPI 0,5 g/kg.
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0.08 A

Activité catalase (kU)

Groupes

Les données sont exprimées sous la forme moyenne + erreur sur la moyenne (n =5). * indique une
différence significative (p <0,05) par rapport au groupe Ctrl ; #indique une différence significative (p <
0,05) par rapport au groupe H,0,.

Figure 22 : Effet de DAMPI sur P’activité de la catalase

La présente figure illustre ’activité de la catalase. Sur cette figure, on remarque
une diminution significative de cette activité dans les groupes H,O,, DAMPI 1 g
et Veliten par rapport au groupe controle. Concernant le groupe DAMPI 0,5 g, on
note une activité nettement supérieure a celle du groupe H,0O,. Ces différences

sont statisquement significatives.
3.4.5- Etude histologique
3.4.5.1- Histologie des testicules
a) Groupe contréle

Les figures 23 et 24 représentent les testicules des rats du groupe témoin a

différents grossissements.
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Lutniére
séminifére

Espace
nterstitiel

Figure 23 : Coupe histologique du testicule (groupe témoin ; HE x 100)

On note un aspect histologique normal avec une intégrité de I’épithélium

séminifere.

Spermatide Lumitre
séminifere
Spermatocyte
Spermatogonie - Celtule d
—— Cellule de
" Leydig

IMembrane basale

Figure 24 : Coupe histologique du testicule (groupe témoin ; HE x 400)

Au grossissement x 400, on note également un aspect histologique normal des
tubes séminiféres avec la présence des spermatogonies, des spermatocytes et des

spermatides. Il y a également une intégrité de la membrane basale.
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a) Groupe H20-

Les figures suivantes montrent 1’effet du H,O, sur 1’épithélium séminifere des

rats.

Rupture de la
membrane basale

Décollement des
cellules germinales
de la membrane

Altération de la
structure histologique
de I’épithélium

Figure 25 : Coupe histologique du testicule (groupe H20:> ; HE x 100)

Sur cette coupe (x 100), on remarque une altération de la structure histologique
de I’¢épithélium séminifere qui est décollé de la membrane basale avec une rupture
par endroit de cette derniere. Notons que ces lésions se répétent sur plusieurs tubes

séminiferes.

Débris cellulaires

Spermatide

Noyau pycnotique

Figure 26 : Coupe histologique du testicule (groupe H20:> ; HE x 400)

Les lésions sus-cités sont plus visibles au grossissement x 400 avec la destruction
des cellules germinales dont certaines présentent un noyau pycnotique. On
remarque également la présence de spermatides et de débris cellulaires dans la
lumiere séminifere ainsi qu’une destruction des cellules de Sertoli.
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b) Groupe DAMPI 0,59

Les figures 27 et 28 montrent les effets de DAMPI sur 1’épithélium séminifére.

|
|

Figure 27 : Coupe histologique du testicule (groupe DAMPI 0,5 g ; HE x 100)

Sous DAMPI 0,5g (x 100), on constate des tubes séminiféeres d’aspect presque
normal avec une richesse particuliére des cellules germinales. L’espace interstitiel

a également un aspect presque normal.

Figure 28 : Coupe histologique du testicule (groupe DAMPI 0,5 g ; HE x 400)

Sur ces coupes, on observe une amélioration des altérations induites par le H;O..
Les tubes séminiferes présentent un aspect histologique proche de celui du groupe

controle.
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c) Groupe DAMPI 1g

Les figures suivantes montrent les effets de DAMPI sur I’épithélium séminifére

lorsqu’il est administré a 1g/kg.

Rupture de la
membrane basale

g L > ¥ ',.—h\ ( -', 1 "..

Figure 29 : Coupe histologique du testicule (groupe DAMPI 1 g ; HE x 100)

Les groupes rats présentent un aspect histologique avec une richesse en cellules

germinales. Toutefois, il est noté par endroits une rupture de la lame basale.

Rupture de la
membrane basale

Figure 30 : Coupe histologique du testicule (groupe DAMPI 1 g ; HE x 400)

La rupture de la membrane est mieux visible sur cette figure.
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d) Groupe VELITEN

Les figures suivantes montrent les effets du Veliten sur 1’épithélium séminifere.

Figure 32 : Coupe histologique du testicule (groupe Veliten ; HE x 400)

Sous Veliten, le parenchyme testiculaire présente une architecture histologique

normale avec une richesse en cellules germinales.

Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 91

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modele animal d’infertilité masculine



Résultats

3.4.5.2- Histologie des épididymes
a) Groupe contréle

Les figures 33 et 34 ci-dessous montrent 1’aspect histologique de 1’épididyme

caudal dans le groupe témoin.

Tubule
épididymaire

x 100)

Lumiere
tubulaire

Epithélium
épididymaire

Figure 34 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe témoin, HE x
400)

Ces figures montrent des tubules épididymaires bien délimités avec un épithélium

pseudostratifié stéréocilié intégre.

Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | 92

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modele animal d’infertilité masculine



Résultats

b) Groupe H.O,

Les figures 35 et 36 montrent I’aspect microscopique de 1’épididyme caudal chez

les rats ayant regu du peroxyde d’hydrogéne.

Epithélium
atrophié

Figure 35 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe H>O., HE X
100)

Figure 36 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe H>O,, HE x
400)

Sur les figures ci-dessus, on remarque une dilacération du tissu épididymaire avec

un épithélium atrophié avec une vacuité des tubules.
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c) Groupe DAMPI0.5¢

Les coupes histologiques de 1’épididyme caudal des rats du groupe ayant regu

I’extrait a 0,5 g/kg ont été observees differents grossissements.

Figure 37 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe DAMPI 0.5
g, HE x 100)

Figure 38 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe DAMPI 0.5
g, HE x 400)

Dans le groupe DAMPI 0,5g, le tissu épididymaire présente un aspect

histologique normal similaire au groupe controle.
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d) Groupe DAMPI 1 g

Sur les figures 39 et 40, on observe I’épididyme caudal des rats du groupe DAMPI

1g en microscopie optique.

Figure 39 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe DAMPI 1 g,
HE x 100)

Figure 40 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe DAMPI 1 g,
HE x 400)

Sur ces figures, on constate également un aspect histologique normale par rapport

au groupe contréle.
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e) Groupe Veliten

Les figures 41 et 42 montrent 1’aspect histologique de 1’épididyme caudal dans

les groupes Veliten.

Figure 41 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe Veliten 1 g,
HE x 100)

Figure 42 : Coupe histologique de I’épididyme caudal (Groupe Veliten 1 g,
HE x 400)

Ces figures montrent également un tissu épididymaire normal.
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3.5- Evaluation de la toxicité aigiie de DAMPI
3.5.1- Comportements des animaux

Aucune modification comportementale n’a été observée chez les rats ayant recu
I’extrait a 2000 mg/kg. Il n’y avait également pas de mort d’animal ou d’état

moribond.

3.5.2- Consommation alimentaire
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Figure 43 : Consommation alimentaire

Aucune différence significative n’a été observée dans la prise alimentaire entre

les deux groupes.

3.5.3- Evaluation pondérale hebdomadaire
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Figure 44 : Poids corporel
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Le profil de I’évolution pondéral est similaire entre le groupe traité et le groupe

contréle.

3.5.4- Autopsie

L’aspect macroscopique des organes isolés était similaire entre les deux groupes.

3.5.5- Poids relatif des organes
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Figure 45 : Poids relatif des organes

Bl controle (DMSO)
Bl pAMPI (2g/kg)

La figure ci-dessus montre une similarité du poids relatif des organes dans les

deux groupes d’étude.

3.5.6- Etude histologique

f) Aspect histologique du foie

Sur les figures 46 et 47 ci-dessous, on observe respectivement I’aspect

histologique du foie dans le groupe témoin et aprés administration de DAMPI a

2000 mg/kg.
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Sinusoide

Veine
centrolobulaire

Figure 47 . Coupe histologique du foie (groupe DAMPI 2 g)

L’administration d’une dose unique de 2 g/kg de DAMPI n’a pas modifié¢
I’aspect histologique du parenchyme hépatique des rats par rapport au groupe

témoin.
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g) Aspect du rein

Les figures 48 et 49 ci-dessous montrent les parenchymes des reins des rats du

groupe témoin et ceux exposes au DAMPI a 2 g/kg.

Tubules rénaux

Espace de Bowman

Glomérule rénal

Figure 48 : Coupe histologique du rein (groupe témoin)

Figure 49 : Coupe histologique du rein (groupe DAMPI 2 g)

Le parenchyme rénal posséde une architecture histologique dans les limites de la

normale avec un glomérule normal et des tubes rénaux d’aspect normal.
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Discussion

Nous avons discuté nos résultats suivant le plan ci-apres :

o Intérét de 1’étude
e Activité pharmacologique

e Test de toxicité aigue
4.1- Intérét de I’étude

Dans un monde en perpétuelle évolution ou I’espéce humaine est exposée a divers
facteurs inducteurs de stress oxydatif, les troubles de la qualité du sperme
deviennent de plus en plus croissants dans la population masculine [52].
L infertilité touche environ 15 % des couples dans le monde avec une étiologie
masculine impliquée dans 50 % des cas [3, 5, 6]. Il s’agit d’un véritable probleme
de santé publigue et les plantes médicinales constituent le principal traitement vers
lequel se retournent les populations des pays en voie de développement. Des
études ethnobotaniques ont identifié plusieurs plantes utilisées traditionnellement
pour traiter I’infertilit¢ masculine. Cependant, trés peu d’entre elles ont fait I’objet
d’une étude scientifique visant a vérifier leur efficacité¢ et leur innocuité. La
présente étude est réalisée sur I’extrait hydroéthanolique d’une recette composée
de plusieurs plantes en respectant les conditions empiriques d’utilisation de la
recette. Le solvant hydroéthanolique permet d’extraire les composés organiques
polaires et non organiques polaires. Le modele expérimental étudié permet
d’évaluer les effets protecteurs de la recette contre les troubles de la fertilité
masculine provoqués par le peroxyde d’hydrogéne. Le choix de cet agent
d’induction des troubles de la qualité du sperme repose sur des travaux antérieurs
qui ont montreé la toxicité testiculaire du peroxyde d’hydrogene. C’est également
une ERO capable de traverser les membranes biologiques [14, 132]. Ainsi, ce
travail permet de valider scientifiquement 1’usage de cette recette dans le

traitement de I’infertilité masculine associé a des troubles de la qualité du sperme.
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4.2- Etude de P’activité pharmacologique de DAMPI sur les troubles de la

qualité du sperme induit par stress oxydatif chez le rat Wistar

Elle a porté sur I’analyse des effets de la recette sur les paramétres suivants chez
le rat exposé au peroxyde d’hydrogene : I’évolution du poids corporel, le poids
des organes reproducteurs, les parameétres spermatiques, les marqueurs du stress

oxydatif et I’histologie des testicules et de 1’épididyme.
4.2.1- Effets de DAMPI sur I’évolution pondérale

Le poids corporel est un paramétre important dans les études de reprotoxicité car

c’est un indicateur de la santé générale des animaux.

Les administrations répetées du peroxyde d’hydrogene aux animaux n’ont pas
affecté I’évolution de leur poids corporel. L’absence d’effets du traitement sur le
poids corporel suggere donc que le traitement n’affecte pas la santé générale des
animaux. Cette dose de peroxyde d’hydrogene (0,5%) est alors indiquée pour
induire une toxicité sur 1’appareil reproducteur male sans altérer la santé des
animaux. De méme, la similitude des profils d’évolution pondérale des rats traités
au DAMPI et au Veliten souligne 1’absence d’effets toxiques systémiques de ces

derniers.

Le poids des organes reproducteurs est un indicateur précoce des organes cibles
de la toxicité d’un xénobiotique. Dans notre €tude, le poids des organes n’a pas
montré de différence entre le groupe contrdle et les autres groupes experimentaux.
Ce résultat suggere que le peroxyde d’hydrogene n’a pas induit d’effets toxiques
au niveau du systeme reproducteur des rats. Toutefois, le poids des organes
reproducteurs étant un parametre peu sensible, I’absence de variation significative

de ce paramétre n’indique pas systématiquement une absence de toxicité [141].
4.2.2- Effets de DAMPI sur les parameétres spermatiques

Les paramétres spermatiques tels que le nombre, la mobilité, la vitalité et la

morphologie sont des marqueurs de la capacité spermatogenique et de la
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maturation fonctionnelle des spermatozoides de I’individu. L’exposition au
peroxyde d’hydrogéne a entrainé des baisses du nombre, de la mobilité, de la

vitalité des spermatozoides et une augmentation des anomalies morphologiques.
e Mobilité

La mobilité est un parametre crucial du profil spermatique car elle permet
d’apprécier la capacité du spermatozoide a atteindre I’oviducte (site de la
fécondation). L’intoxication au peroxyde d’hydrogéne a induit une chute
significative de la mobilité des spermatozoides. Cet effet serait associé a
I’induction de la peroxydation lipidique membranaire. Ce phénomeéne altére le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Il s’en suit donc une
diminution de la production d’ATP. Ce dernier intervient dans la mobilité des
spermatozoides en tant que substrat des bras de dynéine et de I’adényl cyclase
(pour produire I’AMPc). De plus, la production excessive d’ERO au cours de la
peroxydation lipidique déphosphoryle les protéines de 1’axonéme [40, 79, 80].
Tous ces évenements concourent a la chute de la mobilité des spermatozoides.
Les traitements par le DAMPI et le Veliten ont amélioré la mobilité des
spermatozoides. Ces résultats révéleraient la capacité des substances
antioxydantes de ces traitements a inhiber la peroxydation lipidique. Nos résultats
sont similaires a ceux de Fatma et al. en 2016 qui ont montré que Thymus
algeriensis a des effets améliorateurs de la mobilité des spermatozoides du rat

Wistar exposé au H,O, grace a sa capacité antioxydante [132].
e Morphologie

Conjointement a la mobilité, le peroxyde d’hydrogéne a induit une hausse des
anomalies morphologiques. Cette augmentation indiquerait que 1’exposition
continue au peroxyde d’hydrogéne perturbe la spermiogénése et/ou la maturation
épididymaire. Cette suggestion est consolidée par la présence de régions
nécrosées au niveau de 1’épithélium germinal des tubules séminiféres et I’atrophie

de I’épithélium épididymaire, structure indispensable au déroulement normal de
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la maturation. La nécrose de 1’épithélium germinal témoigne de la toxicité du
peroxyde d’hydrogene pour les cellules de Sertoli, véritable chef d’orchestre de
la spermiogénese. Ces résultats sont conformes a ceux de Rahim et al. en 2013
[14]. Les traitements n’ont pas eu d’effets positifs sur la morphologie des

spermatozoides.
e Numeération

La chute du nombre de spermatozoides induite par le peroxyde d’hydrogeéne serait
associee a leur apoptose. En effet, selon Pujianto et al. en 2021, des taux élevés
de peroxyde d’hydrogene stimulent 1’activation des caspases effectrices (caspases
3) et inhibe la phosphorylation de la protéine Akt impliquée dans la survie des
spermatozoides [142]. Selon Rahim et al. en 2013 et Baskaran et al. en 2020, une
concentration ¢élevée de peroxyde d’hydrogene induirait I’apoptose des cellules
germinales [14, 68]. En effet, une forte concentration d’ERO entraine une
augmentation de la perméabilité membranaire des mitochondries par induction
d’une peroxydation lipidique avec la libération de cytochrome c qui active la

cascade des caspases (une famille de protéases) induisant la mort cellulaire[69].

Administré a 500 mg/kg, DAMPI a amélioré la numération des spermatozoides.
Ceci vient renchérir la suggestion sur les effets inhibiteurs de la peroxydation
lipidique de I’extrait. A 1000 mg/kg, le DAMPI a présenté des effets protecteurs
moins marqués sur la qualité du sperme. Le profil des effets de DAMPI sur la
qualité du sperme rejoint celui d’Alabi et al. en 2013 qui ont montré que des doses
élevées de Musa paradisiaca (1000 mg/kg) détériorent la qualité du sperme. La
réduction des effets protecteurs de DAMPI a 1000 mg/kg serait secondaire a la
plausible toxicité hépatique et rénale des fortes doses de Musa paradisiaca chez
le rat selon les travaux de Victor et al. en 2023 [107].

4.2.3- Etude histologique
Le profil spermatique de la suspension reflete la qualité de la spermatogénése et

de la maturation épididymaire. L’histologie des testicules et de 1’épididyme
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consolide les données expérimentales sur le profil spermatique. En effet,
I’exposition au peroxyde d’hydrogeéne a entrainé une désorganisation de
I’épithélium germinal accompagné de la présence de spermatides dans la lumiere
des tubules. Aussi, il a été remarqué la présence de plusieurs tubules vides au
niveau de 1’épididyme caudal, signe d’une réduction de la réserve de
spermatozoides. Les dommages de 1’épithélium germinal suggérent que le
peroxyde d’hydrogéne a réussi a franchir la barriére sang-testicule et a
s’accumuler dans les tubules séminiféres. L’accumulation du peroxyde
d’hydrogene dans les testicules indique I’installation d’un état de déséquilibre de
I’homéostasie redox. A 500 mg/kg, le DAMPI a permis de restaurer I’organisation

histologique des testicules et des épididymes.
4.2.4- Composition phytochimique de DAMPI

Les effets de DAMPI a 500 mg/kg sur la mobilité et la concentration des
spermatozoides sont similaires a ceux de Cymbopogon citratus chez le rat exposé
au peroxyde d’hydrogene. Selon Rahim et al. en 2013, les effets bénéfiques de
C. citratus sur la qualité du sperme seraient associés aux activités antioxydantes
de ses composés phénoliques[14]. Le criblage phytochimique de DAMPI a révélé
la présence des composés phénoliques en [’occurrence les tannins et les
flavonoides. Ce profil phytochimique est similaire a ceux de Desmodium
velutinum selon Nwochoka et al. 2022, de Musa paradisiaca selon Ajijolakewu
et al. 2021 et Vitellaria paradoxa selon Megnanou et al. 2021 [143-145]. Cette
recette a également des capacités antiradicalaires in vitro contre la DPPH, ce qui
corrobore son effet inhibiteur de la peroxydation lipidique par transfert d’un

¢lectron ou d’un atome d’hydrogene.

4.2.5- Effets de DAMPI sur les parametres du stress oxydatif
Les parameétres du stress oxydatif permettent d’apprécier 1’équilibre de la balance
rédox au niveau de I’organe. Dans cette étude, nous avons montré que 1’exposition

au peroxyde d’hydrogeéne induit 1’augmentation de la MDA et une baisse
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d’activité de la catalase dans les testicules. Ces données suggerent que le peroxyde
d’hydrogene induit ses effets toxiques sur les testicules via le stress oxydatif.

Les effets de DAMPI contre le stress oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogéne
découleraient non seulement de ses capacités antioxydantes d’inhibition
radicalaire mais aussi et surtout de chélation des métaux de transition (Fe, Cu) et
d’activation des systéemes des enzymes antioxydantes tels que la SOD et la
catalase. DAMPI contient des tanins catéchiques et selon Soldado et al. en 2021
les tanins catéchiques, en dehors de leur activité antiradicalaire directe, exercent
également leur activité antioxydante en augmentant la transcription du facteur
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2—related factor 2) impliqué dans I’expression des
proteines du systeme antioxydant [146]. Selon Bawono et al. en 2023, le Nrf2
augmenterait I’activité de la catalase, la SOD et la glutathion peroxydase [147].
Par ailleurs, selon Yousefian et al. en 2018, les composés phénoliques
inhiberaient la production d’anion superoxyde par la NADPH oxydase [148].

Le stress oxydatif est souvent accompagné d’une inflammation et de 1’apoptose
[149]. Les effets bénéfiqgues du DAMPI a 500 mg/ kg par rapport au Veliten
seraient associés aux effets synergiques de groupes phytochimiques a activités
antiinflammatoire et antioxydante [96, 150]. De plus, la présence de sels minéraux
cofacteurs des enzymes antioxydantes tels que le zinc, le fer et le magnésium
optimiserait les capacités antioxydantes in vivo de la recette. Musa paradisiaca,
constituant majeur de notre recette contient les composés ci-apres : sodium,
potassium, calcium, magnésium, fer, zinc, phosphore, vitamines A, B1, B2, C,
protéines, lipides, hydrates de carbone [144, 150, 151]. Cet apport en vitamines
et minéraux vient renforcer 1’effet de DAMPI sur la qualité du sperme.

Selon Asghar et al. en 2019 et Taniya et al. en 2022, le calcium intracellulaire
interviendrait dans le passage de la phase de prolifération de la spermatogenése a
la phase de maturation et serait essentiel a la stimulation de la stéroidogenése par
les cellules de Leydig. La mobilité est également associé a une augmentation de
la concentration intracellulaire de calcium [152, 153]. La Vitamine A (rétinol) est

un acteur important dans 1’initiation de la spermatogenese et la différentiation des
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spermatogonies [33]. La vitamine C quant a elle est connue pour son activité
antioxydante. C’est une vitamine hydrosoluble qui agit comme un agent réducteur
et chélateur des radicaux libres [6].

Ainsi, la synergie d’action entre ces différents constituants de DAMPI (groupes
phytochimiques, vitamines et minéraux) concourt a I’amélioration de la qualité
du sperme. L’efficacité de 1’extrait étant prouvée, il est indispensable de s’assurer

de son innocuité.

4.3- Test de toxicité

L’essai limite réalisé a 2000 mg/kg de DAMPI en administration orale unique n’a
pas affecté la consommation alimentaire des rats ni leur évolution pondérale. Il
n’y avait pas de mort d’animaux ni d’état moribond. L autopsie réalisée a montré
que les organes internes (foie, reins, cceur, poumons, estomac, vesicules s€éminales
et prostate ventrale) ne présentaient pas d’anomalies macroscopiques. L’examen
microscopique de I’histologie du foie et des reins n’a pas révelé d’anomalies
particulieres par rapport au lot controle. La recette peut étre considérée comme
non toxique pour un usage aigu. Elle appartient a la catégorie 5 du systeme global
harmonisé (SGH) de ’OCDE [128].

Plusieurs travaux antérieurs réalisés sur les plantes composant la recette pris
iIsolément corroborent les résultats. D’une part, le fruit de Musa paradisiaca qui
est la drogue végétale la plus représentée (77%) dans cette recette, n’aurait pas
d’effets toxiques en administration orale aigiie a 5000 mg/kg selon Ugbogu et al.
en 2018. Selon les mémes auteurs, le test de toxicité subaigué réalisé avec I’extrait
aqueux de M. paradisiaca n’aurait pas révélé d’événement indésirable [108]. Par
contre, Victor et al. en 2023, auraient remarqué une toxicité rénale et hépatique
suite @ une administration de fortes doses de D’extrait éthanolique de M.
paradisiaca a des rats Wistar pendant 14 jours (test de toxicité subaigué) [107].
Cette discordance pourrait s’expliquer par la différence des solvants utilisés pour
I’extraction. D’autre part, il existe peu de données sur la toxicité orale aigue de

Vitellaria paradoxa (qui est présent a 14% dans la recette). Il s’est plutdt avéré
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étre hépatoprotecteur et néphroprotecteur selon les travaux de Oyibo et al. en 2021
[119]. De plus, selon une étude réalisee par Isah et al. en 2014, la DLsy de
Desmodium velutinum était de 3807 mg/kg. Par ailleurs, Piper guineense n’a pas
montré d’effet toxique en administration orale aigue a 8000 mg/kg selon Abere et
al. en 2020 [114]. Enfin, selon une étude réalisée par Nebojsa et al en 2008,
I’administration de 1500 mg/kg de I’extrait éthanolique des graines de
Aframomum melegueta a des rats Wistar pendant 28 jours entraine une toxicité
hépatique [98]. L’absence de toxicité hépatique dans notre étude s’explique par la
faible teneur en Aframomum melegueta de notre extrait (1 %) et la durée
d’exposition. Ces différents résultats montrent que les plantes utilisées dans notre
recette ont un bon profil d’innocuité en administration orale aigtie. Cependant,
I’innocuité de la recette doit étre étudiée sur une période plus longue en raison de

son usage au long cours.

En résumé, DAMPI n’est pas toxique en administration orale aigue a 2000 mg/kg.
Il est donc classé dans la catégorie 5 des substances toxiques selon le Systéeme

Global Harmonisé.
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Conclusion

Notre étude a porté sur le potentiel pharmacologique d’une recette traditionnelle
(a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca,
Vitellaria paradoxa, Piper guineense) a améliorer les troubles de la qualité du
sperme liés au stress oxydatif chez le rat Wistar. L’analyse phytochimique de la
recette a montré la présence de métabolites secondaires dont les propriétés

antioxydantes pourraient expliquer I’efficacité de la recette.

L’administration de I’extrait hydro-éthanolique de la recette (DAMPI) pendant 60
jours a des rats exposés au peroxyde d’hydrogéne a entrainé une augmentation de
la numération, de la vitalité et de la mobilité des spermatozoides et a corriger les
altérations induites par le peroxyde d’hydrogeéne au niveau des testicules et des

épididymes.

De I’étude de toxicité effectuée, il ressort que DAMPI n’est pas toxique en

administration orale aigiie a 2000 mg/kg de poids corporel.

Ces données valident toutes nos hypothéses et justifient ’utilisation traditionnelle
de cette recette dans le traitement de I’infertilit¢ masculine. Cependant, des études
ultérieures sont nécessaires pour déterminer le mécanisme d’action moléculaire et

le profil toxicologique a dose répétée de la recette.
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Perspectives

Les résultats de notre étude et ceux de travaux antérieurs montrent I’importance
des plantes médicinales dans la prise en charge de D’infertilit¢é masculine.
L’activité pharmacologique de I’extrait justifie I’utilisation de la recette ayant fait
objet de notre étude dans le traitement de I’infertilit¢ masculine associée aux
troubles de la qualité du sperme. Cependant, I’insuffisance en matériel animal et
la non disponibilité de certains réactifs ne nous ont pas permis de suivre la
cinétique des parametres spermatiques, d’évaluer la toxicité de ’extrait a long
terme et de faire le test de décondensation de la chromatine spermatique. Ainsi,
afin d’aboutir a un médicament traditionnel amélioré a base de notre recette pour
le traitement de I’infertilité chez I’homme, nous envisageons d’articuler les ¢tudes

futures sur :

» L’identification du/des principes actifs de la recette

> La recherche des mécanismes d’action élucidant I’effet de DAMPI sur les
troubles de la qualité du sperme lies au stress oxydatif

» L’¢étude de ’effet de I’extrait sur I’expression du Nrf2

> La réalisation de la FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et du test
de chélation du Fer

> Le suivi de la cinétique des parametres spermatiques aprés administration
de I’extrait en faisant une étude de I’activité pharmacologique a J30, J60 et
J90

> Le test de décondensation de la chromatine spermatique

> La realisation des tests de toxicité a doses répétées afin de s’assurer de
I’innocuité de DAMPI a long terme

> La mise en place d’un médicament thérapeutique amélioré a partir de la

recette.
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Annexes

Annexe 1 : Protocole de recherche des groupes phytochimiques

Ce protocole de criblage chimique des plantes médicinales est basé sur les
réactions de colorations et de précipitations différentielles d’Houghton et Raman.
Il a été modifié en vue de I’adapter a I’analyse des médicaments traditionnels
commercialisés sous forme d’extraits fluides. Il présente une phase pré-analytique
et la phase analytique consistant a la recherche des groupes chimiques proprement
dits.

I- Phase préanalytique

L’extrait fluide est concentré a I’aide d’un €vaporateur rotatif et sécher a siccite a
I’é¢tuve (40°C). Peser 2 g d’extrait sec dans un erlenmeyer et solubiliser avec 50
mL d’un mélange éthanol/eau (60 :40). Placer sous agitation I’erlenmeyer sous

agitation durant 08 heures.
II-  Criblage phytochimique

Les groupes chimiques recherchés sont les suivants : les tannins, les tannins
catéchiques, les tannins galliques, les anthocyanes, les leucoanthocyanes, les
flavonoides, les coumarines, les saponosides, les triterpénoides/stéroides, les
cardénolides, les dérivés cyanogéniques, les mucilages, les dérivés

anthracéniques
1- Les tannins

Dans un tube a essai, on introduit 1 mL d’extrait et on ajoute 3 a 4 gouttes de
solution de chlorure ferrique a 1 %. La formation d’une teinte bleu-foncée, verte

ou noire indique la présence de tannins
2- Les tannins saponifiables et condensés

On ajoute dans un tube a essai 0,75 ml d’extrait et 1,875 ml de réactif de Stiasny.
Le tube est placé au bain-marie a 90 °C pendant 15 minutes. L apparition d’un

précipité témoigne de la présence de tannins condensés (catéchiques).

Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | A

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine



Annexes
Les tannins saponifiables ou galliques sont recherchés en filtrant le mélange
précédent sur du coton. Le filtrat est introduit dans un tube a essai. Il est ensuite
neutralisé par I’acétate sodique. On ajoute 3 a 4 gouttes de solution de chlorure
ferrique a 1 %. L’absence de précipité ou de coloration indique que I’extrait
contient uniquement des tannins condensés. L’ apparition d’une coloration ou d’un
précipité noir signifie que la plante contient des tannins condensés et des tannins

saponifiables.
3- Anthocyanes

On mélange dans un tube 0,5 ml d’extrait, 3 gouttes de HCI (5%) et 3 gouttes
d’ammoniac diluée au Y. L’apparition d’une coloration rouge, bleu-violacé ou

verdatre.
4- Leucoanthocyanes

Dans un tube a essai, on introduit 0,5 ml d’extrait et 0,5 ml du réactif de Shinoda.
Le mélange est porté a chaud dans un bain-marie (90 °C) durant 15 minutes.
L’apparition d’une coloration rouge cerise ou violacée témoigne de la présence

de leucoanthocyanes
5- Flavonoides

On ajoute dans un tube a essai, 1 ml d’extrait + 0, 25 ml de HCI concentré +
quelques rognures de magnésium. Une coloration rouge cerise indique la présence
de flavonols, orange, celle des flavones tandis qu’une couleur rouge violacée

montre la présence de flavanones.
6- Coumarines

On introduit dans une ampoule & décanter 5 ml d’extrait fluide auquel on ajoute
10 ml d’éther éthylique. Le mélange est agité et laissé en décantation. La phase
éthérée est recueillie sur du sulfate sodique anhydre dans un bécher. Cette phase
est ensuite séchée a siccité a I’aide d’un séche-cheveux. On additionne dans les
tubes 2 mL d’eau chaude. On répartit des volumes égaux du melange du bécher
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dans deux tubes a essai. Au tube test, on ajoute de ’ammoniaque dilu¢ au “. Les
tubes sont ensuite observés avec la lampe UV. La présence d’une fluorescence

dans le tube test indique la présence de coumarines.
7- Saponosides

2 ml d’extrait sont introduits dans un tube a essai avec 2 ml d’eau distillée. Le
mélange est agité vigoureusement pendant 2 minutes. La formation d’une mousse

qui persiste pendant au moins 15 minutes indique la présence de saponosides.
8- Triterpénoides/stéroides

On extrait dans une ampoule a décanter 8 ml d’extrait avec 20 ml de chloroforme
ou de dichlorométhane. L’extrait chloroformique est séché sur du sulfate sodique
anhydre. A 1 mL d’extrait chloroformique introduit dans un tube a essai, on ajoute
1 ml d’anhydride acétique. Le mélange est ensuite porté a ébullition puis refroidi.
On ajoute ensuite 1 ml d’acide sulfurique concentré contre la paroi du tube.
L’apparition d’une coloration verte indique la présence de stéroides tandis qu’une

coloration violette montre la présence de triterpénoides.
9- Les cardénolides

On introduit dans un erlenmeyer 5 ml d’extrait auquel on ajoute 10 ml d’éthanol
(70°). Apres 10 minutes d’agitation, on ajoute au mélange, la moitié du volume
en eau. Le melange est porte a ébullition au bain-marie pendant 10 minutes. Apres
refroidissement, le mélange résultant est introduit dans une ampoule a décanter et
extrait a deux reprises avec 10 ml de chloroforme. On dépose sur deux verres de
montre, 5 ml d’extrait qu’on laisse sécher a 1’air ambiant. Sur les bords opposés
des parois du premier verre de montre, on ajoute 0,5 ml d’une solution de Kedde
et 0,5 ml de NaoH (10 %). L’apparition d’une coloration rouge ou violet au centre
du verre de montre indique la présence de cardénolides. On recommence

1’opération précédente en ajoutant 0,5 ml de solution de Baljet et 0,5 ml de NaOH
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(10 %). L apparition d’une coloration jaune orangé ou orange au centre du verre

témoigne de la présence de cardénolides
10- Dérives cyanogéniques

On introduit dans un erlenmeyer (Pyrex) a essai 5 ml d’extrait auquel on ajoute
2,5 ml d’eau distillée. Le col de ’erlenmeyer est recouvert de papier parafilm ou
de papier aluminium. Le mélange est incubé et agité a faible vitesse (90
tours/minutes) pendant 1 heure. Aprés incubation, le col est recouvert par un
papier imbibé d’une solution aqueuse d’acide picrique a 10 %. L’erlenmeyer est
chauffé avec précaution. L’apparition de tdche marron sur le papier imbibé

d’acide picrique indique la présence de dériveés cyanogéniques.
11- Mucilages

Dans un tube a essai, on mélange 1 ml d’extrait liquide + 5 ml d’éthanol (96 °C).
La formation apres 20 minutes d’un précipité floconneux montre la présence de

mucilages.

12- Dérivés anthracéniques

a- Dérives anthraceniques libres

On introduit dans un tube a essai 2 ml d’extrait et 5 ml de chloroforme qu’on
incube a 50 °C pendant 3 minutes. Le mélange est renversé dans une ampoule a
décanter. L’extrait chloroformique est recueilli dans un tube a essai. On ajoute
dans le tube 1 ml d’une solution d’ammoniaque dilué au %. La phase aqueuse (en
haut) prend une teinte rose ou rouge indiquant la présence de derivés

anthracéniques libres dans 1’extrait.
b- Dérivés anthracéniques combinés (O-H)

On ajoute successivement dans erlenmeyer 4 ml d’extrait fluide, 5 ml d’eau
distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré. Le mélange est placé dans un
bain marie a chaud (90°C) pendant 15 minutes. L’hydrolysat est extrait dans une

ampoule a décanter avec 5 ml de chloroforme (Veillez conserver la phase
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aqueuse). On recueille dans 2 ml de I’extrait chloroformique dans un tube a essai.
On ajoute dans le tube 1 ml d’ammoniaque dilué au . L’apparition d’une

coloration rose ou rouge indique la présence d’O hétérosides anthracéniques.
c- O-hétérosides a génine réduite

On additionne 1’hydrolysat 3 a 4 gouttes d’une solution aqueuse de chlorure
ferrique a 10 %. Le mélange est chauffé durant 5 minutes au bain-marie a 90 °C.
L’hydrolysat obtenu est extrait dans une ampoule a décanter avec 5 ml de
chloroforme. On recueille dans un tube a essai 2 ml d’extrait chloroformique
auquel on ajoute 1 ml d’ammoniaque dilué au %. L’obtention d’une coloration

rouge intense indique la présence d’hétérosides a génine réduite.
d- C-hétérosides

La phase aqueuse conservée plus haut est transférée dans un erlenmeyer. On y
ajoute 1 ml de chlorure ferrique a 10 %. Le mélange est chauffé durant 30 minutes.
L’hydrolysat est extrait avec 5 ml de chloroforme dans une ampoule a décanter.
A 2 ml d’extrait chloroformique recueilli dans un tube on ajoute 1 ml
d’ammoniaque dilu¢ au '2. L apparition d’une coloration rouge intense de la phase

aqueuse indique la présence de C-Hétérosides.
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Annexe 3 : Agitateur magnétique rotatoire
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Annexe 5 : Rotavapor
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Annexe 6 : Etuve

Annexe 7 : Test positif au Tanins catéchiques
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Annexe 8 : Test positif aux tanins

Annexe 9 : Test positif aux Leucoanthocyanes
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Annexe 11 : Spermatozoides du rat Wistar en microscopie optique apres

coloration a 1’éosine
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Annexe 12 : Certificat d’identification

Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | K

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine




Annexes

Bplagiats

Certificat d'analyse

Date d'émission: 22/11/2023
Compte évaluateur: Dossou Mariano AMOUSSOU

AUTEUR DU DOCUMENT : AMOUSSOU Dossou Mariano

TITRE DU DOCUMENT : Evaluation de I'effet d'une recette traditionnelle sur un
modéle animal d'infertilité masculine

e-Plagiat est un évaluateur certifié de prévention et de détection de plagiat intelligent et
autonome basé sur I'lA

Type de Nombre de Nombre de pages Taux de

document mots (approximatif) plagiat

Thése 40182 161 8.87%

/%M
M. Pierre ROUAN

2 Ce document est signé électroniquement et certifié.
] Le fichier constitue un original électronique de valeur

probatoire, il est enregistré sous la référence suivante :

578a21edbdbb032d76924a88ce721db3ch6d

e-plagiat.online, 1er évaluateur de plagiat en Afrique basé sur I'Intelligence artificielle

Annexe 13 : Certificat d’analyse

Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper Page | L

guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine






Table des matiéres

TABLE DES MATIERES

DEDICACE ...t st sttt b e bt e s be e s bt et e et e e s bt e sheesatesabe st e e reenneennees vii
REMERCIEMENTS........oooiiiiiie ettt ettt st st st sttt e b e b e s b e e s me e et e et e ebeesbeesaeesanenas ix
HOMMBGES......... ettt et e sa e st e s bt e e s bt e e s ab e e sabeesseeesabeeesabeesabeesaneeesareeanns Xix
SOMMAIRE ...ttt bttt s h et bt e et e st e e h e e st e s bt et e sbeeatenbesaeentesbeeaeesees XXii
LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS ...ttt xxiii
LISTE DES TABLEAUX ..ottt sttt st ettt st st st be e b e sae e st et e et s XXVi
LISTE DES FIGURES.......co ettt ettt st st sttt b e st et st e e beesbe e saeesaneeas xxviii
LISTE DES ANNEXES ... .ottt ettt sttt st sbe et b eate b s bt e nbesbeetesbeeaeens XXXi
INTRODUGCGTION ...ttt ettt ettt ettt ettt e sttt e sab e e sabeesbteesabeeebbeesabeesbbeesabaesabeesaseesneeesaseesn 1
T.GENERALITES ...ttt s sa e s sme e snenesanee s 5
1.1- Rappel anatomo-physiologique et histOlOZIQUE ......ceeeeiieeirieiiieniiriercreeerenereneeereneereenerennens 4
1.1.1- Anatomie de I’appareil reproducteur MAalE ..............ccooveiririnininineee e 4
1.1.2- Particularités du systéeme reproducteur chez le rat male .........ccccooveveviiiecececieceee 8
1.1.3- HiStolOgie AU TESTICUIR .....c.veveeeeeieceeeecte ettt ettt st e ra e sreennens 10
1.0.4- L@ SPEIMALOGENESE ...ttt sttt sttt sttt et se bbbt s e b st st e e s be e s be e ebeneene 13
1.1.5- Régulation de 1a SPErmMatOgeNESe.......c.coveirieuirieirieirieeie ettt 22

1.2- Infertilité MaSCUlINe ...oouiviuiiiiiititerccccr s 24
1.2.0- DEFINITIONS ...ttt ettt sttt b 24
1.2.2- Epidémiologie de 'infertilité masculine.................c.ccooevevrvrreereereneenreneeeesesesessessesseneens 25
1.2.3- Facteurs de risque de Pinfertilité masculine................cccooceevviiriiiiiinninniinneen 25
1.2.4- Exploration du SUJEt INTEITIle .........coouivieieiceeceee e 29
1.2.5- DIiagnostiC AiffErENTIEl........ccueeieeeeeece ettt sre e 36
1.2.6- Etiologies de Iinfertilité masculine................c.ccccoeeieiiiieiieieciese e e 36
1.2.7- INFertilité idioPatNiQUE........cueeeeieeeeeece ettt e be e s re e 38

1.3- Stress oxydatif et infertilité MAaSCUIINE ......eeeeeeveeriicrreereiceeeerccrere e e s sne e s s s ssnneesesanns 38
1.3.1- Le Stress OXYAALIT......ccieieieceeese ettt st ene e sreeneens 38
1.3.2- Impact du stress oxydatif pathologique sur les paramétres spermatiques.................. 44
1.3.3-  Les Systemes antioXYdANTS ........cocieuiiiiiieieciecieeecte ettt ettt s 45

1.4- Monographie des plantes utilisées dans 12 rECELLE .....uuerrevrreeerrcrreerrecrsereeesesneeesecsnneessenns 49
1.4.1- Monographie de Aframomum MEIEQUELA..........c.cceecverereecieceetese e 49
1.4.2- Monographie de Desmodium VEIULINUM .........c.ooiiiecieniiieeceeee e 51
1.4.3- Monographie de MuSa ParadiSIaCa .........ceeeeeerereeerierercesie st ete et e see e see e see e eneens 54
1.4.4- Monographie de Piper QUINEENSE .......cc.eeierieieriereeeie e sece e sieete et eeseeeee e sneeseeseeeneens 56
1.4.5- Monographie de Vitellaria paradoXa...........c.ecevereecieresienesieeieseseese s e e seessesreeeens 58



Table des matiéres

1.5- Les métabolites secondaires des plantes.......cceveveeereieerisieeiinieeisnsecisneesseesssessssessssesenne 60
1.5.1- Les MELabOoliteS PriM@AITES......cceiiiieiieeiiceeieceeste st este et ve e et se et reea et b eresreennens 61
1.5.2- Les MELaboliteS SECONUAITES .......ccveveuieiriieiirierieseriesee ettt 61

1.6- Phytotheérapie et tOXICITE ...cccvvuiiireeiiieiiirtiiietener e sse s ae s ae s s aessssnasenns 61
1.6.1- DEFINITIONS ....eviieieieieeeteee ettt et a e se et e sse b e te s eaeseneeseeseesensessesan 61
1.6.2- TOXICItE 1168 AQUX PIANTES.....cvieeeirieeeeieete ettt st tesraeresreennens 62

. CADRE, MATERIEL ET METHODE D’ETUDKE ..........cccceooiiiiiiiiniieniee et esve e 91

P N OF: 11 | s K1) T (TR 64

P20 R\ Y Y3 ] B G 11 T OO 64
2.2.1-  MAtEriel VEGATAL ........cooouiiiiee e 64
2.2.2-  Modeéle eXPEFIMENTAL.........ccooiviiieieiieeceeeee et st 65
2.2.3-  OULIS CRIMIQUES ..ottt sttt st a et e sre e besraennas 65
A O 101 1] 30 (o F= Vo To] o1 0] | - P 66

I 1Y/ <1 13T T LN 67
2.3.1- Pase PrePArAtOINe .......cerieuirieuirieierieirteeie ettt sttt ettt sttt steneas 67
2.3.2- Phase d’experimentation iN VITIO ......cccceoverieieininenesesiee e 68
2.3.3- Phase d’expérimentation iN VIVO ...........cocerieieiririninenieececeese s 71

CRESULTATS ..o 107

3.1-  Etude PhytOChIMIQUE cuceeiiiieeeenereeeiiiiccssnenreesessicsssssennsesessssssssssnnnesesssssssssssnnnsesssssases 79
3.1.1- Rendement d’eXtraction .............cccceeiiuiieiiiiiiiiiiciiee et e ee s e e et e e s e e e baeesaaeeerae e 79
3.1.2- Screening PRYLOCNIMIGQUE ...cvecuviiiiieeecteeee ettt sttt sttt e et e sreeanas 80

3.2- Dosage des composes POIYPNENOIIQUES.....ccvvereeerriereerrrnereeeeesrecesssnnreeeessesessssnseseeesaanes 81

3.3-  Testde réduction de 1a DPPH......ccccciiiiieiiniininiiineennnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 81

3.4- Etude de I’activité pharmacologique de DAMPI sur les troubles de la qualité du sperme

induit par HoO2 SUK 1€ FAt WISTAT ....euiiiiiiiciiirinrieeetiiiiesssenteeeessiesssssnssesessssssssssssnnsesssssssssssanns 82
3.4.1- EVOIULION PONUEIAIE ...ttt aeereeaas 82
3.4.2- Poids relatif deS OrgaNES........cccveiuiiieiiecieeeece ettt sttt ste b be et e beeanas 82
3.4.3- Evaluation des parametres SPErMALIQUES ........cceceeeerrieeerieireeeesteeeeste et ste e esresreeanas 83
3.4.4- Parametres liés au Stress OXYdatif..........cceoveieiiiniiiseseeeeeee e 84
KR o (T [ a1 E] (] [0 o {1 SRR 86

3.5- Evaluation de la toxicCité aigiie de DAMPI ....cecccveeeiicceeeeeccceressccsneesscsneeesscssneessssssnesssas 97
3.5.1- ComportemMents deS ANIMAUX.........ccerereerierereereeeeteseeeereeseeeeeseesseessesseeeessesneensesneeneas 97
3.5.2- ConsommMaAtion @liMENTAITE .......cc.oeieiiiieee ettt 97
3.5.3- Evaluation pondérale hebdomadaire ...........ccccoeeeiiiiieiieieieeeeeeeee e 97
KRR TR A U (o] 011 USRI 98
3.5.5- P0oids relatif deS OFQaNnES.........cciiiieeieece ettt e s e e e st s te e peenes 98
KR T =y (0T (=3 3 (] [0 o {1 USRI 98



Table des matiéres

L, DISCUSSION ....ooiiiiiiiiieeiiee ettt stee sttt e ste e s bee e sabe e s beeesateesbeeesabeesabaesateessbeeesaseesnsaesnseeesnseesnns 131
4.1- INtErét de PPEtUAE .cceveeeieiiiiiiiiieiiiiieieiereereeeeeeeeereeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseesessasaesssessesesesssassaaeees 101
4.2- Etude de ’activité pharmacologique de DAMPI sur les troubles de la qualité du sperme
induit par stress oxydatif Chez 16 Fat WISTAr ......eeeeeeiiieccrirsenreeeesiiccecsrnnneeeeesssessssssnnsesssssssennns 102

4.2.1- Effets de DAMPI sur I’évolution ponderale ............cccooveeveiieieneieece e, 102
4.2.2- Effets de DAMPI sur les parametres SpermatiqUES..........c.coeeevererererenieerieenieereenens 102
4.2.3- ETUAE NISTOIOGIQUE.....eiiiieieeierteeteeeee ettt e 104
4.2.4- Composition phytochimique de DAMPI ..o 105
4.2.5- Effets de DAMPI sur les parametres du stress oxydatif...........ccccoeeeveeveiieveninnnenen. 105
4.3 TESE AE TOXICITE .eeriieerurerrsernreriiernnesiessnteseessnnesssessneessesssnnesssssnnassssssnsassssssnsesssssnnassssssnnans 107

CONCLUSION ......etiiiiieeiteectte ettt ettt e sttt e ste e s be e e sabe e e bteesatee s bt e e sabeesabaeessteesnseeessseesnseesnseeesnsenanes 139

PERSPECTIVES ..ottt ettt ettt et s et et ess s et et ess s esetess s esesenssasesessasesesensananas 141

38 B8 R 08 18 DA\ (15 20 SRS 143

BANNEXES Lottt e e e st e e e st te e e e e bee e e e e beeeeesbeaeeeaabeeeeaanbeeeesanbeeeeeanseeeeennreeas A

TABLE DES MATIERES ...ttt sttt st sttt et ens M

SERMENT D'HIPPOCRATE ..ottt ettt sttt te e st e e saae e st esae e s s sbe e snaaeennteesneeesnns P

3T VT U= USSR R

Page | O



SERMENT D'HIPPOCRATE

Devant le peuple béninois et en présence des maitres de cette faculte, de mes chers
condisciples, devant [’effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de [’Etre
Supréme, d'étre fidele aux lois de I’honneur et de la probité dans |'exercice de la
médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l’indigent et n’exigerai jamais un salaire au-
dessus de mon travail. Je ne participerai a aucun partage clandestin
d’honoraires. Admis a [’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y
passe, ma langue taira les secrets qui me sont confiés et mon état ne servira pas
a corrompre les meeurs ni a favoriser le crime. Je ne permettrai pas que les
considérations de religion, de nation, de race, de parti ou de classe sociale
viennent s ’interposer entre mon devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine dés la conception. Méme sous la
menace, je n’ 'admettrai pas de faire usage de mes connaissances médicales contre
les lois de ["humanité.

Respectueux et reconnaissant envers les maitres, je rendrai a leurs enfants
[’instruction que j’ai recue de leurs parents. Que les hommes m’accordent leur
estime si je suis fidele & mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mes confreres si j’y manque.

Je le jure

Page | P



VU LE PRESIDENT DU JURY

VU LE DOYEN

VU ET PERMIS D’ IMPRIMER

LE RECTEUR DE L’UNIVERSITE D’ABOMEY-CALAVI

Page | Q



Résumé

Théme : Evaluation de I’effet d’une recette a base de Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa
paradisiaca, Piper guineense et Vitellaria paradoxa sur un modéle animal d’infertilité masculine.

L’infertilité du couple est un véritable probléme de santé publique touchant environ 15 % de couples dans le monde
selon I’OMS avec une étiologie masculine dans 50 % des cas. Les traitements proposés par la médecine moderne
étant parfois inaccessibles géographiquement et financiérement pour certaines populations, ces dernieres font
recours aux plantes médicinales. La présente étude a évalué I’efficacité et I’innocuité d’une recette traditionnelle
utilisée dans le traitement de 1’infertilité masculine au Bénin sur un mod¢le animal d’infertilité.

Objectif : Etudier I’efficacité et I’innocuité d’une recette de la médecine traditionnelle (a base de Desmodium
velutinum, Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper guineense et Vitellaria paradoxa) utilisée dans le
traitement de 1’infertilité masculine sur le rat Wistar.

Méthodes : Aprés un screening phytochimique et un dosage quantitatif des composés phénoliques, 1’activité
pharmacologique de ’extrait hydro-éthanolique de la recette (DAMPI) a été évaluée sur les troubles de la qualité
du sperme induit par le peroxyde d’hydrogene (H20,) chez le rat Wistar. Vingt-cing (25) rats ont été répartis en
cing groupes de cing rats. Le groupe controle a recu de 1’eau distillée. Le groupe H20; a re¢u du H,O; a 0,5 %.
Les groupes DAMPI ont recu du H,02a 0,5 % et du DAMPI (a 500 mg/kg et 1 g/kg). Au groupe Veliten utilisé
comme référence, nous avons administré du H,0,a 0,5 % et du Veliten (Vit E (50 mg/kg) + Vit C (200 mg/kg) +
Rutine (200 mg/kg)). Le traitement a été administré pendant 60 jours. Le test de toxicité orale aigue a été effectué
sur deux groupes de trois rats chacun ; 1’un ayant re¢u de la DMSO (diméthylsulfoxyde) et I’autre du DAMPI a
2000 mg/kg.

Résultats : Le screening phytochimique a montré la présence de tanins catéchiques, de flavonoides, d’alcaloides,
leucoanthocyanes, composés reducteurs, de stéroides et de triterpenes. Le dosage quantitatif a révélé une quantité
moderée de composés phénoliques. Le groupe H,O; a présenté une altération des paramétres spermatiques, une
destruction de 1’épithélium séminifére, une augmentation du taux de MDA (malondialdéhyde) et une diminution
de Dl’activité des enzymes antioxydantes. Les groupes DAMPI et Veliten ont présenté une amélioration des
parametres spermatiques et de I’épithélium séminifére ainsi qu’une augmentation de ’activité des enzymes
antioxydantes. Le test de toxicité a permis de classer I’extrait dans la catégorie 5 du Systéme Global Harmonisé
avec un ICsp > 2000 mg/kg. Ces résultats ont permis de montrer 1’efficacité de I’extrait sur les altérations des
paramétres spermatiques liées au stress oxydatif.

Mots clés : infertilité masculine, stress oxydatif, peroxyde d’hydrogéne, recette traditionnelle, antioxydant, rat
Wistar.

Abstract

Topic: Evaluation of the effect of a recipe based on Desmodium velutinum, Aframomum melegueta, Musa
paradisiaca, Piper guineense and Vitellaria paradoxa on an animal model of male infertility.

Infertility is a public health threat affecting around 15% of couples worldwide according to the WHO, and 50% of
cases are caused by men. As the treatment offered by conventional medicine are sometimes geographically and
financially inaccessible for some populations, they resort to medicinal plants. This study assessed the efficacy and
safety of a traditional recipe used in the treatment of male infertility in Benin in an animal model of infertility.
Objective: To study the efficacy and safety of a traditional medicine recipe (based on Desmodium velutinum,
Aframomum melegueta, Musa paradisiaca, Piper guineense and Vitellaria paradoxa) used in the treatment of male
infertility in the Wistar rat.

Methods: After phytochemical screening and quantitative assay of phenolic compounds, the pharmacological
activity of the hydroethanol extract of the recipe (DAMPI) was evaluated on disorders of sperm quality induced
by hydrogen peroxide (H20,) in Wistar rats. Twenty-five rats were randomly divided into five groups of five rats
each. The control group received distilled water. The H>O- group received 0.5% H,O, while the DAMPI groups
received 0.5% H,0, and DAMPI (at 500 mg/kg and 1 g/kg). The Veliten group used as a reference received H20;
0,5% and Veliten (Vit E (50 mg/kg) + Vit C (200 mg/kg) + Rutin (200 mg/kg)). Treatment was administered for
60 days. The acute oral toxicity test was performed on two groups of three rats; one receiving DMSO (dimethyl
sulfoxide) and the other a single dose of DAMPI at 2000 mg/kg.

Results: Phytochemical screening showed the presence of catechic tannins, flavonoids, alkaloids,
leucoanthocyanins, reducing compounds, steroids and triterpenes. Quantitative assay revealed a moderate quantity
of phenolic compounds. The H.O, group showed altered sperm parameters, destruction of the seminiferous
epithelium, increased MDA (malondialdehyde) levels and reduced antioxidant enzyme activity. The DAMPI and
Veliten groups showed an improvement in sperm parameters and seminiferous epithelium, as well as an increase
in antioxidant enzyme activity. The toxicity test classified the extract in category 5 of the Globally Harmonised
System, with an ICsp > 2000 mg/kg. These results demonstrated the efficacy of the extract in altering sperm
parameters linked to oxidative stress.

Key words: male infertility, oxidative stress, hydrogen peroxide, traditional recipe, antioxidant, Wistar rat.
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