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Résumé

Salvia balansae est une plante aromatique vivace appartenant a la famille des Lamiacées et
endemique a I'Algérie (Wilaya de Mostaganem). En raison de son endémisme strict, cette
plante n'a fait I'objet d'aucune étude phytochimique, pharmacologique et ethnobotanique.
L’objectif de ce travail est 1’étude phytochimique, 1’évaluation des activités biologiques,
antioxydantes et antidiabétiques in vitro de I’extrait aqueux des feuilles de Salvia balansae
ainsi que la détermination de ses effets thérapeutiques possibles sur le dysfonctionnement
testiculaire, 1’obésité nutritionnelle et ses troubles métaboliques associés chez le rat Wistar

soumis & un régime alimentaire obésogene enrichi en graisse de mouton (HFD).

Nous avons évalué, in vitro, I’activité antioxydante de cet extrait avec les tests TAC, DPPH,
ABTS, Chélation du fer ferreux et FRAP. L’activité antidiabétique a été mesurée avec la
méthode de I’inhibition de l'a-amylase. Afin de déterminer les effets thérapeutiques de S.
balansae in vivo, une expérimentation animale a été realisée chez le rat Wistar par constitution
de 3 groupes, contrdle, HFD, et HFD+SB. Le régime HFD a été administré pendant 18
semaines et ’extrait pendant les 6 derniéres semaines a raison de 200mg/Kg du poids
corporel/jour par voie orale. Au terme de I'expérimentation, la testostérone sérique et certains
paramétres plasmatiques ont été analysés et les testicules prélevés ont fait I'objet d'une étude

histopathologique et morphométrique.

Nos résultats in vitro ont montré, une importante propriété antioxydante (TAC= 141,97+
0,43 mMgAAE/QE ; ICso pppri = 530.55+ 4.76 pg ET/mL ; 1Cso agTs= 366.30+14.14 pg ET/mL ;
ICs0chelation du fer=15.45+1.28UgE Na;EDTA /mL ; ECsorrap= 0.66+0.1 mg/mL) et antidiabétique
(ICsoq-amylase= 103.64+2.04 pgEA/mL) de l'extrait aqueux des feuilles de S. balansae qui
pourraient étre dues a sa teneur élevée en composes phénoliques totaux (CPT= 134.91+0.23 mg
EAG/gE). Le régime alimentaire hyper-gras a provoqué chez le rat Wistar des perturbations
métaboliques caractérisées par une obésité, un diabéte de type 2 (hyperglycémie, augmentation
du marqueur indirect de la résistance a I’insuline IR), une dyslipidémie (augmentation du
cholestérol, des triglycérides, du LDL-c et de I’index athérogéne), une insuffisance hépatique
(augmentation ALT/AST), une insuffisance rénale (augmentation de la créatinine), une
inflammation (augmentation du CRP), et une diminution du potentiel antioxydant plasmatique
(acide urique). Par ailleurs, sur la sphére génitale le HFD a diminué le taux sérique de la

testostérone et a occasionné une altération de la structure histologique du testicule marquée par



une atrophie et une désorganisation des tubes séminiferes, une dégénérescence de 1’épithélium
germinal, un détachement des cellules spermatogenes, une diminution des indices de
spermatogenese (TDI et 1IS), arrét de la production des spermatozoides, une vacuolisation
lipidique, une diminution et une vacuolisation des cellules Leydig et, des sécrétions acidophiles
et une fibrose interstitielle. Le traitement des rats HFD+SB par I'extrait aqueux des feuilles de
S. balansae a, réduit leurs poids corporels par rapport aux rats HFD non traités, normalisé le
profil lipidique, diminué I’hyperglycémie, I'IR, les transaminases hépatiques, la créatinine et la
CRP et a augmenté ’acide urique. Sur la fonction de reproduction, 1’extrait aqueux des feuilles
de Salvia balansae a entrainé I’augmentation sérique de la testostérone, la régénération de
I’architecture testiculaire, la structure des tubes séminiféres, a augmenté leur diamétre et la
hauteur de 1’épithélium germinal, suivi de la réactivation de la spermatogenése et une réduction
de la fibrose interstitielle, des sécrétions acidophiles et la disparition de la vacuolisation

interstitielle.

En conclusion, S. balansae pourrait rétablir, grace a ses propriétés antioxydantes,
antidiabétiques, anti-obésité, hypolipidémiante et antiinflammatoire, les complications
métaboliques résultant de I'obésité nutritionnelle et servir de base au développement d'une
nouvelle thérapie pour le traitement du dysfonctionnement testiculaire et 1’amélioration de la

fertilité.

Mots clés : Antidiabétique, anti-obésité, antioxydant, HFD, infertilité, Rat Wistar, Salvia

balansae, testicule, testostérone.



Abstract

Salvia balansae is an aromatic perennial plant belonging to the Lamiaceae family and
endemic to Algeria (Mostaganem). Due to its strict endemism, this plant has not been the
subject of any phytochemical, pharmacological or ethnobotanical studies. The aim of this
study was to evaluate the phytochemical, biological, antioxidant and anti-diabetic activities of
the aqueous extract of Salvia balansae leaves in vitro, and to determine its possible
therapeutic effects on testicular dysfunction, nutritional obesity and associated metabolic

disorders in Wistar rats fed an obesogenic diet enriched with sheep fat (HFD).

Antioxidant activity of this extract was assessed in vitro using the TAC, DPPH, ABTS,
ferrous iron chelation and FRAPS assays. Antidiabetic activity was measured using the a-
amylase inhibition method. To determine the therapeutic effects of S. balansae in vivo,
animal experiments were carried out in Wistar rats in 3 groups: control, HFD and HFD+SB.
HFD diet was administered for 18 weeks, and extract for the last 6 weeks at 200mg/Kg body
weight/day orally. At the end of experiment, testosterone and certain plasma parameters were
analyzed, and the harvested testes were studied histopathologically and morphometrically.

Our in vitro results showed important antioxidant properties (TAC= 141.97+ 0.43
MYAAE/QE; ICso pppr= 530.55+ 4.76 g TE/mL; 1Cso asts= 366.30+14.14 pug TE/mL; 1Csg 1ron
chelation=15.45+1. 28ug Na2EDTA E /mL; ECso rrap= 0.66+0.1 mg/mL) and anti-diabetic
properties (ICso a-amylase= 103.64+2.04 ugAE/mL) of aqueous extract of S. balansae leaves,
which may be due to its high total phenolic compound content (TPC= 134.91+0.23 mg
AGE/gE). High-fat diet induced metabolic perturbations in Wistar rats, characterized by
obesity, type 2 diabetes (hyperglycemia, increased indirect marker of insulin resistance IR),
dyslipidemia (increased cholesterol, triglycerides, LDL-c and atherogenic indices), liver
failure (increased ALT/AST), kidney failure (increased creatinine), inflammation (increased
CRP) and decreased plasma antioxidant potential (uric acid). In genital sphere, HFD reduced
serum testosterone levels and altered the histological structure of the testis, with atrophy and
disorganization of the seminiferous tubules, degeneration of the germinal epithelium,
detachment of spermatogenic cells, decrease in spermatogenesis and spermiogenesis indices
(TDI and 1S), cessation of sperm production, lipid vacuolization, decrease and vacuolization
of Leydig cells and, acetowhite secretions and interstitial fibrosis. Treatment of HFD+SB rats
with aqueous extract of S. balansae leaves reduced body weight compared with untreated

HFD rats, normalized lipid profile, decreased hyperglycemia, IR, liver transaminases,



creatinine and CRP, and increased uric acid. On reproductive function, aqueous extract of
Salvia balansae leaves resulted in increased serum testosterone, regeneration of testicular
architecture, seminiferous tubule structure, increased diameter and height of germinal
epithelium, followed by reactivation of spermatogenesis and a reduction in interstitial fibrosis,

acidophilic secretions and disappearance of interstitial vacuolization.

In short, due to its antioxidant, anti-diabetic, anti-obesity, lipid-lowering and anti-
inflammatory properties, S. balansae could restore the metabolic complications resulting from
nutritional obesity, and provide the basis for the development of a new therapy to treat

testicular dysfunction and improve fertility.

Key words: antidiabetic, anti-obesity, antioxidant, HFD, infertility, Rat Wistar, Salvia

balansae, testicle, testosterone.
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L'infertilité est considérée comme un probléme de santé mondial qui affecte environ 48,5
millions de couples dans le monde, l'infertilité masculine représente 20% a 70 % des cas
d'infertilité (Agarwal et al., 2015 ; Minhas et al., 2021). L’augmentation de la prévalence de ce
probleme est souvent liée a I’obésité, au diabéte et a des facteurs liés au mode de vie (Leaver,
2016).

Les aliments riches en graisses (High-Fat Deiet (HFD)) constituent un facteur de risque
d'obésité chez I'hnomme et I'animal (Crean & Senior, 2019; Suliga, 2019). Il a été rapporté que
le régime alimentaire déséquilibré et 1I’augmentation du poids corporel sont liés & une diminution
de la qualité du sperme (Leisegang et al., 2020; Ng et al., 2014). Des études récentes ont
prouvées que le régime HFD provoque une hypercholestérolémie, une hyperglycémie, ainsi
qu’une perturbation dans la stéroidogenése testiculaire. I réduit non seulement les niveaux de
testostérone, mais provoque également des changements structuraux dans les cellules
spermatogenes, et des anomalies chromosomiques telle que la fragmentation de I'ADN des
spermatozoides ce qui affecte la fonction testiculaire et par conséquent la fertilité masculine
(Gémez-Elias et al., 2019; Mu et al., 2017; Raee et al., 2023 ;Youngson et al., 2015).

Le stress oxydatif résulte du déséquilibre entre la production d'espéces réactives de I'oxygene
(ERO) et I'effet protecteur du systeme antioxydant enzymatique et non enzymatique comme la
catalase, la superoxyde dismutase, certains vitamines et minéraux (Aitken et al., 2022 ;
Walczak—Jedrzejowska et al., 2013). 1l induit ultérieurement une résistance a l'insuline, des
altérations du métabolisme des glucides et des lipides, une inflammation systémique et un
dysfonctionnement des organes (Fernandez-Sanchez et al., 2011; Ojo et al., 2023; Vincent &
Taylor, 2006). L'implication du stress oxydatif dans I’atrophie des tubes séminiféres et le
dysfonctionnement de la reproduction masculine par I’induction de I’apoptose est bien rapportée
chez les animaux males rendus obeses par un régime HFD (Ghosh & Mukherjee, 2018;
Suleiman et al., 2020).

L'utilisation de la phytothérapie par I'hnomme est connue depuis des temps immémoriaux pour
la prévention et le traitement de diverses maladies (Chauhan et al., 2014). Elle joue un réle
important dans les systemes de santé des zones rurales des pays développés et en développement
(Sofowora et al., 2013). Actuellement, les scientifiques encouragent l'utilisation des plantes
plutdt que celle des médicaments qui peuvent avoir des effets indésirables (Adeoye et al., 2021),
en plus d'étre une source de substances biologiquement actives comme les composes phénoliques
(de la Rosa et al., 2019). Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires d’origine

veégetale qui jouent un role essentiel dans la neutralisation des ROS, I’expression des génes,
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I’inhibition ou I’activation des protéines, notamment les enzymes. Ils offrent donc une protection
contre les maladies métaboliques chroniques (de la Rosa et al., 2019), et améliorent la fertilité

masculine (Novakovic et al., 2022).

Plusieurs espéces de plantes sont utilisées a cette fin, comme le genre Salvia (Chouabia et
al., 2021; Davoodi et al., 2020). Le terme Salvia provient du vieux latin Salvare qui signifie
"guérison” ou "guérisseur" en relation avec leurs pouvoirs curatifs dans les communautés
antiques (Karousou et al., 2000). D'un point de vue botanique, Salvia est le plus grand et le plus
fascinant des genres de la famille des Lamiacees, avec plus de 900 espéces réparties dans quatre
régions principales du monde : 530 espéces en Amérique latine et centrale, 250 espéces en Asie
centrale et dans les régions méditerranéennes, 90 espéces en Asie de I'Est et 30 espéces en
Afrique du Sud (Walker et al., 2004).

En raison de leurs composés bioactifs, les espéces de ce genre sont connues pour avoir de
multiples effets thérapeutiques sur la santé humaine, tels que des effets antioxydants,
antidiabétiques, anti-obésité (Afonso et al., 2021; Diab et al., 2022), hépatoprotecteurs (Xiong
et al., 2019), antibactériens, antifongiques, antibiofilm, anticancéreux (Bostanci et al., 2022), et
des améliorations comportementales et reproductives (Bagheri et al., 2020).

Dans le cadre des efforts scientifiques visant a trouver des plantes luttant contre l'infertilité
masculine causée par l'obésité nutritionnelle ou par les troubles métaboliques associés a ce
probleme, cette recherche a été investie sur l'espece endémique algérienne Salvia balansae
connue localement sous le nom de "hchichet koul blia" qui est largement utilisée dans la

médecine traditionnelle locale pour traiter diverses maladies.

A notre connaissance, les caractéristiques phytochimiques et les activités biologiques de
Salvia balansae n'ont pas été rapportées dans les travaux précédents. Cette espéce endémique de
la Wilaya de Mostaganem n’a fait I’objet d’aucune étude pharmacologique. Nous nous sommes
intéressés dans ce travail a étudier les constituants phytochimiques, les activités biologiques
antioxydantes et antidiabétiques in vitro de I’extrait aqueux des feuilles de Salvia balansae ainsi
que la détermination de ses effets thérapeutiques possibles en simulant la consommation
humaine habituelle sous forme d'infusion sur le dysfonctionnement testiculaire, 1’obésité
nutritionnelle et ses troubles métaboliques associés chez le rat Wistar soumis a un régime

alimentaire obésogéne enrichi en graisse de mouton (HFD).

Pour atteindre les objectifs visés dans ce travail, le contenu de ce manuscrit a été structuré en

trois parties distinctes :
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La premiére partie est consacrée a une synthéese bibliographique qui apporte les principales
données sur l'infertilité masculine, le systéme reproducteur masculin, I'obésité et ses interactions
avec d'autres pathologies métaboliques et l'infertilité masculine, ainsi qu'un apercu sur les
composés polyphénoliques et leurs propriétés biologiques antioxydantes, anti-obésité et
antidiabétiques et de leurs effets thérapeutiques sur la fertilité masculine.

Dans la deuxieme partie, nous avons presenté le materiel végétal « Salvia balansae » et le
modele animal « Rat Wistar » étudiés ainsi que les protocoles et les méthodologies de travail

employes pour la réalisation de cette étude.

Dans la troisieme partie, nous avons exposé les résultats obtenus et leur discussion. En fin une

conclusion générale sur I’ensemble du travail et quelques perspectives ont été soulignées.
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l. Infertilité masculine
1. Définition

L’infertilité est une affection répandue dans les pays industrialisés ou elle touche jusqu’a
15% des couples en &ge de procréer (Agarwal et al., 2015). Elle est définie comme
I’incapacité a obtenir une grossesse aprés un a deux ans de rapports sexuels réguliers non
protégés. Le facteur masculin est responsable de prés de 50% des cas d’infertilité, contribuant

a parts égales au facteur féminin (Mannucci et al., 2022).

2. Etiologie de I’infertilité masculine

L’infertilité chez les hommes peut étre due a diverses causes, cependant, chez pres de 40%
des hommes infertiles, il n’y pas d’étiologie claire (Babakhanzadeh et al., 2020). 1l existe

diverses causes, dont les plus importantes sont :

2.1. Facteurs hormonaux

Si les cellules de I’axe hypothalamo-hypophysaire sont incapables de produire le GnRH, la
LH et la FSH, ce trouble entraine un manque de testostérone, I’arrét de la spermatogenése et
I’hypogonadisme (Lucas, 2014; Monaco et al., 2015 ; Wdowiak et al., 2014).

L’augmentation de la prolactine peut également entrainer une réduction de la production
de spermatozoides, une baisse de la libido et une impuissance a travers 1’inhibition de la
sécrétion pulsatile du GnRH et par conséquent une diminution de la production de la FSH et
LH ainsi que la testostérone, comme elle peut aussi altérer directement la spermatogenese
(Dabbous & Atkin, 2017; Marrag et al., 2015).

Les maladies thyroidiennes (hyperthyroidie et hypothyroidie) affectent la fonction
testiculaire et influencent la régulation neuroendocrinienne de la fonction reproductrice par
une interaction entre l'axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien et I'axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique (Tousson & Elbandrawy, 2022). Les patients hypothyroidiens
présentent un retard de maturation des cellules de Sertoli, une diminution des taux de SHBG
et de testostérone totale et libre. L'hypothyroidie peut également diminuer le nombre total de
spermatozoides et leur mobilité, et entrainer une altération de l'intégrité de I'acrosome et de
I'activité mitochondriale (Romano et al., 2017). Mazzilli et al. (2023) ont mentionné que
I'nyperthyroidie est également associée a une réduction de la concentration, de la motilité et

de la morphologie des spermatozoides, ainsi qu'a une réduction du volume du sperme. De
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plus, des niveaux élevés de T3 et T4 favorisent une augmentation des especes réactives de
I'oxygene (ROS) et donc du stress oxydatif (Dobrzynska et al., 2004).

2.2. Facteurs génétiques

Les facteurs génétiques sont détectés dans 15 % des cas d'infertilité masculine et peuvent étre
classés en deux groupes (Guney et al., 2012; Stouffs et al., 2014) :

2.2.1. Les anomalies chromosomiques : Ces anomalies touchent le nombre de chromosomes
sexuels et induisent I’infertilit¢é comme le syndrome de Klinefelter (47,XXY), le syndrome
47, XYY ; et le syndrome de Noona (X0/XY) (Groth et al., 2013; Roberts et al., 2013;
Sharma et al., 2021; Wikstrom & Dunkel, 2011).

2.2.2. Les mutations génétiques : les mutations génétiques pathologiques peuvent étre
associees a l'infertilité, comme l'absence congénitale bilatérale des canaux déférents, qui
provoquent une azoospermie obstructive dans 80 a 90 % des cas (de Kretser, 1997), et les

défauts ciliaires primaires chez les hommes atteints d’asthénospermie (Munro et al., 1994).

2.3. Facteurs épigenétiques

L’acétylation et la méthylation sont deux facteurs efficaces dans les modifications et
I’expression différente des génes. De nombreuses études ont rapporté que 1’hyper-méthylation
de plusieurs génes conduisait a une déficience des parameétres du sperme ou a I’infertilité

masculine (Boissonnas et al., 2013; Khazamipour et al., 2009).

2.4. Facteurs physiques

Des problemes physiques peuvent perturber la production du sperme et bloquer la voie
¢jaculatoire. L’¢largissement des vaisseaux spermatiques connus sous le nom de varicocele
est I'un des problémes les plus courants, affectant environ 40% des hommes (Fang et al.,
2021; Neves da Silva et al., 2022; Sun et al., 2018). Dans certains cas, le sperme est éjaculé
dans la vessie, ce que I’on appelle 1’¢jaculation récurrente, qui représente environ 2% des cas
d’infertilité et peuvent étre causés par des problémes anatomiques du sphincter de la vessie
(Omolaoye & du Plessis, 2018).

2.5. Infections

Les infections chroniques et aigués des voies genitales peuvent également étre des causes

fréquentes d’infertilité chez I’homme. L’infection par le virus des oreillons peut entrainer une
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atrophie testiculaire et I’infertilit¢ (Chen et al., 2023; Le Tortorec et al., 2008; Sharma et
al., 2021).

2.6. Maladies sexuellement transmissibles

Les maladies sexuellement transmissibles telles que la gonorrhée et la chlamydia peuvent
entrainer 1’infertilité chez les hommes en raison d’une obstruction de I’épididyme (Chen et

al., 2023; Tsoumanis et al., 2018).

2.7. Problémes sexuels

De nombreux problémes sexuels sont a la fois psychologiques et physiques. La
dysfonction érectile (I’impuissance), 1’¢jaculation précoce et 1’incapacité a ¢jaculer sont des

exemples de problémes sexuels (Otunctemur et al., 2015).

2.8. Environnement et le mode de vie

Les hommes exposes a des substances dangereuses sur leur lieu de travail, notamment des
solvants, des insecticides, des adhésifs, des silicones, des perturbateurs endocriniens et des
radiations, 1’exposition a ces substances et a des substances similaires peut entrainer
I’infertilité (Bliatka et al., 2017; Mustafa et al., 2019; Rim, 2017; Virant-Klun et al.,
2022).

2.8.1. Chaleur

Les professions qui exigent une position assise prolongée (comme la conduite automobile)
ou une exposition a des températures élevées (comme les boulangeries) peuvent présenter une
thermodysrégulation susceptible d'entrainer des modifications des caractéristiques du sperme
(Al-Otaibi, 2018).

2.8.2. Alcool et tabac

En ce qui concerne la consommation d’alcool et le tabagisme, il n’y a pas d’accord
définitif concernant leurs effets sur les parametres du sperme et les résultats de I’infertilité
(Gaur et al., 2010; Petraglia et al., 2013). Cependant, la dégradation progressive de la
qualité du sperme peut étre associée au tabagisme et a la consommation d’alcool (Amor et

al., 2022; Mann et al., 2020; Omolaoye et al., 2022).
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2.8.3. Drogues

L’usage répété de drogues telles que le cannabinoide et la cocaine est associé a une
diminution significative de la concentration des spermatozoides et de la testostérone urinaire

chez les hommes (Onyije, 2012).
2.8.4. Malnutrition

Une mauvaise nutrition joue un réle important dans 1’infertilité masculine (Alesi et al.,
2022; Lakoma et al., 2023). Un rapport récent montre une diminution de la concentration de
spermatozoides chez les hommes ayant une consommation accrue de graisses saturées (Tsali
etal., 2013).

3. Les anomalies morphologiques des spermatozoides

La majorité des cas d’infertilité masculine est due a des défauts morphologiques qualitatifs

des spermatozoides entravant son pouvoir fécondant.

3.1. Macrozoospermie (spermatozoide multiflagillaire a grosse téte) : est une anomalie rare
du sperme caractérisée par la présence dans I’¢jaculat de prés de 100% de spermatozoides
anormaux avec une téte irréguliere surdimensionnée, une piece médiane et un acrosome

anormaux et des flagelles multiples (Devillard et al., 2002; Ray et al., 2017).

3.2. Globozoospermie (tératozoospermie) : est une anomalie caractérisée par la présence
dans 1’¢jaculat d’une grande majorité de spermatozoides ronds dépourvus d’acrosome, elle est
rare et sévere, et entraine une stérilité primaire due a I’incapacité des spermatozoides a

adhérer et a pénétrer la zone pellucide (Dam et al., 2007; Sen et al., 1971).

3.3. Spermatozoides acéphaliques (téte d’épingle) : Les patients atteints d’acéphalie des
spermatozoides ne présentent dans leur éjaculat que des spermatozoides sans téte (flagelles) et

une petite proportion de tétes de spermatozoides sans flagelles (Ray et al., 2017).

3.4. Asthénozoospermie : est définie par la réduction ou I’absence de spermatozoides
mobiles dans 1’¢jaculat. Elle est signalée lorsque moins de 32% des spermatozoides
présentent une motilité progressive. Cette anomalie peut résulter de défauts structurels du
flagelle des spermatozoides ou d’une réponse inappropriée des spermatozoides a des
évenements de maturation dépendant des ions induisant normalement la motilité (Ray et al.,
2017).
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3.5. Azoospermie : Cette anomalie se caractérise par une absence totale de spermatozoides
dans 1’¢jaculat (Nosrati et al., 2016).

3.6. Nécrozoospermie : La nécrozoospermie (ou nécrospermie) est une affection du sperme
qui se traduit par un nombre important de spermatozoides morts. L’homme peut étre atteint de
nécrozoospermie partielle (quand plus de 42 % de ses spermatozoides sont morts) ou totale
(Nosrati et al., 2016).
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I1. Appareil reproducteur masculin
1. Définition

Les organes reproducteurs masculins comprennent les organes primaires et secondaires.
Les organes reproducteurs primaires comprennent les gonades (responsables de la production
des gamétes et d’hormones), tandis que les organes secondaires comprennent 1’épididyme, les
canaux (déférents « spermiductes » et excréteurs) et les glandes annexes (les vésicules
séminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrales), qui jouent un role dans la croissance, la

maturation et la transmission des gametes (Ampatzidis et al., 2019; Babakhanzadeh et al.,
2020).

2. Les testicules

Les testicules ou gonades males (Figure 01) sont les principaux organes reproducteurs
masculins, ils sont enveloppés par une capsule, I’albuginée et sont logés dans le sac
testiculaire, le scrotum (Ampatzidis et al., 2019). Deux parties morphologiquement et

fonctionnellement séparées se distinguent dans cet organe :

2.1. Les tubes séminiféres ou compartiment tubulaire : sont des unités fonctionnelles du
testicule, représentant 60 a 80% du volume testiculaire (Bhushan et al., 2016; Shah et al.,

2015). Ces tubes sont entourés de tissu épithélial et comprennent deux types de cellules :

Les cellules germinales: sont les cellules susceptibles de former les spermatozoides

(spermatogonies, spermatocytes, spermatides).

Les cellules de Sertoli : La fonction des cellules de Sertoli est de nourrir, soutenir et
contribuer a la formation des spermatozoides a travers les étapes de la spermatogenéese a
laquelle elles conferent un support mécanique (Duan et al., 2016; Zhang et al., 2015). Ces
cellules produisent deux types d’hormones, I’inhibine et I’activine qui ont une rétroaction
positive et négative sur la FSH (Zhang et al., 2015). De plus, elles contrélent les étapes de la
libération des spermatozoides dans la lumiere (spermiation), la phagocytose des cellules
germinales dégradées et le cytoplasme supplémentaire (corps résiduel) résultant de la

libération des spermatozoides (O’Donnell et al., 2022).

2.2. Les espaces interstitiels ou compartiment inter-tubulaire : Dans ce compartiment sont
logées les cellules de Leydig qui sont les cellules les plus importantes du testicule, et sont

responsables de la production de la testosterone testiculaire et du facteur analogue a



Revue bibliographique

I’insuline3. En plus des cellules de Leydig, les espaces interstitiels comprennent les cellules
immunitaires, les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les nerfs, le tissu conjonctif et les
fibroblastes (Chang et al., 2017; Li et al., 2016; Orman et al., 2015; Ye et al., 2017).

_/_-Vas deferens

V 4 w... Epididymis
A PIY .
% ":f’f: Rete testis

Seminiferous tubule

Tunica
albuginea  Sertoli cell
nucleus

peritubular
myoid cell

Testicular interstitial
fluid

Figure 01 : Structure du testicule (Stanton et al., 2016)

L'épithélium des tubes séminiféres est divisé en régions apicale (adluminale) et basale par
la barriere hémato-testiculaire qui est principalement formée de jonctions serrées entre les
cellules de Sertoli (O’Donnell et al., 2022) (Figure 02). La barriére hémato-testiculaire joue
un réle dans la séparation physique des cellules germinales haploides qui les protége du
systeme immunitaire et dans la division cellulaire et le développement des spermatozoides
(Caoetal., 2017; Zhang et al., 2016).
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Figure 02 : Schéma de la barriére hémato-testiculaire (Hofmann & McBeath, 2022)
3. Régulation de la fonction de reproduction

La fonction de reproduction des mammiferes est régulée par un mécanisme de rétroaction

négative au sein de I’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadotrope (Nwonuma et al., 2021).

L'hormone de libération des gonadotrophines, GnRH est sécrétée dans I'hypothalamus et
cette hormone stimule la production de LH et de FSH par I'adénohypophyse. La LH régule la
synthese et la sécrétion de la testostérone par les cellules de Leydig. La FSH agit sur les
cellules de Sertoli et intervient dans la spermatogenese avec la testostérone, facteur important
dans le processus de la spermatogenése (Rotimi et al., 2022).

L’adénohypophyse sécrete également la prolactine, 'ACTH, la GH et la TSH. Toutes ces
hormones jouent un réle important dans la spermatogenese. Dans cette voie, la libération de
GnRH et de LH est inhibée par la testostérone, tandis que la libération de la FSH est inhibée

par l'inhibine et I’estradiol (Sharma & Agarwal, 2011).
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Figure 03 : Présentation schématique de 1’axe hypothalamo-hypophysaire gonadique et du

systeme de rétroaction hormonale (Sharma & Agarwal, 2011)
4. Spermatogenese

La spermatogenése est 1’'une des étapes les plus cruciales de la fertilit¢ masculine. Ce
terme est une description du développement des gametes males dans les tubes séminiferes a
partir de spermatogonies diploides qui se résume par la libération des cellules germinales
haploides hautement différenciées, les spermatozoides dans la lumiere des tubes séminiféres.
Chaque cycle de la spermatogenese chez ’homme nécessite 16 jours et environ 4.6 cycles
pour le développement et la différenciation des cellules spermatogénes en spermatozoides
adultes, ce qui prend environ 74 jours chez I’lhomme (Galdon et al., 2016; Hao Xu et al.,
2015).

Le processus de la spermatogenese se divise en trois phases (Tapia & Pena, 2014).
4.1. Phase de multiplication

Dans la premiere phase, les spermatogonies, qui sont les cellules germinales les plus
indifférenciées, se divisent par mitose pour se renouveler et générer des spermatogonies de
type B. Ces derniéres peuvent ensuite se diviser par mitose et se différencier pour former des

spermatocytes primaires.
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4.2. Phase de maturation

Durant cette deuxiéme phase, appelée phase de maturation et correspond a la méiose,
chaque spermatocyte primaire subit la premiere division méiotique pour générer deux
spermatocytes secondaires qui s’engagent dans la deuxiéme division meiotique pour

engendrer quatre spermatides rondes haploides.
4.3. Phase de différenciations (spermiogénese)

Cette phase consiste en la transformation des spermatides sphériques en spermatides
allongés matures ressemblant a un sperme. Au cours de cette transformation, le noyau se
condense en taille et est stabilisé par les protamines et la majeure partie du cytoplasme des
spermatides indifférenciés est libérée sous forme de corps résiduels et phagocytée par les

cellules de Sertoli.
4.4. Spermiation

La derniere étape, appelée spermiation, implique la rupture des structures et des liaisons
ancrant une spermatide mature a une cellule de Sertoli, de sorte que le spermatozoide est

libéré dans la lumiére tubulaire.
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Figure 04 : Différentes phases de la spermatogenése (Tapia & Pena, 2014)
5. Epididyme

L'épididyme est une structure convolutée, en forme de croissant, d'environ 3,8 cm de long
chez I'nhnomme. Cet organe consiste en un long tube qui relie le testicule au canal déférent et
comporte quatre régions anatomiques principales ayant chacune des caractéristiques et des
fonctions uniques : le segment initial, le caput (téte), le corps et le cauda (queue) (Sullivan et
al., 2019; Sullivan & Mieusset, 2016).

5.1. Différents types de cellules épithéliales dans I’épididyme

En général les cellules épididymaires ont une activité métabolique endocytaire et sécrétoire
¢levée qui est principalement régulée par les androgenes. L’épithélium épididymaire est
pseudostratifié. Il existe six principaux types de cellules qui composent 1’épithélium
épididymaire (les cellules principales, les cellules apicales, les cellules étroites, les cellules

claires, les cellules basales, et les cellules en halo) certaines de ces cellules se trouvent dans



Revue bibliographique

toutes les régions de 1’épididyme tandis que d’autres sont localisées dans des régions

spécifiques (James et al., 2020).
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Figure 05 : Différents types de cellules épithéliales dans I’épididyme (Zhou et al., 2018)

5.2. Fonctions épididymaires

5.2.1 Transport des spermatozoides

La fonction la plus évidente de I'épididyme est de transporter les spermatozoides du
testicule vers le canal déférent. Le transport est effectué principalement par des contractions
rythmiques des couches musculaires lisses entourant I'épididyme avec l'intervention des cils
des cellules épithéliales (Elfgen et al., 2018).
5.2.2. Concentration des spermatozoides

L'absorption de liquide qui se produit pendant le transit épididymaire entraine une
augmentation de la concentration des spermatozoides (Turner, 1984).
5.2.3. Protection des spermatozoides

Les cellules épithéliales de I'épididyme ont une activité métabolique élevée qui entraine la
génération d'especes réactives de I'oxygene nuisibles aux spermatozoides. Pour lutter contre
ce probléme, les cellules épithéliales excrétent diverses enzymes antioxydantes, dont la
superoxyde dismutase, dans la lumiére épididymaire pour neutraliser les ROS (O’Flaherty,
2019).
5.2.4. Stockage du sperme

L’¢épididyme caudal fonctionne comme un lieu de stockage pour les spermatozoides

fonctionnellement matures avant 1’¢jaculation (Cornwall, 2009).
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5.2.5. Maturation des spermatozoides

Les spermatozoides subissent de nombreux changements de maturation dans I'épididyme,
la motilité et les facteurs nécessaires a la fécondation, subissent des changements dans la
compaction nucléaire, la composition de la membrane plasmique, la structure du
cytosquelette, la charge protéique et la charge d’ARN non codant (Cornwall, 2009; Sullivan
& Mieusset, 2016).

6. Vésicule séminale

Les vésicules séminales sont une paire de structures glandulaires accessoires de I’appareil
reproducteur masculin, situées en dehors du péritoine, interposees entre la vessie et le rectum.
Les canaux déférents qui sont contigus a la queue de 1’épididyme se terminent et forment des
poches bilatérales. Ces €jections latérales sont appelées les vésicules séminales (Reddy,
2014).

6.1. Fonctions des vésicules séminales

Les vésicules séminales contiennent de nombreuses cellules androgéno-dépendantes tres
granuleuses, qui produisent un liquide alcalin jaunatre. Ce liquide contient du fructose, des
protéines et de la vitamine C et joue un r6le important dans la coagulation et la motilité des
spermatozoides et dans la suppression de Il'activité immunitaire dans l'appareil reproducteur
féminin. Le liquide séminal constitue 50 % du volume total de I'éjaculat et le reste provient de
la prostate, de I'ampoule du canal déférent et de plus petites quantités des glandes bulbo-

urétrales, les glandes de Cowper (Gonzales, 2001).
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Figure 06 : Structure de la vésicule séminale (Reddy, 2014)
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I11. Obésité
1. Généralité

Dans notre corps, I'exces d'énergie est converti en triglycérides qui sont stockés dans des
dépots de tissu adipeux qui augmente en taille, ce qui accroit la graisse corporelle et entraine
une prise de poids. La mondialisation des systémes alimentaires qui produisent des aliments
plus transformes et plus abordables et encouragent la surconsommation passive d'aliments et
de boissons riches en énergie et pauvres en nutriments a été identifiee comme l'un des

principaux facteurs de I'épidemie d'obésité (Chooi et al., 2018).

L'obésité est un probleme de santé publique en croissance rapide et sa prévalence mondiale
a considérablement augmenté au cours des quatre derniéres décennies, passant de moins de 3
% et 6 % en 1975 a 11 % et 15 % en 2016, respectivement chez les hommes et les femmes
(Eslam & George, 2019). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’excés du
poids et 1’obésité affectent 60% des adultes et presque 1/3 des enfants (29% de garcons et
27% de filles) en Europe (OMS, 2022).

L'OMS définit le surpoids et I'obésité comme une accumulation anormale ou excessive de
graisse qui présente un risque pour la santé. L'estimation du surpoids ou de l'obésité d'un
individu se fait en calculant I'Indice de Masse Corporelle (IMC) en divisant le poids corporel
en kilogrammes par le carré de la taille en meétres, est une mesure simple utilisée pour
indiquer la masse grasse globale du corps (OMS, 2016; OMS, 2022).

IMC = Poids (Kg)/Taille (m?)

Pour les adultes, les directives actuelles de Centre de Controle et de prévention des
maladies des Etats-Unis et de I’OMS déterminent une plage d’IMC normal entre 18.5 et 24.9,
alors qu’un IMC > 25K g/m? est considéré comme un excés de poids et un IMC > 30 Kg/m?
est classé comme obése, avec une obésité sévére définie comme un IMC> 40Kg/m? (OMS,

2016).
2. Etiologie de I’obésité

Il est bien connu que I'obésité est une maladie multifactorielle et largement évitable qui
résulte de relations complexes entre plusieurs facteurs obésogeénes, considérés comme
influengant la prévalence de I'obésité (Tableau 01) (Apovian, 2016; Hruby & Hu, 2015;
Pigeyre et al., 2016; Swinburn et al., 2009).
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Tableau 01 : Facteurs associés au développement de 1’obésité

Type de facteur de risque

Facteur de risque spécifique

Déficit en leptine, variation rs9939609 du gene FTO,

Génétique mutation du récepteur de la mélanocortine-4, déficit en
pro-opiomélanocortine, obésité parentale et modifications
épigéniques
Antécédents Mauvais choix alimentaires, calories élevées, alimentation
comportementaux riches en graisses, boissons sucrées, inactivité physique, mode

de vie sédentaire

Socio-économique

Urbanisation et statu socio-économique, industrialisation,
transport mécanise

Environnement

Restauration rapide, regarder la télévision

Biologique

Grossesse, diabéte gestationnel, ménopause, troubles
neuroendocrines, microbiome intestinal, médicament et
handicap physique

3. Physiopathologie de I’obésité

3.1. Obésité et stress oxydatif

Dans le cas d’un régime riche en glucides ou en graisses, un exces de glucose et d’acide

gras génere du pyruvate, du CoA et d’autres métabolites réducteurs. Ensuite, ces substances

pénétrent dans les mitochondries pour 1’oxydation, ce qui améliore ’activité de la chaine

respiratoire mitochondriale et augmente le transfert d’électron unique et la production de ROS

(Zhang et al., 2019). En raison de la réponse inflammatoire chronique de faible intensité chez

les patients obéses, I’inflammation active une variété de cellules immunitaires pour produire

un grand nombre de radicaux libres, aggravant le stress oxydatif. Ce dernier aggrave encore

les dommages oxydatifs cellulaires et accélére la sénescence cellulaire, les adipocytes

sénescents recrutent des macrophages, libérent une variété de cytokines pro-inflammatoires et

favorisent I’inflammation (Heilbronn & Campbell, 2008).
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3.2. Obésité et ’inflammation

Dans I’état d’obésité, le dépdt de lipides conduit a 1’augmentation du volume des
adipocytes. Lorsque I’hypertrophie adipocytaire dépasse sa limite, 1’apoptose se produit. Les
adipocytes nécrotiques sécretent divers facteurs inflammatoires et chimiokines, tels que le
MCP-1 pour que les monocytes-macrophage proliferent et migrent vers le tissu adipeux et se
rassemblent autour des cellules graisseuses nécrotiques (Zamarron et al., 2016). Les
adipocytes libérent plus d’acides gras et d’endotoxines pour activer la transformation des
macrophages en macrophage M1 plus inflammatoires, puis activent la voie NF-KB, ce qui
augmente significativement les facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, IL-6 et IL-1p,
tandis que les facteurs anti-inflammatoires sont réduits. De plus, les adipocytes
hypertrophiques peuvent également modifier la transduction du signal intracellulaire,
augmentent 1’expression des cytokines pro-inflammatoires et finalement provoquent une

inflammation chronique (Mao et al., 2019).
3.3. Obésité et diabete de type 2

Il a été rapporté que les médiateurs inflammatoires adipocytaires inhibent la synthése des
triglycérides en régulant a la baisse le récepteur PPARy et son géne cibles, la lipoprotéine
lipase plasmatique (LPL), ainsi que le GLUT4 (Fain et al.,, 2004; Yu et al., 2006).
Simultanément, le TNFa réduit I’atténuation de la lipolyse médiée par I’insuline, régule a la
base la protéine périlipine associée aux gouttelettes lipidiques (PLIN) et améliore le pool
d’AMPc, ce qui augmente la libération d’acide gras libre (FFA) (Guilherme et al., 2008).
L’augmentation des acides gras réduit I’expression de I’IRS1, altere 1’activation de la
signalisation PI3K-AKT dans le foie et le muscle squelettique et augmente 1’expression de la
signalisation JNK dans le pancréas (Cheon et al., 2010). En fin de compte, 1’expression
réduite de PIBK-AKT provoque une résistance a I’insuline dans le foie et le muscle
squelettique, et I’expression accrue de JNK aggrave 1’apoptose dans le pancréas. La résistance
a I’insuline entraine une augmentation de la production de glucose et une diminution de
I’absorption du glucose, conduisant a une hyper-insulinémie. L’augmentation de 1’apoptose
des cellules B pancréatiques conduit au diabéte (Guilherme et al., 2008; Sramek et al.,
2021).
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Figure 07 : Diagramme schématique du lien entre I'obésité et le diabéte (Hossain et al.,
2016)

3.4. Obésité et dyslipidémie

La dyslipidémie athérogéne est caractérisée par des triglycérides élevés, un faible taux
plasmatique de lipoprotéines de haute densité (HDL) et des concentrations plasmatiques
¢levées de lipoprotéines contenant de 1’apolipoprotéine B (apo B). La dérégulation du
métabolisme des lipoprotéines chez les sujets obeses est due a une combinaison de
surproduction de lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), une diminution du catabolisme
des particules contenant de I’apoB et une augmentation du catabolisme des particules HDL.
Ces anomalies peuvent étre consécutives a un effet métabolique global de résistance a

I’insuline et un exces de graisse viscérale (Chan et al., 2016).
3.5. Obésité et maladies cardiovasculaires

En cas d'obésité, de résistance a I'insuline ou de diabéte, le tissu cardiaque est exposé a des

niveaux élevés d'acides gras et de glucides. Les lipides se déposent dans les vésicules
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myocardiques (stéatose cardiaque) en raison d'un deséquilibre entre l'absorption et la [-
oxydation des acides gras (Nakamura & Sadoshima, 2020). L’hyperlipidémie et
I’hyperinsulinémie stimulent le transport des acides gras saturés a longue chaine dans les
cardiomyocytes, et I'accumulation excessive de lipides provoque un dysfonctionnement
cardiaque par le biais de plusieurs mécanismes, notamment la génération de ROS et la
production de métabolites lipidiques tels que les diacylglycérols, les céramides ou les
acylcarnitines. Ces métabolites altérent encore la signalisation de I'insuline et diminuent la
contractilité cardiaque en influencant les réserves de Ca®" réticulaires sarcoplasmiques
(Gutiérrez-Cuevas et al., 2021; Jia et al., 2018; Turer et al., 2012; Zamora & Villena,
2019).

Il a également été rapporté, que les particules LDL oxydées et les acides gras libres
activent le processus inflammatoire et déclenchent I’athérosclérose. L'inflammation est
responsable de tous les stades de I'athérosclérose, du dysfonctionnement endothélial précoce
aux plagues d'athérome entrainant des complications, elle est associée a I'obésité, a la
résistance a l'insuline et au diabete de type 2. Dans 1’obésité viscérale, le tissu adipeux libére
des adipocytokines, qui induisent une résistance a l'insuline, un dysfonctionnement
endothélial, une hypercoagulabilité et une inflammation systémique, facilitant ainsi le

processus athéroscléreux (Csige et al., 2018).
3.6. Obésité et I’insuffisance hépatique

La stéatose hépatique se développe lorsque la quantité d’acides gras qui s’accumule dans
les cellules du foie dépasse la consommation. Ce déséquilibre entre I'entrée et la sortie, avec
dép6t intrahépatique de triglycérides, peut résulter de quatre mécanismes : soit par une
augmentation du rapport d'acide gras provenant de la circulation périphérique, soit par une
augmentation de la synthese hépatique d'acide gras, soit par une réduction de l'oxydation
intrahépatique et périphérique des acides gras, soit par une réduction de la libération de
triglycérides dans la circulation via les VLDL. Tous ces mécanismes contribuent a la
pathogenése de la stéatose hépatique soutenue par des altérations métaboliques. Les acteurs
impliqués dans ce processus sont nombreux, mais le role principal est joué par I’expansion du
tissu adipeux et notamment par 1’hypertrophie adipocytaire et I’insulino-résistance generée au
niveau hépatique et musculaire. Des taux élevés d’acide gras et de cholestérol, une résistance
a D'insuline et une prolifération adipocytaire sont généralement présent dans 1’obésité

nutritionnelle (Divella et al., 2019).
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3.7. Obésite et infertilité masculine
L’obésité affecte négativement la fertilité masculine par plusieurs mécanismes
3.7.1. Endocrinopathie et altération de la spermatogenése

L’augmentation de I’IMC masculin est associée a des concentrations plasmatiques réduites
de globuline liant les hormones sexuelles (SHBG) et de testostérone avec une augmentation
concomitante de la concentration plasmatique d’cestrogénes. La diminution de la testostérone
et "augmentation des cestrogénes sont associées a 1I’hypofertilité et a la réduction du nombre
de spermatozoides en perturbant la boucle de rétroaction négative de 1’axe hypothalamo-

hypophysaire gonadotrope (Amiri et al., 2020; Vermeulen et al., 1993).

D’autres hormones impliquées dans la régulation de la fonction des cellules de Sertoli et
de la spermatogencese, telles que les rapports FSH/LH, les niveaux d’inhibine B et de SHBG,
ont toutes été observées comme étant diminuées chez les hommes ayant un IMC élevé (Kerr
etal., 1993).

Chez les hommes obeses, I'eestrone et I'cestradiol sont augmentés en raison de
l'augmentation de l'aromatisation périphérique des androgenes. Les cestrogeénes ont un effet
négatif sur I'hypothalamus en modifiant les impulsions de I'hormone GnRH, entrainant la
suppression des sécrétions de gonadotrophines FSH et LH (hypogonadisme
hypogonadotrope) et donc, une perturbation de la spermatogenese (Katib, 2015).

3.7.2. Résistance a ’insuline

Les hommes obeses atteints de diabete de type 2 peuvent avoir un hypogonadisme
secondaire en raison de la résistance a I’insuline périphérique et centrale et de 1’effet des
cytokines pro-inflammatoires (TNFo et IL-6) sur [’axe hypothalamo-hypophysaire
gonadotrope (Bhasin et al., 2010). Les niveaux de globuline liant les hormones sexuelles
(SHBG) sont réduites chez les hommes obeses en raison de 1’augmentation de 1’insuline
circulante, associée a la résistance a I’insuline de I’obésité. Cependant, apres ajustement pour
les niveaux de SHBG, il a été demontré que de faibles niveaux de testostérone sont corrélés a
la résistance a l'insuline et a l'obésité, indiquant un effet indépendant de la résistance a

I'insuline sur la production de testostérone (Tsai et al., 2004).
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3.7.3. Hyper-ceestrogénémie

Les cestrogénes ¢élevés chez les hommes obeses peuvent en partie résulter de
I’augmentation de la masse de tissu adipeux blanc qui est responsable de 1’activité de
I’aromatase et des hormones dérivées du tissu adipeux et des adipokines, qui sont élevées
chez les hommes obeses (Wake et al., 2007). L’enzyme aromatase cytochrome P450 est
produite par de nombreux tissus, notamment le tissu adipeux et les cellules de Leydig
testiculaires. Chez les hommes, 1’activité d’aromatisation convertit la testostérone en
cestrogeénes. Il est suggéré que les concentrations élevées d’cestrogéne chez les hommes,
peuvent résulter d’une conversion accrue des androgénes en cestrogenes par le tissu adipeux
blanc. Cela contribue a I’augmentation des taux plasmatiques d’cestrogéne (Phillips &

Tanphaichitr, 2010).
3.7.4. Hyperleptinemie

La leptine " hormone de satiété " est une hormone peptidique principalement produite par
les adipocytes du tissu adipeux blanc et joue un réle important dans le controle de
I'noméostasie énergeétique et la réduction de la prise alimentaire (Martins et al., 2015). Cette
hormone est couramment observée élevée chez les hommes obeses en raison d'une résistance
a son effet (Caro et al., 1996). Il a été signalé que I'hypothalamus pourrait étre la cible
principale de la plupart des actions de la leptine sur l'axe reproducteur en régulant l'activité
neuronale et la sécrétion de GnRH, et en maintenant une fonction reproductrice normale
(Hausman et al., 2012; Schwartz et al., 1999). Une augmentation des niveaux de la leptine
diminue significativement la production de la testostérone par les cellules de Leydig en

modifiant la sensibilité de I’hypophyse a la GnRH (Hausman et al., 2012).
3.7.5. Stress oxydatif et les Iésions de I'ADN dans les spermatozoides

L’un des mécanismes pathologiques sous-jacents potentiels a I’origine de la diminution
des performances de reproduction chez les hommes obéses est le stress oxydatif des
spermatozoides. Des études ont montré que le stress oxydatif augmente avec une
augmentation de I'IMC, principalement en raison d’une augmentation de [’activité des
macrophages séminaux et induit une réduction de la motilité des spermatozoides, une
augmentation des dommages a I’ADN des spermatozoides, et une diminution de la réaction

acrosomique (Palmer et al., 2014; Zorn et al., 2003).
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Figure 08 : Obésité, stress oxydatif et infertilité masculine (Barbagallo et al., 2021).
3.7.6. Effet thermique de ’obésité sur la spermatogenése

L'un des inconvenients de I'obésité qui peut potentiellement contribuer a la modification de
la production des parameétres de sperme est l'augmentation de la chaleur gonadique résultant
de l'augmentation de I'adiposité scrotale. Le processus de la spermatogenese est trés sensible a
la chaleur, avec une température optimale chez I'nomme comprise entre 34 et 35° C. Des
températures élevées dans le scrotum, dues aux tissus adipeux, pourraient endommager les
spermatozoides. L'effet délétere de la chaleur est associé a une motilité réduite des
spermatozoides, a une fragmentation accrue de I'ADN des spermatozoides et a une
augmentation du stress oxydatif des spermatozoides (Chaudhuri et al., 2022; Katib, 2015;
Robinson et al., 1986).

IVV. Composeés phénoliques
1. Généralité

Les composés phenoliques (ou les polyphénols) sont des molécules phytochimiques
présents dans les tissus végétaux tels que les feuilles, les tiges, les racines, les fruits et les
graines. Ils donnent aux plantes leur couleur, leur golt et participent a leur adaptation a
I’environnement (Boudet, 2007). Ces métabolites secondaires comprennent un vaste groupe

de substances (plus de 8000 molécules) aux structures variées qu’il est difficile de définir
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simplement (de la Rosa et al., 2019). Ils sont répartis en une douzaine de classes chimiques
en fonction de leurs caractéristiques structurales, ils ont en commun la présence d’au moins
un cycle aromatique a six carbones (benzénique) et un nombre varié de fonctions hydroxyles
(OH) (Hennebelle et al., 2004). La diversité de ces molécules repose sur la complexité du
squelette initial depuis les molécules simples comme les acides phénoliques simples (noyau
C6) aux plus polymérisées comme les tanins condensés [(Ce-C3-Cg)n] et les lignines (C6-
C3)n, le degré de modification du squelette (méthylation, hydroxylation, oxydation...) et la
nature des métabolites associés (protéines, lipides, glucides.....) (Macheix et al., 2005;
Spencer et al., 2008).

OH

Phenol

Figure 09 : Structure d’un phénol simple (Al-Khalid & El-Naas, 2012)
2. Biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques végétaux sont synthétisés biogénétiquement par la voie

shikimate/ phénylpropanoide (Naikoo et al., 2019; Sharma et al., 2019).

Au cours de la biosynthése des composés phénoliques, 1’érythrose 4-phosphate est combiné
avec le phosphoénolpyruvate pour former la phénylalanine. Ensuite, la phénylalanine
ammonia-lyase catalyse la conversion de la phénylalanine en acide trans-cinnamique.
Plusieurs autres composés phénoliques tels que les flavonoides, les coumarines, les tanins
hydrolysables, les monolignols, les lignanes et les lignines sont formés par cette voie,

officiellement connue sous le nom de voie phénylpropanoide.
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Figure 10 : Biosynthese des polyphénols par la voie du schikimate/phénylpropanoid (Naikoo
etal., 2019)

3. Classification des composés phénoliques

3.1. Acides phénoliques

Parmi les principales classes phénoliques sont les acides phénoliques, que I'on trouve dans
les plantes sous forme d'esters, d'amides ou de glycosides, mais tres rarement sous forme
libre. La différence entre les acides phénoliques repose sur le nombre de groupes hydroxyles
et leur position sur le cycle aromatique (Pereira et al., 2009). Ces éléments sont des dérivés
soit de I’acide hydroxy-cinnamique (Cg-C3) comme dans le cas de 1’acide caféique, férulique,
sinapique, p-coumarique, soit des dérivés de 1’acide hydroxy-benzoique (C¢-C1) comme dans
le cas de I’acide gallique, syringique, vanillique, et protocatéchique (Khoddami et al., 2013).
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Figure 11: Structure de base des acides phénoliques ( acide hydroxybenzoique et acide
hydroxycinnamique) (Khoddami et al., 2013)

3.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus important de composés phénoliques
(6000/8000 composés). lIs sont de faible poids moléculaire, caractérisés par un squelette de
15 carbones, disposés en Cg-C3-Cs avec différentes substitutions, degrés d’insaturation et
dispositions du squelette de base, ce qui donne lieu a différent sous-classes (Lafay & Gil-
Izquierdo, 2008). Les structures des flavonoides sont principalement constituées de deux
cycles aromatiques, A et B, reliés par un pont a 3 atomes de carbone, souvent sous la forme

d’un cycle hétérocyclique, C (Figure 12).

=
Al c]
=

Figure 12 : Structure des flavonoides (Vuolo et al., 2019)

Les molécules de flavonoides proviennent de la voie de 1’acétate/malonate, dans laquelle le
cycle A est dérive, et de la voie du shikimate, dans laquelle le cycle B est dérivé de la
phénylalanine (Birt & Jeffrey, 2013). Dans ces composeées, les variations des cycles C sont
principalement responsables de la variété des classes de flavonoides (les flavanols (catéchines
ou flavan-3-ols), les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, et les
anthocyanidines) (Figure 13), et les variations des cycles A et B donnent naissance aux
différents composés da la classe des flavonoides. Ces variations sont dues aux substitutions
qui peuvent étre une glycosylation, une oxygénation, une alkylation, une sulfatation et une
acylation (Birt & Jeffrey, 2013).
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3.2.1. Classification des flavonoides
1. Les flavanols (flavan-3-ols)

La classe de flavonoides flavan-3-ols, dont la structure va des monomeres simples aux
oligoméres et aux tanins plus condensés, est la plus complexe. Les monomeéres flavan-3-ols
qui contiennent deux centres chiraux C2 et C3 produisent 4 isomeres parmi lesquels la (-)-

épicatéchine et la (+)-catéchine sont plus répandues (Aron & Kennedy, 2008).
2. Les flavonols

Ces constituants sont représentés par un squelette de 2-phénylchroméne-4-one et
comprennent la myricétine, la quercétine, I’isorhamnétine et le kaempférol. Des quantités
importantes de quercétine-3, O-rutinoside, quercétine-3, 4’-O-diglucoside et quercétine-4’-O-
glucoside sont présentes dans le vin rouge, le thé, le brocoli et les haricots (Smith et al.,
2003).

3. Les flavones

Les flavones sont caractérisés par une double liaison entre C2 et C3 et par le rattachement
du cycle B en C2, ainsi que par une O-méthylation, une O- et C-glycosylation et une
hydroxylation. Les structures des flavones sont similaires a celles des flavonols, a 1’exception
de I’absence d’oxygénation en C3, et on les trouve principalement sous forme de C7-O-

glycosides (Teng & Chen, 2019).
4. Les isoflavones

Cette classe se distingue par la présence du cycle B raccordé en position Cs au lieu de C,.
Les composés isoflavones les plus important sont la génistéine, la diadzéine, et la glycitéine,

que I’on trouve uniquement dans les légumineuses (Szeja et al., 2017).
5. Les flavanones

La classe la plus répandue de flavonoides, les flavanones, se distinguent par 1’absence
d’une double liaison C2-C3 et par la présence d’un centre chiral en position C2. Les
flavanones présentes dans les végétaux contiennent les dérivés méthoxy, hydroxy, et

méthylene-dioxy, avec le cycle C relié au cycle B en C2 (Del Rio et al., 2013).
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6. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des hétérosides caractérisés par un aglycone attaché a un ose par une
liaison glycosidique. Elles sont classés en pélargonidine, cyanidine, péonidine, delphinidine,
pétunidine, et malvidine (Ludwig et al., 2015).

FLAVAN-3-OLS

OH O

OH
ISOFLAVONES FLAVANONES ANTHOCYANIDINS

Figure 13 : Les classes de flavonoides (Birt & Jeffrey, 2013)
3.3. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques complexes avec un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000Da, ils sont solubles dans 1’eau et peuvent former un complexe
insoluble avec les protéines, la gélatine et les alcaloides (Cowan, 1999; Haslam, 1996), ils
ont la capacité de précipiter les glycoprotéines salivaires ce qui entraine une perte du pouvoir
lubrifiant responsable des astringences de nombreux fruits et produits végétaux. Ces
composés contiennent un grand nombre de groupes hydroxyles ou d’autres groupes
fonctionnels et se trouvent donc sous forme d’esters ou d’hétéros (Ferrer et al., 2008). Deux

classes chimiques de tanins ont été distinguées selon la structure et 1’origine biogénique :

3.3.1. Les tanins hydrolysables: sont formés d’esters d’acide gallique (gallotanins),
ellagique (ellagitanins) et de sucres, le plus souvent du D-glucose (Falcdo & Araujo, 2013,
2014; Radebe et al., 2013).



Revue bibliographique

HO Ol
oH
HO CO0n IO
‘-"‘-\_h e o OFL
i =g
o HO J o ol ol
Gallic acid - o ‘I_! {r:
1 0 04-C ol
D““c/o {I} n |, 1]
=G
o= ol
11Cy I ol
O
0l
(rallolanin

Figure 14 : Structure des tanins hydrolysables (Gallotanins) (Grasel et al., 2016)

3.3.2. Les tanins condensés : sont structurellement plus complexes et uniformes que les
tanins hydrolysables. Ce sont des oligoméres et des polymeéres de flavan-3-ols et leur structure
est voisine de celle des flavonoides (De Bruyne et al., 1999; Ricci et al., 2015). lls difféerent
par le type de liaison flavan intermoléculaire, le degré de polymérisation et 1’hydroxylation
(De Bruyne et al., 1999). La catéchine, I’epicatéchine, la gallocatéchine et épigallocatéchine
sont parmi les flavan-3-ols les plus courants trouvés dans les tanins condensé (Naumann et
al., 2017).

Flavan-3-ol
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3.4. Lignanes

Les lignanes (Cg-C3)n sont des polymeres de dimeres de phénylpropanoides dans lesquels
les molécules phénylpropanes sont liées par le carbone huit. Ces espéces sont impliquées
dans le mécanisme de défense chez les plantes et offrent une protection contre le
développement de certains cancers hormono-dépendants chez les mammiferes (Lamblin et
al., 2008).

HO CH,OH
CH.OH
antenodiol
{lignan)
OH

Figure 16 : Structure de lignanes (Scalbert & Williamson, 2000)
3.5. Stilbénes

Les stilbénes sont des composés organiques phénoliques de structure chimique Cs-C,-Cg et
sont caractérisés par la présence d’un noyau 1,2-diphényléthyléne. Le resvératrol est la base
de ces composés et posséde de multiples activités biologiques bénéfiques pour la sante,
notamment une neuro-protection (Richard et al., 2014), et une activité anticancéreuse

(Poltronieri et al., 2021).

Figure 17 : Structure de stilbenes (Pavan et al., 2011)
3.6. Coumarines

Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-one ou 1,2-benzopyrone) sont présentes dans les
plantes sous forme libre ou de forme d’hétéroside. A ce jour, 800 composés dérivés de la

coumarine naturelle ont été produits a partir de plus de 600 genres appartenant a 100 familles
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(Akkol et al., 2020). Plusieurs études révélent que les coumarines et leurs dérivés ont des
propriétés anticoagulantes (Hoult & Paya, 1996), anti-tumorales (Vianna et al., 2012) et

anti-inflammatoires et anti-nociceptives (Tosun et al., 2009).

8
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Figure 18 : Structure des coumarines simples (Wu et al., 2009)

4. Propriétés biologiques des composés phénoliques
4.1. Propriété antioxydante

Dans l'organisme des étres vivants, il existe un équilibre entre la production et
I'accumulation des ROS dans les cellules et les tissus et la capacité d'un systeme biologique a
les détoxifier. Une perturbation de cet équilibre provoque un phénomene appelé stress
oxydatif (Pizzino et al., 2017). Des recherches approfondies sur le rdle métabolique de
I'oxygéne ont été menées au cours des 40 derniéres années et ont suscité une attention
considérable. En particulier, les maladies liées au stress oxydatif (maladies cardiovasculaires,
neurodégénératives, mitochondriales et cancéreuses) (Chaturvedi & Beal, 2013; Pham-Huy
et al., 2008; Singh et al., 2004). Des effets déléteres séveres du stress oxydatif sur la fonction
de reproduction ont été confirmés par de nombreux travaux (Henkel, 2022; Maliki et al.,
2020; Mohammad Mustafa et al., 2022).

Les antioxydants sont des substances chimiques qui ont la capacité de neutraliser les
radicaux libres et de protéger I'organisme vivant, soit en empéchant la formation d'especes
réactives, soit en piégeant les radicaux libres, soit par I'extinction de I'oxygéne et des photo-
sensibilisateurs, soit par la formation des complexes chélatés avec des métaux pro-oxydants,
soit par l'activation ou la désactivation d'enzymes, soit en réparant les dommages causes par
les ROS (Polumbryk et al., 2013).

Deux groupes d'antioxydants sont utilisés en médecine et dans l'industrie : les antioxydants
naturels et les antioxydants synthétiques. Etant donné que la plupart des antioxydants
synthétiques courants sont suspectés d'avoir un effet néfaste sur la santé humaine, il convient

d'en tenir compte (Dawidowicz et al., 2015; Lobo et al., 2010). On accorde de plus en plus
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d'attention aux composés antioxydants naturels que I'on trouve dans les plantes
(Balasundram et al., 2006; Gupta & Sharma, 2006; Olszowy & Dawidowicz, 2016).
Parmi ces composés, les plus prisés sont les composés polyphénoliques qui contiennent un ou

plusieurs groupes hydroxyles dans leur structure (Cheynier et al., 2013).

4.2. Propriétés anti-obésité et antidiabétiques des polyphénols et leurs fonctions
moléculaires

4.2.1. Réle des acides phénoliques
1. Acide gallique

L’acide gallique (CgH2(OH); COOH) est un acide phénolique naturel abondamment
distribué dans diverses plantes comestibles notamment les feuilles de the, les pépins de raisin,
les fleurs de rose, le fruit du Syzugium cumini, ect... (Chhikara et al., 2018). 1l a été rapporté
que ’acide gallique posséde un potentiel antidiabétique grace a ses propriétés antioxydante et
anti-inflammatoire (D’souza et al., 2014; Xu et al., 2021). Une étude récente a montré que
I’acide gallique diminue l'insulinorésistance dans les adipocytes en inhibant 1I’expression de la
protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1) et en augmentant 1’hormone anti-
inflammatoire, 1’adiponectine. L’acide gallique a également réduit I’hypertrophie des
adipocytes et I’inflammation causées par 1’interaction entre les macrophages et les adipocytes,

améliorant ainsi la dyslipidémie (Tanaka et al., 2020).
2. Acide chlorogénique

L’acide chlorogénique (acide 5-caféoylquinique), appartient a la famille des acides
hydroxy-cinnamique et est formé par 1’acide caféique et I’acide quinique (Kremr et al., 2016;
Naso et al., 2014; Wang et al., 2016). Ce composé phénolique est le composant principal de
nombreuse préparation de la médecine traductionnel. Ces derniéres années, il a été découvert
qu’il avait des propriétés antioxydantes, hypoglycémiques, hypolipidémiques, et anti-
inflammatoires (Yan et al., 2020) .Chez des rats Wistar exposés a un régime riche en graisses
et en glucose, l'acide chlorogénique a réduit la prise de poids corporel, le poids du foie, le
poids de la graisse épididymaire et mésentérique, a amélioré le métabolisme lipidique
hépatique et plasmatique en réduisant le cholestérol, les triglycérides et les acides gras libres
par l'activation de la protéine kinase (AMPK), l'augmentation de la carnitine palmitoyl
transférase 1 (CPT-1) et la diminution de lI'acétyl-CoA carboxylase (Sudeep et al., 2016).
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3. Acide rosmarinique

L’acide rosmarinique est un ester phénolique dérivé de 1’acide caféique et de 1’acide 3,4-
dihydroxyphényllactique (Petersen, 2013). Il s’accumule en grande quantit¢ dans de
nombreuse especes végétales et est particulierement abondant dans de nombreuses herbes de
la famille des lamiacées, telles que la sauge, le romarin, la menthe et le basilic (Amoah et al.,
2016; Chadni et al., 2023). Comparativement aux autres acides phénoliques, 1’acide
rosmarinique a une plus grande capacité d’interaction avec les membranes cellulaires, ce qui
en fait un composeé structurellement intéressant (Filipe et al., 2018). Il a été rapporté que le
traitement par 1’acide rosmarinique chez des rats femelles obéses et diabétiques de type 2
neutralise la surcharge redox par le systeme antioxydant enzymatique dans le tissu cardiaque
et diminue le cholestérol et la glycémie (Zych et al., 2019). Dans les adipocytes humains,
I'acide rosmarinique interfére avec le processus de métabolisme des lipides en réduisant
I'expression des genes clés dans la synthese des lipides, tel que l'acide gras synthase
(Vasileva et al ., 2021).

4.2.2. Roles des flavonoides
1. Réles de la quercétine

La quercétine est I'un des flavonoides les plus fréguemment présents dans I'alimentation.
Il a été rapporté dans la littérature que I'administration de la quercétine diminue la pression
artérielle chez les patients hypertendus (Edwards et al., 2007). En raison de son activité
antioxydante, la quercétine peut également réprimer I'augmentation de I'nypertension induite
par l'alimentation chez les rats obeses (Yamamoto & Oue, 2006), inhibe la croissance
cellulaire et stimule 1I’apoptose dans les pré-adipocytes 3T3-L1 en diminuant le potentiel de la
membrane mitochondriale, en activant la caspase3, Bak et Bax et en réduisant les Protéines
PARP et Bcl-2 (Hsu & Yen, 2006). Il a été démontré que la quercétine diminue également
I’expression de la lipoprotéine lipase (LPL), de la SREBPIc et le facteur de transcription
adipogénique clé (PPARY). En régulant le NF-B et ’ERK 2, la quercétine et ses dérivés
protégent les cellules INS1 et les cellules clonales pancréatiques contre le stress oxydatif et
I’accumulation des nitrates d’oxygene. Ils améliorent aussi la sécrétion d’insuline stimulée par

le glucose (Dai et al., 2013).
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2. Roles de cyanidine-3-glucoside

Selon les études de Guo et al. (2012), les flavonoides (cyanidine-3-glucoside) favorisent la
phosphorylation el 1’exclusion de la FoxOl, un médiateur transcruptionnel majeur de la
signalisation de I’insuline en diminuant 1’activité de la kinase JNK, ainsi que la réduction de
I’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux blanc et les niveaux d’ARNm des

cytokines inflammatoires et la teneur en triglycérides hépatiques.
3. Roles de I’apigénine

Dans les cellules hépatocellulaires HepG2 exposées a un taux élevé de glucose, il a été
démontré que les flavonoides (apigénine) renforcent la phosphorylation de I'AMPK et
préviennent l'accumulation de lipides (Zang et al., 2006). Dans les cellules B clonales HIT-
T15, le traitement a I'apigénine a atténué les dommages oxydatifs induits par le 2-désoxy- D-
ribose par son effet antioxydant en contrélant le potentiel membranaire mitochondrial (Suh et
al., 2012).

4.2.3. Roles des tanins

Plusieurs travaux réalisés sur les animaux et les patients humains atteints de diabetes de
type 2 ont confirmés les effets hypo-géniques des tanins (Gin et al., 1999; Ong, Khoo, &
Das, 1995). Selon (Liu et al., 2005) Les tanins (gallotanins) induisent le transport du glucose
en activant la voie de signalisation médiée par l'insuline dans les adipocytes en stimulant la

translocation de GLUT4, et ils inhibent la différenciation des adipocytes.
4.2.4. Réles des stilbénes

Le resvératrol est un puissant stilbéne anti-inflammatoire et antioxydant qui présente
plusieurs activités biologiques, notamment la prévention du cancer et des troubles
métaboliques (Atten et al., 2005; van der Spuy & Pretorius, 2009). Pour le contréle du
diabete et la prévention de I'obésité, les stilbénes (resvératrol) augmentent l'absorption du
glucose via le transporteur GLUT4 et régulent I'oxydation des acides gras par 'AMPK (Zang
et al., 2006). De plus, le resvératrol bloque I'adipogenese en supprimant l'entrée des pré-
adipocytes en phase G2/M dans le cycle cellulaire et I'expression des régulateurs du cycle
cellulaire, la kinase dépendante de la cycline 2 et la cycline A (Kwon et al., 2012).
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4.3. Composés phénoliques et la fertilité masculine
4.3.1. Réles des acides phénoliques
1. Acide gallique

Les travaux réalisés par Owumi et al. (2020) ont signalé le role critique de I’acide gallique
dans I’amélioration de la défense antioxydante et la réduction de ’activation de la caspase-3,
de l’interleukine-1p, et des variations histologiques dans I’épididyme, les testicules et
I’hypothalamus des souris exposées a I’aflatoxine-B1. De méme, chez des rats traités au
cyclophosphamide, 1'administration d’acide gallique pendant 35 jours a amélioré les
paramétres spermatiques (motilité, morphologie et viabilité) et a diminué la fragmentation
d’ADN dans les cellules germinales (Mehraban et al., 2020). De méme, 1’acide gallique
administré pendant 10 jours a des rats soumis a la cisplatine a entrainé une inhibition du stress
oxydant, de I’apoptose, la fragmentation de I’ADN, en plus de I’amélioration structurale et

fonctionnelle du testicule et de 1’épididyme (Altindag & Meydan, 2021).
2. Acide chlorogénique

L'acide chlorogénique a montré un effet positif dans la production in vitro d'embryons
porcins et une protection contre les dommages de I'ADN induits par le stress oxydatif dans les
ovocytes et a amélioré leur compétence de développement ultérieur apres la fécondation
(Nguyen et al., 2019). En outre, il a été rapporté que l'acide chlorogénique augmente la
phosphorylation de 'AMPK, une protéine impliquée dans la régulation de la motilité des
spermatozoides et la protection de la membrane mitochondriale (Naveed et al., 2018). 1l a été
aussi démontré récemment que ’acide chlorogénique a restauré les dommages occasionnés

par I’irradiation ionisante sur le testicule (Abedpour et al., 2022).
3. Acide rosmarinique

Des ¢études récentes ont rapporté que 1’acide rosmarinique pourrait atténuer les lésions
testiculaires induites par la doxorubucine et inverser les effets négatifs de I’infertilité
masculine induite par le métronidazole chez le rat (Al-Alami et al., 2016; Georgy & Mabher,
2017). L’acide rosmarinique augmente également le comportement sexuel et les niveaux de
testostérone chez les rats males diabétiques (Farzadi et al., 2011). De plus, la forte activité
antioxydante de ’acide rosmarinique améliore la fonction des spermatozoides et la capacité

de fécondation in vitro apres cryoconservation du sperme chez plusieurs animaux, dont le
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sanglier (Lufo et al., 2014), le taureau (Daghigh-Kia et al., 2014), bélier (Motlagh et al.,
2014). Ces recherches indiquent que I’acide rosmarinique agit comme un agent cyto-

protecteur pour la reproduction male dans les modéles animaux.
4.3.2. Roles des flavonoides

La quercétine, en tant qu’antioxydant efficace, a de nombreux effets bénéfiques sur la
fonction reproductrice masculine (Altintas et al., 2015; Kanter et al., 2016).Dans les cellules
de Leydig, la quercétine (10uM) augmente la production de stéroides en stimulant I'activation
AMP-dépendante des promoteurs régulateurs aigus stéroidogenes (STARs), du cytochrome
P450 11A1 recombinant (Cyp 11al), et de la ferredoxine-1(Fdx1) (Cormier et al., 2017).
Chez des rats intoxiqués avec le di-n-butyl phthalate (DnBP) pendant 15 jours, et traités avec
la quercétine pendant la méme période, les paramétres du stress oxydatif ont été nettement
améliorés (malondialdehyde (MDA), glutathion (GH), superoxide dismutase (SOD) et catalase
(CAT)) et une restauration de la spermatogenese avec le rétablissement de la morphométrie
testiculaire ont été constatées (Abarikwu et al., 2020). Des effets thérapeutiques de la
quercétine similaires ont été notés sur le testicule, la prostate et les vésicules séminales chez des
rats soumis a 1’acétate de plomb et aux nanoparticules du trioxyde d’aluminium (Behairy et al.,
2022). 1l a été démontré que la quercétine protége le testicule contre les effets déléteres des
métaux lourds, cette molécule peut agir en réduisant le stress oxydatif et en restaurant la
capacité antioxydante, comme en témoignent les niveaux accrus de GSH, de glutathion
peroxydase (GPx), de Catalase, de vitamine C, de vitamine E, de TAC et la diminution de la
production de MDA et de H,O, dans I'homogénat testiculaire (Zhang et al., 2023).

4.3.3. Roles des tanins

Il a été rapporté que les tanins et I’acide tannique suppriment les propriétés de piégeage
des radicaux libres des spermatozoides et améliore le poids des organes reproducteurs,
I’autophagie dans les testicules, les hormones sexuelles sériques, les parametres des
spermatozoides et I’aberration dans le chromosome (Dai et al., 2020). Chez des agneaux pré-
puberes alimentés avec I’extrait de tanins des pépins de raisins ont été observés un
développement précoce des organes reproducteurs, une augmentation de 1’expression des
genes antioxydants, de la stéroidogenése et du métabolisme des acides gras polyinsaturés avec
une modification des profils des acides; ce régime a également augmenté la capacité
antioxydante des testicules des agneaux et a contribué au developpement des testicules et a la

stimulation de la spermatogenése (Li et al., 2021). De plus, I’acide tannique administré a des
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rats adultes soumis a une septicémie induite par la Ligature et la Perforation Caecale (CLP) a
cause une amélioration de la fonction testiculaire en réduisant les stress oxydatif et

I’inflammation (Pourmirzaei et al., 2021).
4.3.4. Réles des stilbénes

Compte tenu de ses similitudes structurales avec le diéthylstilbestrol et le 17p-estradiol et
son activité en tant que modulateur des systemes de réponse aux cestrogenes, le resvératrol a
été classé comme phyto-estrogene (Mongioi et al., 2021). Ce composé est capable
d’augmenter les effets ostéogéniques des hommes, et par conséquent, ¢’est un modulateur de
la fonction reproductrice. Les cestrogénes sont également sécrétés par les cellules de Leydig
ou ils jouent une fonction de régulation paracrine (Sharpe, 1997; Sharpe, 1998), cela suggeére
un réle possible du resvératrol dans la fertilité masculine. De plus le resvératrol semble avoir
une activité phyto-estrogéne dans le récepteur aux androgénes en inhibant sa dimérisation
(Streicher et al., 2014) et son activité transcriptionnelle induite par 1’IL-6 dans les cellules
cancéreuse de la prostate (Lee et al., 2014). Dans les testicules, il augmente la
spermatogenese par la stimulation directe de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique sans
effets indésirables (Juan et al., 2005). Les effets positifs du resvératrol sur les fonctions
males et femelles et sur la santé reproductrice humaine ont été clairement et largement
rapportés par Pasquariello et al. (2020) et Novakovic et al. (2022) dans leurs articles revus.
Récemmen, une étude effectuée sur des rats adultes soumis a un antibiotique, la vancomycine

a révélé I’efficacité pharmacologique du resveratrol sur le testicule (Alshehri, 2023).
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I. Etude in vitro de Salvia balansae
1. Disruption de la matiere végétale étudiée

Notre étude in vitro a été réalisée sur une plante endémique originaire d’Algérie de la
famille des Lamiaceae, Salvia balansae, connue localement sous le nom de ‘hchichet kol
blia’. Cette espece de Lamiaceae est une plante buissonnante & fleurs blanches, sous-
arbrisseau avec des tiges ligneuses, des feuilles vertes et la corolle divisée en deux lévres. Elle
est caractérisée par deux périodes de floraison, la premiére s’étendant de février a avril et la
deuxiéme en novembre. Géographiquement, cette plante est distribuée de la vallée du Cheliff
(est) au littoral oranais (ouest) en Algérie (Mostari et al., 2020; Quézel & Santa, 1962) . Des
spécimens sont déposés dans [I'herbier de I'Universiteé de Montpellier (MPU010315,
MPUO01016) et celui du Muséum National d'Histoire Naturelle (MNHN) a Paris (MNHN-P-
P02876546).

2. Classification

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia

Espéce : Salvia balansae
Nom binomial

Salvia balansae Noé ex Coss

Figure 19 : Salvia balansae (Tiges, feuilles, fleurs et graines)

> a 1<
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3. Collection et authentification de la plante

Salvia balansae a été collectée en mars 2019 en période de floraison dans la région du
Cheliff a Sidi Belattar, Willaya de Mostaganem. Cette région située a 12 m d’altitude,
36.03°N, 0.27°E se caractérise par un climat semi-aride (Figure 20).

SR hiwt

‘,— Sidi Belattar

‘7'«;, Sidi Belattar
Z

£

Figure 20 : Localisation géographique de la zone d’échantillonnage de Salvia balansae
(Google Earth)

Les tiges avec les feuilles ont été fraichement collectées aléatoirement, placées dans des
sacs en plastique puis transportées au laboratoire de protection des végétaux de la faculté des
sciences de la nature et de la vie. L’identification botanique a été assurée par le Dr. Mostari
Abassia et le Pr. Errol Véla, du département de biologie de I'Université Abdelhamid Ibn Badis
de Mostaganem-Algérie et de I'Université de Montpellier-France respectivement.

Les feuilles ont été soigneusement séparées, nettoyées et séchées a ’ombre pendant 20
jours a une température ambiante (25 - 30° C). Aprés la stabilisation du poids des
échantillons, les feuilles ont été broyées en poudre fine a 1’aide d’un broyeur électrique. La
poudre végétale obtenue a été conservée dans des bocaux en verre hermétiqguement fermes

pour empécher 1’oxydation et la dégradation des métabolites secondaires.

4. Préparation de ’extrait

La méthode d’extraction utilisée dans cette étude est I’infusion a 10%. Cette méthode est la
plus couramment utilisée par I’lhomme (N’guessan et al., 2011), et la plus simple a extraire

les composants hydrosolubles (Cao-Ngoc et al., 2020). L’eau est le solvant choisi pour son

ST <
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action non destructive. Cela a permis d’obtenir un extrait aqueux. 100 mL d’eau distillée
bouillée ont été versées sur 10g de matiere végetale bien broyée (feuilles). Aprés 15 min,
I’infusion a été filtré sous vide a 1’aide d’un papier filtre Whattman # 1 et le filtrat a été
récupéré dans un flacon opaque, I’opération a été répétée trois fois pour extraire le maximum
de métabolites. Le filtrat a été lyophilisé a 1’aide d’un lyophilisateur de type Alpha 2-4 LD
plus et le lyophilisat a été pesé pour calculer le rendement d’extraction, puis conservé a -20°C

dans un flacon stérile hermétiquement fermé.

5. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction (R) a été calculé selon la formule suivante :
R (%) = (Mext/ Méch)x100

Ou : R est le rendement en % ; Mext est la masse de 1’extrait aprés lyophilisation en g et
Meéch est la masse de la matiére végétale séche brute.

6. Screening phytochimique

Le criblage phytochimique qui est une méthode qualitative, a été réaliseé pour mettre en
évidence la présence des composés chimiques présents dans les feuilles de notre plante (S.
balansae). Ce test est basé sur I’apparition et/ou changement de couleur et des précipitations a
I’aide des réactifs spéciaux permettant de déterminer certains phyto-constituants biologiquement

actifs.

Les résultats sont classés selon 1’apparition en :
> Réaction positive +

» Réaction négative —

6.1. Détection des polyphénols

Deux millilitres (2mL) de I’extrait aqueux ont ét¢ mélangés avec 1mL de la solution de
chlorure ferrique. L’apparition d’une couleur noire bleutée indique la présence de polyphénols
(Prashant et al., 2011).

6.2. Détection des flavonoides

Les flavonoides ont été détectés avec la réaction a la cyanidine (acide chlorhydrique et
magnésium), qui permet de caractériser le type de flavonoides présents (Benzidia et al., 2018;
Harborne, 2005).
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5mL d’alcool chlorhydrique (éthanol 95%, eau distillée et HCl concentré (v: v: v) ont été
ajoutés a 5SmL d’infusé, puis quelques copeaux de magnésium et ImL d’alcool iso-amylique sont
également ajoutés. L’apparition de la couleur rose violacée (flavonones) ou rose orangé
(flavones) ou rouge (flavonols) associée a une couche surnageante d’alcool iso-amylique indique
la présence de génines (flavonoides libres).

Avec les hétérosides flavoniques, les colorations sont moins intenses. Avec les chalcones, les
aurones, les dihydrochalcones, les iso-flavones et les catéchines, la réaction est négative.
6.2.1. Détection des leuco-anthocyanes
Ici, la réaction a la cyanidine a été réalisée sans I’ajout des copeaux de magnésium, le mélange a
été chauffé au bain-marie pendant 15min. Le développement d’une coloration rouge cerise ou
violacée indique la présence de leuco-anthocyanes. La teinte brun-rouge indique la présence des
catéchols.
6.2.2. Détection d’anthocyanes
SmL d’acide sulfurique (10%) et SmL d’ammoniac (50%) ont été ajoutés a SmL d’infusé (5%).
La couleur de I’infusé est accentuée par 1’acidification puis devient bleu en milieu basique en
présence d'anthocyanes.
6.2.3. Détection des flavanes
ImL d’acide chlorhydrique concentré contenant de la vanilline (2%) a été mélangé a deux

millilitres d’infusé a 10%. La coloration rouge révele la présence de flavanes.

6.3. Détection des tanins

La réaction au chlorure de fer (111) a été employée pour détecter la présence de tanins. Cette
réaction est basée sur 1’apparition d’une précipitation ou d’une coloration verdatre ou bleu-noir
apres 1’addition de 1mL de chlorure ferrique (FeCls) a SmL d’infusion (Harborne, 2005).

6.3.1. Tanins galliques (Réactif de Stiasny)

Les tanins galliques ont été détectés par 1’addition de 1.5mL du réactif de Stiasny (10mL de
formol a 40% et SmL de HCI concentré) a 3mL d’infusé. Le mélange réactionnel a été chauffé
au bain-marie a 90°C pendant 15 min. le filtrat obtenu a été saturé par S5g d’acétate de sodium
pulvérisée. Ensuite, ImL goutte a goutte d’une solution de FeCl3 a été ajouté. L apparition d’une
couleur bleu-noire confirme la présence des tanins galliques (Harborne, 2005).

6.3.2. Tanins catéchiques

SmL d’HCI concentré ont été ajoutés a SmL d’infusé. Le mélange a été porté a ébullition

pendant 15min. la formation d’un précipité rouge insoluble dans 1’alcool iso-amylique, montre la

présence de tanins catéchiques (Benzidia et al., 2018; Harborne, 2005).
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6.4. Détection des quinones
Un millilitre d’extrait a ét¢ mélangé avec un millilitre d’HCI concentré. La formation d’un

précipité jaune au fond du tube a essais indique la présence de quinones dans 1’extrait aqueux

(Abidi et al., 2017).

6.5. Détection des phlobatanins
Selon le test du précipité, 2mL d’extrait ont été bouillis dans un tube a essais avec ImL d’HCI
aqueux a 1%. Le précipité rouge est I’indicateur positif pour la présence de phlobatanins dans

I’extrait aqueux (Abidi et al., 2017).

6.6. Détection d’oxalate
Un millilitre d’acide éthanolique glacial a été ajouté a 3mL d’extrait. La formation d’une
couleur noire verdatre au fond du tube & essais est considérée comme positive pour la présence

d’oxalate dans 1’extrait aqueux (Abidi et al., 2017).

6.7. Détection des protéines et des acides aminés

Les acides aminés et les protéines ont été mis en évidence par la réaction a la ninhydrine
(Prashant et al., 2011). 1mL de solution de ninhydrine (1% dans 1’acétone) a été ajouté a 2mL
de I’extrait et le mélange a ét¢ maintenu au bain-marie pour 1’ébullition pendant 1-2 minutes. La
formation d’une coloration violette atteste de la présence de protéines et d’acides aminés dans

notre extrait.

6.8. Détection des stéroides

Les stéroides ont été identifiés avec la réaction de Liebermann-Burchard. SmL d’extrait
ont été mélangés avec (un millilitre de chloroforme, un millilitre d'anhydride acétique et un
millilitre d’acide sulfurique concentré). Un précipité de couleur rose foncé ou rouge signale la
présence de stérols (Abidi et al., 2017; Prashant et al., 2011).

6.9. Détection des glycosides cardiagues

Un mélange contenant ImL d’une solution aqueuse de chlorure ferrique (FeCl3) a 10%
additionnée de 3ml d’acide acétique glacial a été ajouté a 2 ml d’extrait. Aprés une légere
agitation, le mélange a été additionné de 1ml d’acide sulfurique concentré. L’anneau brun a
I'interface indique la présence d'un désoxyose caractéristique des cardénolides (Ayoola et al.,
2008).
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6.10. Détection des composés réducteurs

Les composés réducteurs ont été¢ mis en évidence par le réactif de Fehling. 4mL de I’extrait
ont été introduits dans un tube a essais, puis 2mL de la liqueur de Fehling (A et B) ont été
ajoutés. L’ensemble a été porté a ébullition au bain-marie durant 8min. L’obtention d’un

précipité rouge brique désigne la présence des composés réducteurs (Ayoola et al., 2008).
6.11. Détection des terpénoides

Deux millilitres d'extrait ont été mélanges & 1mL de chloroforme, puis 3 a 4 gouttes de H,SO,
concentré ont été ajoutées. La formation d'un précipité brun rougeéatre indique la présence de
terpénoides (Abidi et al., 2017).

6.12. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été détectés a l'aide de trois réactifs différents (Wagner, Mayer et Dragendorff)
(Annexe 1).

Deux millilitres d'extrait ont été mélangés avec 5mL d'acide chlorhydrique al%. Apres
chauffage au bain marie, le filtrat a été divisé en trois volumes égaux. Le premier a été traité
avec 1mL de reactif de Wagner, le deuxieme avec 1mL de réactif de Mayer et le troisieme
avec le réactif de Dragendorff. La formation d'un précipité brun ou blanc jaunatre ou rouge
orangeé respectivement dans chagque volume témoigne de la présence des alcaloides (Prashant
etal., 2011).

6.13. Détection des saponines

Pour la détection des saponines, deux millilitres d’extrait (10%) ont été dilués avec 4mL
d’eau distillée puis agités vigoureusement. La formation d’une couche de mousse incessante

indique la présence des saponines (Harborne, 1973).
7. Analyse quantitative des molécules bioactives
7.1. Dosage des composées phénoliques totaux

La détermination des composés phénoliques totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu est la
plus appropriée pour une utilisation de routine en laboratoire. Cette méthode est basée sur la
mesure de la concentration totale des groupes hydroxyles phénoliques dans les extraits.
Cependant, dans la réaction chimique, les polyphénols de I’extrait réagissent avec le réactif

redox (Folin-Ciocalteu) et forment un complexe bleu (phosphotungstique-
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phosphomolybdene) quantifiable par le spectrophotometre en lumiére visible, ot 1’absorbance
maximale du complexe dépend de la solution alcaline et de la concentration en composés

phénoliques (Blainski et al., 2013).

Le dosage des polyphénols a été effectu¢ a 1’aide d’un spectrophotometre a UV visible
suivant la méthode décrite par Bouzouina et al. (2016). Briévement, 1’extrait aqueux de
feuilles de S. balansae préparé a une concentration de 0.6 mg/mL a été mélangé avec 5mL de
folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois, aprés 5 min d’incubation, 4mL d'une solution aqueuse de
carbonate de sodium (75%) ont été ajoutés. Dans les mémes conditions, un étalon a été
préparé avec 1’acide gallique a des concentrations variant de 0 a 100pug/mL. Aprés une heure
d’incubation a température ambiante et a I’obscurité, I’absorbance a été lue a 765nm conte le
blanc (I’eau distillé) a I’aide d’un spectrophotometre de type JENWAY 6715. Les résultats
ont été exprimés en milligramme équivalent acide gallique (standard) par gramme d’extrait
lyophilisé (mg EAG/Q).

7.2. Dosage des flavonoides totaux

Le test colorimétriqgue au chlorure d’aluminium permettant la détermination des
flavonoides a été proposé pour la premiere fois par Christ et Muller en 1960 pour la
détermination des dérivés de flavonols dans les médicaments (Christ & Muller, 1960). En
raison de leurs nombreux groupes oxo et hydroxyle, les flavonoides sont affins aux ions
métalliques tels que ’Al(III). La méthode est basée sur 1’oxydation des flavonoides par le
trichlorure d’aluminium et la formation d’un Chélate jaune (Al (IIT)-flavonoides) qui absorbe
dans la gamme 410-440 nm (Shraim et al., 2021).

Un volume de 1mL d’une solution méthanolique de chlorure d’aluminium (2%) a été
mélangé a un volume égal d’extrait. Aprés 10min d’incubation a température ambiante,
I’absorbance a ét¢ mesurée a 430nm. La quercétine a été utilisée comme standard a des
concentrations croissantes de 0 a 20pg/mL pour tracer la courbe d’étalonnage. Les résultats
ont été exprimés en milligramme équivalant quercétine par gramme d’extrait lyophilisé (mg
EQ/g) (Ahn et al., 2007).

7.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon le test vanilline-HCI de Broadhurst &
Jones, (1978). Le principe de ce dosage est base sur la condensation de I'aldéhyde aromatique
vanilline (4-hydroxy-3-methoxy benzaldéhyde) avec les flavanols monoméres et leurs
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oligoméres (catéchines) pour former un adduit rouge qui absorbe a 500 nm (Dykes &
Rooney, 2006). Brievement, 400uL d’extrait ont été ajoutés a 3mL d’une solution
méthanolique a 4% de vanilline. Ensuite, 1.5mL d’acide chlorhydrique concentré ont été
additionnés. Aprés 15min d’incubation, 1’absorbance a été lue a 550nm. Parallélement,
différentes concentrations de Catéchine allant de 100 a 1000ug/mL ont été utilisées comme
standard pour établir la courbe d'étalonnage.

Les concentrations en tanins condensés ont été exprimées en milligramme équivalent

catéchine par gramme d’extrait lyophilisé (mg EC/Q).

8. Activités biologiques de I’extrait
8.1. Activités antioxydantes

Le mécanisme réactionnel de I’activité antioxydante des composées polyphénoliques est
lié a la capacité de neutralisation des ROS. La neutralisation est produite lorsque
I’antioxydant transfére son électron ou son atome d’hydrogeéne au radical libre (Dawidowicz
& Olszowy, 2012; Markovi¢ et al., 2013). Comme le montre la littérature (Dawidowicz &
Olszowy, 2012; Markovi¢ et al., 2013), quatre voies chimiques sont proposees pour le
piégeage des radicaux libres par les composées phénoliques : Transfert d'électrons couplés a
des protons (PC-ET/HAT), transfert d'électrons-protons (ET-PT), transfert d'électrons
séquentiel avec perte de protons (SPLET) et formation d'adduits (AF).

Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant des extrait plusieurs méthodes sont utilisées, la
majorité de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le
milieu réactionnel.

Dans le cadre de notre travail, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro de
I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae a été réalisée par cing méthodes chimiques a
savoir : la capacité antioxydante totale (CAT), le piégeage du radical libre DPPH, le piégeage

du radical ABTS, la réduction du fer, et la Chélation du fer ferreux.
8.1.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

La méthode de Gunathilake & Ranaweera. (2016) a été suivie pour la détermination de
la capacité antioxydante totale de I’extrait. Cette méthode est basée sur la réduction du
molybdéne Mo(VI) présent sous forme d'ions molybdate MoO,> en molybdéne Mo(V)
MoO?" en présence de l'extrait pour former un complexe vert de phosphate/Mo(V) & pH
acide, avec une absorbance maximale a 695nm (Prieto et al., 1999).
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Un volume de 300uL de I’extrait a ét¢ mélangé avec 1mL de la solution réactive (0.6 M
acide sulfurique, 28mM phosphate de sodium, et 4 mM molybdate d'ammonium). Les tubes
contenant la solution de réaction ont été incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés
refroidissement a température ambiante, 1’absorbance a ¢été mesurée a 695 nm. L'acide
ascorbique (0-100-200-300-400-500ug/ml) a été utilise comme standard. La TAC est
exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par gramme d’extrait lyophilisé (mg
EAA/Q).

8.1.2. Activité anti-radicalaire par le test au DPPH

Le radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) est I’'une des méthodes qui
a permis d’estimer D’activité antioxydante des composés agissant comme des piégeurs de
radicaux libres comme les extraits des plantes ou les composes isolés (Maliki et al., 2020). Il
s’agit d’un radical stable a la température ambiante de couleur violette qui devient jaune
lorsqu’il est capturé par des antioxydants dans les solutions alcooliques, avec une absorbance

maximale a 517 nm (Huang et al., 2005).

CH;
HyC Anti-Oxidant
@2} - {M
o Herbal extract
LS l‘:,; H
CHy CHy
CH) CHy
= HeC CH HeC CHs ;
DPPH radical Reduced DPPH

Figure 21 : Mécanisme réactionnel du DPPH avec un antioxydant ayant un radical hydrogéne
transférable (Chaudhary et al., 2019)

La capacité antioxydante de I'extrait aqueux a été estimée selon la procédure décrite par
Zakaria et al. (2008). Un volume de 50pL de diverses concentrations d'extrait a été ajouté a
5mL de solution méthanolique de DPPH a 0.004% (m/v), et le mélange a été laissé réagir
pendant 30mn a température ambiante dans I'obscurité. La réduction du radical DPPH a été
déterminée en mesurant l'absorbance a 517nm. Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH a

été évalué a l'aide de I'équation suivante :
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I oppH (%0) = 100% (A pppH — As)/ApppH
Avec:
Apppy = Absorbance du DPPH sans extrait

As = absorbance du DPPH avec extrait

Le trolox a été utilisé comme un antioxydant standard dans la gamme de 0 a 1000ug/ml. La
valeur ICs est la concentration d'échantillon (extrait ou standard) nécessaire pour inhiber 50%

du radical libre DPPH, a été déterminée graphiquement.

8.1.3. Piégeage du radical ABTS"

Cette méthode est basée sur le pouvoir des antioxydants donneurs d'hydrogene a
neutraliser un cation radicalaire stable, ABTS" (acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)) en ABTS. Le radical chromophore ABTS® de couleur bleu-vert intense est
généré par une réaction d’oxydation entre le persulfate de potassium (K S Og) et PABTS a

une absorbance maximale a 734nm (Re et al., 1999).

N‘< ;Q, 03| + antioxidant
U%N - KySOs
Cz”s
ABTS " (Amax = 734 nm)

U >—NN—< U -

Cz”s
Czl'ls

ABTS? (colorless)

Figure 22 : Réaction entre le radical ABTS et le composé antioxydant (Emad & Sanaa,
2013)

La solution aqueuse d'/ABTS™ a été préparée en mélangeant des volumes égaux de deux
solutions meres, 7mM d'ABTS et 2,45mM de persulfate de potassium. Le melange a été laissé

reposer dans l'obscurité a température ambiante pendant 12-16 heures. Une dilution de la
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solution stock a été effectuée par 1’addition de 60ml d’eau distillée a ImL de mixture jusqu’a
ce que l'absorbance soit stable autour de 0,7 (0,700+0,05) & une longueur d'onde de 734 nm
(Dudonne et al., 2009). Un volume de 5mL de solution ABTS" fraichement préparé, a été
ajouté a 50uL d’extrait. Aprés 10min d’incubation, I’absorbance des solutions a été mesurée

a 734nm.

La capacité antioxydante de I’extrait de S. balansae a été exprimée en pourcentage

d’inhibition du radical ABTS en se basant sur I’équation ci-dessous :

laBTs (%0) = 100 % (A agts— As)/AngTs
Ou:
A asTs = Absorbance du radical ABTS sans extrait

s = absorbance du radicale ABTS avec extrait

Les mémes conditions opératoires ont été suivies pour le standard, Trolox (0-100-200-300-
400-500ug/mL)

8.1.4. Chélation du fer ferreux

Les ions métalliques sont nécessaires au fonctionnement cellulaire, elles jouent un role
essentiel dans les processus biochimiques et physiologiques, mais dans certain cas et lorsque
leur mécanisme d’action est mal contr6lé, ces ions peuvent provoquer une peroxydation des

lipides, un stress oxydatif ou des lésion tissulaires (Heim et al., 2002).

Dans cette expérience, le pouvoir chélateur du fer de D’extrait aqueux est basé sur
I’utilisation de la ferrozine. Dans ce test, la ferrozine forme avec le fer libre un chromophore
violet intense (Ferrozine-Fe®") absorbant a 562nm. La présence de I’extrait dans le milieu
réactionnel inhibe la formation de ce complexe, donc plus le pouvoir chélateur est important,

plus la couleur est claire (Dinis et al., 1994).

Une aliquote de 500uL de I’extrait a été mélangée avec 100uL de FeCl, (0.6mM dans
I’eau distillée). Apres une agitation vigoureuse et un repos de Smin, 100uL de ferrozine
(5mM) ont été ajoutés, suivis de 900pL d’eau distillée. Le mélange réactionnel a été incubé
pendant 10min a température ambiante. Les concentrations de ’antioxydant standard (Na;
EDTA) sont comprises entre 0 @ 30ug/mL. L’absorbance a été lue a 562nm conte un blanc

contenant tous les réactif a ’exception de la ferrozine qui est remplacé par un volume égale
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d’eau distillée (Le, Chiu, & Ng, 2007). Le pouvoir chélateur a été calculé selon 1’équation

suivante :
Pouvoir chélateur (%6) = 100 X (A controle - A Echantilion)! A Controle
ou

A controle - Absorbance du contréle (tous les réactifs a ’exception de 1’échantillon testé qui est

remplacé par un volume égal d’eau distillée)
A Echantillon - Absorbance de 1I’échantillon
8.1.5. Réduction du fer

Le pouvoir réducteur d'un échantillon est associé a son pouvoir antioxydant, 1’évaluation
de ce pouvoir est basée sur une réaction d’oxydoréduction entre les antioxydants présents
dans D’extrait et les ions métalliques (Fer). Dans le milieu réactionnel, le ferricyanure de
potassium KzFe(CN)s fournit des ions Fe®* qui seront réduits en Fe** par I’antioxydant de
I’extrait. L’absorbance est déterminée a 700nm. L’augmentation de I’absorbance indique le

pouvoir réducteur de 1’extrait testé (Oyaizu, 1986).

Cette méthode consiste a ajouter 2.5mL d’une solution tampon phosphate (0.2M ; pH 6.6)
et 2.5mL d’une solution de ferricyanure de potassium a 1% (m/v) a ImL d’extrait de S.
balansae. Le mélange obtenu a été incubé pendant 20min a 50°C, puis refroidi a température
ambiante. 2.5mL d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction
chimique. Ensuite, le mélange réactionnel a été centrifugé a 3000 tours pendant 10 minutes.
2.5mL de surnagent ont été¢ ajoutés a 2.5mL d’eau distillée et 500uL d’une solution de
trichlorure de fer a 1% (m/v). L’absorbance a été mesurée contre un blanc contenant tous les
réactifs utilisés sauf 1’échantillon test¢ qui a été¢ remplacé par 1’eau distillée. L’acide

ascorbique a été utilisé comme contréle positif dans ce test.

La concentration efficace ECs est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une
absorbance égale a 0.5 a été calculée a partir d’'une courbe de régression linicre entre la

concentration de I’échantillon et la densité optique correspondante.
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8.2. Activité antidiabétique (Test d’inhibition de I’a-amylase)

L'enzyme a- amylase (EC 3.2.1.1) est une macromolécule (40-70 kDa) de nature
glycoprotéique contient 478 acides aminés répartis en trois domaines globulaire (A, B et C)
formés par 8 feuillets B et 8 hélices a et associés par une chaine polypeptidique hydrophobes.
Dans cette molécule, le maltose forme la partie glucidique, et son site catalytique est localisé
dans le domaine A (Nouadri, 2011 ). C'est une endo-enzyme ubiquitaire synthétisee
largement dans tous les étres vivants (animaux, plantes et microorganismes) (Merabti, 2006),
hydrolyse les liaisons osidiques o-D- glucose (C1-C4) de I’amidon, de I’amylose, de
I’amylopectine et du glycogéne et induit la libération du maltose, du glycose et 1’a-dextrines

(Kelly et al., 1997).

L’effet inhibiteur de I’extrait sur I’activité catalytique de 1’alpha amylase a été effectué
selon le protocole de Dessalegn (2015) avec une légere modification. Dans chaque tube a
essais, ImL de I’alpha amylase pancréatique (15U/mL) dissoute dans 0.02M d’une solution
tampon phosphate de sodium (pH6.9 avec 0.0067M Chlorure de sodium) a été mélangé avec
ImL d’extrait et incubé a 37°C pendant 30min. Ensuite ImL d’amidon bouillé (1%) a été
ajouté en tant que substrat, puis les tubes ont été incubés a 37°C pendant 10min. La réaction a
été arrétée en ajoutant 1mL de réactif DNS (1,0 g d’acide 3,5-dinitrosalicyclique, 20 ml de
NaOH 2M et 30 g Tartrate de sodium et de potassium tétrahydraté dans 100 ml d'eau
distillée). Aprés agitation, les tubes ont été placés dans un bain marie bouillant pendant 10
min, puis transférés rapidement dans un bain de glace afin de stopper la réaction ente le
maltose et le réactif DNS. L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée contre un blanc a
540nm. L’acarbose & diverse concentrations (0-100pg/mL) a été inclus comme standard.
L'inhibition de l'a-amylase est exprimée par un pourcentage d'inhibition et calculée selon

I'équation suivante :
I g-amylase (%0) = 100 X (Ac+e— Ac) — (As+e — As)/ (Ac+e — Ac) Avec,
Ac.e : Absorbance du controle avec 100% d'activité a-amylase ; (substrat + enzyme +

tampon + DNS)
Ac : Absorbance du contréle sans a-amylase ; (substrat +tampon + tampon + DNS)

As.:g : Absorbance de I'échantillon a tester avec a-amylase ; (échantillon + substrat +
enzyme + DNS)

As : Absorbance de I'échantillon a tester sans a-amylase ; (échantillon + substrat + tampon
+ DNS)
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I1- Etude in vivo

1. Expérimentation animale

Dans cette recherche, nous avons choisi le rat Wistar albinos comme un modele
expérimental en raison de sa proximité génétique avec I'nomme. Cette souche animale est
créée en laboratoire par consanguinité a partir de la race sauvage de rongeurs, Rattus

norvegicus (Krinke, 2000).

Figure 23 : Rat Wistar albinos

Quarante-six (46) rats albinos Wistar male de poids corporel moyen de 224-278g ont été
aimablement fournis par Dlinstitut Pasteur d’Algérie et hébergés dans I’animalerie du
laboratoire des sciences et techniques de production animale (LSTPA) de la faculté des
sciences de la nature et de la vie (FSNV) a I'université de Mostaganem pour une période
d’adaptation de 20 jours. Les rats ont été maintenus dans des cages spéciales tapiss€es de
copeaux de bois avec une température controlée (25°C £ 2°C), une humidité (45%-55%), et
un cycle lumiere/obscurité de 12heures. Pendant la période d’adaptation, les rats ont re¢u une
alimentation standard en granulés et de I’eau du robinet a volonté.

2. Ethique

Toutes les procédures d’expérimentation animale ont été réalisées conformément a la loi et
approuvées par 1’ Association Algérienne des Sciences en Expérimentation Animale (AASEA)

(AASEA 45/DGLPAG/DVA/14) et par la directive européenne 2010/63/EU.
3. Etude de la toxicité aigué

L’étude de la toxicité aigué de 1’extrait aqueux de S. balansae a éeté realisée sur 5 groupes de
5 rats chacun. Apres avoir recu des doses orales de 1’extrait a 100, 500, 1000 et 2000 mg/Kg
de poids corporel (chaque dose pour chaque groupe), les rats ont été gardés sous observation

pour noter tout changement de comportement ou mortalité jusqu’a 14 jours.
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4. Groupes expérimentaux
Notre expérimentation animale a été réalisée sur 21 rats répartis en 3 groupes (Figure 24) :

» Un groupe contréle (n=7): a recu une alimentation standard (Tableau 02) de
laboratoire pendant 18 semaines.

» Un groupe HFD (n=7) : a regu un régime HFD obésogéne composé d’une alimentation
standard (67%), de graisse abdominale de mouton fondue (30%), et de saccharose
(3%) pendant 18 semaines. Ce régime a été préparé en trempant les croquettes du
régime standard dans la graisse abdominale de mouton fondue (Tableau 03), avec
I'ajout de saccharose.

» Un groupe HFD+SB (n=7) : a regu un régime HFD pendant 18 semaines + 1’extrait
aqueux des feuilles de Salvia balansae, administré par voie orale (200mg/Kg du poids
corporel). Le traitement avec I’extrait a été administré par gavage pendant les 6
derniéres semaines de I’expérimentation (13-18 semaines).

Les gains de poids corporels ont été mesurés chaque semaine. A la fin de I’expérimentation,
les rats ont été mis a jeun pendant 12 heures, anesthésiés au chloroforme puis sacrifiés. Des
échantillons de sang ont été obtenus a partir de la ponction cardiaque et directement recueillis
dans des tubes héparinés et secs. Le plasma et le sérum ont ensuite été séparés par la
centrifugation (3000 rpm pendant 10 min), puis conservés a -80°C jusqu'aux dosages
hormonal et biochimique.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Semaine O_ ____________________________________

Groupe témoin [

Régime standard

Groupe D [

i Régime HFD
Groupe HFDHSB [ |
: . Extrait aqueux de
R HFD
l cemme S.balansae
Période d'ataptatoin Sacrifice
(20 jours)

Figure 24 : Diagramme du protocole expérimental



Tableau 02: Compositions du régime standard de laboratoire
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Protéines brutes 21.00

Matiére graisse 4.00

Caractéristiques  Cellulose brute 4.50

Calcium 0.9

Minéraux (%)

Phosphore 0.7
Magnésium 023

(Ye) Cendres brutes 6.50 Sodium 0.1

Sucres et amidon  36.09 Acides aminés Lwsine 1.30
Humidite 10.75 (%) Meéthionine 0.5
A 2000001 Fer 130
D3 2000U1 Manganese 80
Bl 20mg Zinc g5
B2 15mg Oligo-éléments  Cuivre 20
B3 25mg (mg/kg) Sélénium 0.1

Vitamines /Kg  Bg 13mg Cobalt 1.0
Bi12 0.04mg [odurede K 43
K3 3. 5mg
E 40mg
Acide folique img
Biotine 0.6mg

Acidenicotinique 33mg

Choline

370mg

Tableau 03 : Composition chimique de la graisse de mouton (Charradi et al., 2012)

% Acides Gras %

Acide myristique 0.17

Acide gras saturés Acide palmitique 24 69
(AGS) Acide stearique 46.74

71.70% Acide arachidique 0.09

Acide docosanoique 0.0

Acide mvristoléique 0.00

Acides gras monoinsaturés  Acide palmitoleique 02
(AGMI) Acide oléique 263

26.62% Acide gadoléique 0.12

Acide linoléique 1.12

Acide linolénique 0.08

Acides gras polvinsaturés  Acide eicosatriénoique 0.01
(AGPIS) Acide eicosapentaencique 0.04

1.69% Acide docasatétraénoique 0.18

Acide docasapenténoique 0.24

Acide docosahexaénoique 0.02
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5. Dosages biochimiques du plasma

Plusieurs paramétres biochimiques ayant une relation avec les troubles métaboliques,
I’inflammation et le stress oxydatif ont été ciblés dans cette étude. Le glucose, les lipides tels
que le cholestérol total (CT), les triglycérides (TG), les lipoprotéines de haute densité (HDL-
c), ainsi que les transaminases hépatiques (AST/ALT) et la protéine C-réactive (CRP), I’acide
urique, la creatinine ont été quantifiés par des méthodes enzymatiques avec un automate
biochimique (BECKMAN COULTER, AU480). Les lipoprotéines de basse densité (LDL) ont
été calculées selon la formule suivante : LDL = [TC-TG/5]-HDL (Querales et al., 2015), les
lipoprotéines de tres faibles densité (VLDL) ont été déterminées selon la formule (TG/5)
(Rymbai et al., 2017), l'indice athérogéne a été calculé comme suit : CT/HDL (Nwagha et
al., 2010). L'indice indirect de résistance a l'insuline a été calculé selon la formule : TG/HDL
(Young et al., 2018).

5.1. Dosage du glucose sanguin

La détermination quantitative du glucose sanguin dans le sérum de nos échantillons a été
effectué par le teste UV enzymatique avec ’utilisation d’hexokinase. Dans ce test, le glucose
est phosphorylé en glucose 6-phosphate (G6F) par 1’action de 1’héxokinase (HK) en présence
d’ATP et d’ions de magnésium. En présence de glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6F-
DH), le glucose-6-phosphate généré est reduit de facon spécifique en 6-phosphogluconate
avec réduction paralléle de NAD" en NADH. L’augmentation de 1’absorbance de NADH dans
le milieu est lue a 340nm et est proportionnelle a la concentration de glucose dans
1I’échantillon (Trinder, 1969).

HK
Glucose + ATP > Glucose 6-phosphate + ADP

Go6F-DH
Glucose 6-phosphate + NAD' e 6-phosphogluconate + NADH + H"

Figure 25 : Principe de dosage du glucose
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5.2. Dosage des lipides
5.2.1. Dosage du cholestérol Total

Le cholestérol plasmatique total a été dosé par la technique enzymatique décrite par Pisani
et al. (1995) dont le principe est le suivant : un clivage enzymatique de 1’ester de cholestérol
par la cholestérol estérase induit la libération du cholestérol et des acides gras. Le cholestérol
produit est oxydé par I’enzyme cholestérol oxydase en 4-Cholestén-3-one avec libération de
peroxyde d’hydrogene. Une réaction d’oxydation catalysée par la peroxydase transforme un
chromogéne incolore (phénol et 4-aminophénazone acide et du 4-chlorophénol) en
chromogéne coloré en rouge dont la Densité optique (DO) est mesurable @ 500nm qui est

directement proportionnelle a la concentration de cholestérol plasmatique total.

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol +H20 > Cholestérol + Acide gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol+ H20 > 4-Cholestén-3-one +H202

Peroxydase

2H202 + Phéno + 4-aminophénazone > Quinone rouge
+ 4-chlorophénol

Figure 26 : Principe de dosage du cholestérol
5.2.2. Dosage des triglycérides

La détermination des triglycérides plasmatiques a été adoptée par la méthode
colorimétrique enzymatique dont le principe est basé sur I’hydrolyse des triglycérides par des
enzymes spécifiques (Fossati & Prencipe, 1982). Les triglycérides plasmatiques sont
dégradés par la lipoprotéine-lipase en glycérol et en acides gras. Le glycérol est phosphorylé
par la glycérokinase pour former du glycérol-3-phosphate, puis oxydé par la glycérol-3-
phosphate oxydase pour générer du peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier réagit avec un
chromogene phénolique (4-aminophénazone et p-chlorophénol) sous la catalyse de la
peroxydase, ce qui donne une couleur rouge-violet mesuré a 500nm, dont I’intensité est

directement proportionnelle a la concentration en triglycérides.
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X . Lipoprotéine R
Triglycéride + 3H20 > Glycérol + Acide gras

Lipase

Glycérokinase

Glycérol + ATP > Glycérol-3-Phosphate +ADP

Glycérol-3-Phosphate

Glycérol-3-Phosphate + O2 Phosphate de dihydroxyacétone + H202

Oxydase

. . P las
2H202 + 4-aminophénazone eroxydase

+ p-chlorophénol

, Pigment quinone rouge +4H20

Figure 27 : Principe du dosage des triglycérides
5.2.3. Dosage du cholestérol HDL

Le dosage du cholestérol HDL repose sur la méthode enzymatique colorimétrique apres la
séparation par précipitation (Warnick & Wood, 1995). Dans cette méthode, les molécules
VLDL, LDL, et le chylomicron réagissent de fagon spécifique avec [I’acide
polyvinylsulfonique (PVS) et le mélange de polyéthylene-glycol-méthyl-éther (PEGME).
Cette réaction entraine I’inaccessibilité de ces molécules par la cholestérol oxydase et le
cholestérol estérase qui réagissent sélectivement avec les particules HDL et produisent le
peroxyde d’hydrogéne. La réaction entre le peroxyde d’hydrogéne, le 4-aminoantipyrine et le
TODB N,N-bis(4-sulfobutyl)-3-méthylaniline sous I’action de la peroxydase donne une
coloration rouge mesurable a 600nm proportionnelle a la concentration en HDL présent dans

I’échantillon.

HDL + LDL + VLDL+ Chylomicron - HDL + (LDL + VLDL +Chylomicron)-
PVS/PEGME

HDL+ Cholestérol oxydase + Cholestérol
peroxydase

Acide gras + H202

2 H202 + 4-aminoantipyrine + TODB ~—————— Quinone + 5 H20

Figure 28 : Principe du dosage du cholestérol HDL
5.3. Dosage des transaminases hépatiques
5.3.1. Dosage de I’aspartate amino-transférase (AST)

La méthode de Schumann et al. (2002) a été utilisée pour déterminer 1’activité de
I’aspartate aminotransférase (AST). Selon le principe de cette méthode, 1’enzyme aspartate

aminotransférase catalyse la transamination de 1’aspartate vers 1’alpha-cytoglutarate pour



Matériels et méthodes

former du L-glutamate et de I’oxaloacétate. L’addition de phosphate de pyridoxale au milieu
réactionnel donne a 1’aspartate aminotransférase une activité catalytique maximale. En
présence de malate déshydrogénase et le NADH, 1’oxaloacétate est réduit en L-malate. La
diminution de I’absorbance résultant de la consommation de la NADH est mesurée a 340nm

et est proportionnelle a la concentration catalytique d’AST dans I’échantillon.

Aspartate + a-Cétoglutarate Glutamate + Oxalacétate

Oxalacétate + NADH+ HY ——— L-Malate + NAD"

Figure 29 : Principe de dosage de I’aspartate aninotransférase
5.3.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALT)

La méthode de Wroblewski & Ladue. (1956) a été utilisée pour déterminer 1’activité de
I’alanine aminotransférase. Dans cette réaction enzymatique, I’ALT transfére le groupe amine
de I’alanine vers 1’alpha-oxoglutarate pour produire du glutamate et du pyruvate. Le pyruvate
est réduit en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) en présence du NADH réduit. La
diminution de 1’absorbance résultant de 1’oxydation de NADH en NAD" est mesurée a 340nm

et est proportionnelle a 1’activité d’ALT présente dans 1’échantillon.

L-Alamine 42 -Oxoglutarate AT, Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH+ H *  LDH , yactate + NAD'

Figure 30: Principe de dosage de 1’alanine aminotransférase
5.4. Dosage de la protéine C-réactive (CRP), indicatrice de I’inflammation systémique

La méthode immuno-turbidimétrique a été suivie pour la quantification de la concentration
de CRP dans le plasma (Eda et al., 1998). Une réaction antigene-anticorps a été provoquée
ente la CRP plasmatique et 1’anti-CRP ajouté a 1’échantillon. La formation de complexes
immuns précipites est accélérée en présence de polyéthylene glycol formant une turbidité

mesurée a 340nm.

5.5. Dosage de la créatinine
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La créatine plasmatique est déterminée selon la méthode colorimétrique enzymatique de
Mazzachi et al. (2000). Cette méthode utilise un rapproche de plusieurs étapes. La créatinine
est hydrolysée en créatine sous 1’action de I’enzyme créatinine-amidohydrolase. La créatine
produite est décomposée en sarcosine et urée par 1’action de la créatinine-amidinohydrolase.
Une cascade enzymatique ultérieure est réalisée par la sarcosine oxydase et la peroxydase et

se termine par la production d'un chromogene coloré mesuré a 545nm.

Créatininase
Créatinine + H:O < —>  Créatinine

Créatinase
Créatinine +H20 < > Sacrosine+ Urée

Sacrosine-Oxidase
Sacrosine + O2 + H20 Glycine + HCHO + H20

Peroxydase
H202 + HTIB+ 4-AA < Quinone colorant

HTIB: acide hydroxy-3 triiodo-2,4,6 benzoique
4-AA: 4-Aminoantipyrine

Figure 31 : Principe de dosage de la créatinine
5.7. Dosage de I’acide urique, antioxydant non enzymatique

La méthode colorimétrique décrite par Fossati et al. (1980), nous a permis d’évaluer la
teneur plasmatique de 1’acide urique. Dans la premiere phase, I’uricase oxyde ’acide urique
en allantoine avec libération du peroxyde d’hydrogeéne. Dans la deuxiéme phase, la
peroxydase oxyde un mélange de 4- aminoantipyrine et de sulfonates de dichlorophenol avec
du peroxyde d’hydrogéne pour former un complexe coloré (quinoneimine) mesurable a
520nm et dont I’intensité de la couleur rouge est proportionnelle a la concentration de 1’acide

urique dans le plasma.

Uricase

Allantoine + H202

v

Acide urique + O2 + 2 H20

peroxydase

v

H202 + 4-ammoantipyrine
+ Sulfonates de dichlorophenol

Quinoneimine + 4 H20

Figure 32 : Principe de dosage de I’acide urique
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6. Dosage de la testostérone sérique

Les niveaux de testostérone sérique ont été déterminés sur le systeme automatisé Ortho
Clinical Diagnostics en utilisant le kit de dosage de la testostérone VITROS. Ce test est basé
sur une technique immunomeétrique compétitive entre un conjugué de testostérone marqué a la
peroxydase de raifort et la testostérone sérique pour des sites limités sur I'anti-testostérone
biotinylée. Le complexe antigéne/anticorps forme est capturé par la streptavidine qui recouvre
les parois des puits et les substances non liees sont éliminées. Dans les puits, un réactif
contenant des particules luminescentes (derivé du luminol et sel de peracide) et un agent de
transfert d’électron (acétanilide substitu¢) sont ajoutés. Le signal lumineux produit par
I’oxydation du luminol par la peroxydase du conjugué est amplifié et prolongé, puis lu. La
quantité de testostérone de conjugué liée est indirectement proportionnelle a la concentration

de testostérone sérique.

Streptavidine recouvrnt
les parois des puits

| testostérone marqué a

T <« | la peroxydase de raifort Réactif signal
avec amplificateur

testostérone ’
biotinylé Testostérone
| (échantillon)

Luminescence

Figure 33 : Principe de dosage de la testostérone sérique
7. Techniques histologiques
Afin de visualiser les altérations histopathologiques engendrées par le régime HFD et les
effets de I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae sur la structure testiculaire des rats, nous

avons utilisé les techniques histologiques classiques selon Martoja et Martoja-Pierson

(1967). Ces techniques comprennent plusieurs étapes successives :
7.1. La fixation :

Aprés la dissection des rats, tous les organes dont les testicules ont été rapidement
prélevés, puis plongés dans le fixateur, le formol a 10% pendant 48 heures et dont le volume
est environ 10 fois le volume de I’organe. Cette étape permet de maintenir leS structures
tissulaires dans un état aussi proche que possible de leur état vivant en empéchant

I’autodigestion des cellules.
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7.2. La déshydratation

Afin d’¢éliminer 1’eau contenue dans les tissus et les cellules et de la remplacer par la

paraffine qui est hydrophobe, les organes ont été déshydratés dans des bains d’alcool de degré

croissant (50°, 70°, 90°, 96°, 100°) de 1h 30 chacun.
7.3. L’éclaircissement

Le but de cette étape est d’éliminer complétement les traces d’alcool (la paraffine étant
non miscible a I’alcool) par le passage des testicules dans deux bains de butanol de 1h30

chacun.
7.4. L’imprégnation

Cette étape signifie le passage des testicules dans un bain constitué de moitié butanol,
moitié paraffine pure fondue a I’étuve réglée a 60°C pendant 2heures, suivie de 2 bains de
paraffine fondue pendant 2 heures chacun. Elle a pour but d’assurer ’infiltration progressive

de la paraffine fondue dans les interstices de I’organe.
7.5. L’inclusion (mise en bloc)

Les testicules sont récupérés rapidement du milieu d’imprégnation puis émergés dans la
paraffine liquide coulée dans des barres de Leuckart (moules spéciaux en métal). Aprés
refroidissement, les blocs solides ont été retirés et écartés pour obtenir des blocs durs

contenant la piéce incluse et faciles a couper.
7.6. La confection et I’étalement des coupes

Les blocs de paraffine sont fixés et coupés en tranches fines de Sum d’épaisseur a I’aide
d’un microtome de type Lab-Kite. Les coupes sont ensuite étalées dans un bain-marie de
gélatine (0.25%) réglé a 40C° afin de les déposer sur des lames en verre propres. Un séchage

a 37°C pendant 24 heures est nécessaire avant la coloration.

7.8. La coloration

Cette étape est indispensable car elle permet d’accentuer les contrastes afin de visualiser
les différents constituants tissulaires et la morphologie cellulaire, permettant ainsi de focaliser
les anomalies pathologiques. Elle est basée sur 1’utilisation des colorants spécifiques qui se

fixent par affinité sur certaines molécules.
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Deux types de colorations ont été utilisés dans notre travail :
1. Coloration topographique :

La coloration topographique a Hématoxyline-Eosine est la plus fréeqguemment utilisée, elle
permet 1’observation des différentes structures tissulaires : 1’hématoxyline, une substance
basique colore les noyaux en bleu-violet et I’¢osine (substance acide) colore le cytoplasme et
les autres éléments cellulaires en rose-rouge selon leur acidité. Sur le plan pratique cette
coloration a été pratiquée de la maniére suivante: les coupes histologiques ont été
déparaffinées dans deux bains de xylene de 5 minutes chacun, hydratées dans des bains
d’alcool de concentration décroissante (100°, 96°, 70°, 50°), puis rincées a I’eau distillée. Les
lames sont ensuite immergées dans un bain d’hématoxyline pendant 3 minutes, puis rincées a
I’eau courante et mises dans un bain d’¢osine pendant 10 minutes. Apres le ringage a 1’eau,
les coupes ont été¢ déshydratées dans des bains d’alcool de concentration croissante (50°, 70°,

69°, 100°) puis dans deux bains de xylene.
2. Coloration histochimique :

La coloration au rouge Sirius est une coloration histochimique permettant la mise en
évidence des fibres de collagénes | et Il en les colorants en rouge. Elle inclut les étapes

suivantes :

- Déparaffinage dans trois bains de xyléne pendant 5min chacun

- Hydratation dans les alcools pendant 3min chacun (100°, 100°, 80°), puis dans I’eau
distillée

- Coloration au Rouge Sirius pendant 15 minutes

- Ringage dans un bain d’alcool a 95°, puis dans deux bains d’alcool absolu

- Passage dans deux bains de xyléne

7.9. Montage et observation des lames

Les coupes histologiques colorées ont été montées entre lame et lamelle avec une goutte
d’Eukitt dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre. L’observation microscopique
a été réalisée a I’aide d’un microscope optique de type OLYMPUS et la prise des photos par

un appareil photo.
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8. Etude morphométrique

L’examen histologique des testicules des rats a été complété par une étude

morphométrique. Pour cette analyse :

Dix (10) tubes seminiferes arrondis (non chevauchants) ont été sélectionnés au hasard chez
chaque rat de chaque groupe. Le diamétre des tubes séminiferes et la hauteur de I’épithélium
germinal ont été évalués en utilisant le logiciel Axion Vision SE64 de CARL ZEISS, et les

images ont été capturées a un grossissement 100 et étalonnées par un micrometre (Figure 34).

Ensuite, sur les 70 tubes séminiferes, 40 tubes (choisis de fagon aléatoire) ont été capturés
au grossissent 400 et évalués par le logiciel Image J (1.47 u-National institutes of health.
USA). Pour chaque tube séminifere, la quantification de la lumiére tubulaire a été effectuée en

mesurant le pourcentage de la lumiere par rapport a la surface tubulaire totale (Figure 35).

Les indices de la spermatogenése qui comprennent : I’indice de différenciation tubulaire
(TDI) et I’indice de spermiogénése (IS) ont été également comptés sur trois champ au

grossissent 100 chez chaque animale de chaque groupe, Ou :

v" Le TDI est le pourcentage des tubes séminiféres avec plus de 3-4 couches
cellulaires (Rad et al., 2021) ; (n=21/groupe).

v LIS est le pourcentage des tubes séminiféres contenant des spermatozoides par
rapport aux tubes séminiféres sans spermatozoides (Rad et al., 2021);

(n=21/groupe).
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Figure 34 : mesure du diametre et la hauteur de 1’épithélium germinal par Axion Vision
SE64 de CARL ZEIS
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Figure 35 : Quantification de la lumiere tubulaire par Image J

9. Etude statistique

Les données de 1’étude phytochimique et les activités biologiques de la plante ont été

représentées sous forme de moyenne + écart-type en employant 1I’Excel 2010.

Les données In vivo ont été exprimées en moyennex SEM (Erreur Standard de la
Moyenne) en utilisant le logiciel SAS (version 9.1). Une analyse de la variance (AVOVA)
suivie du test de Newman-Keuls ont été utilises pour évaluer la signification statistique des

données ; les valeurs p< 0,05 indiquent une signification statistique.
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Reésultats
I. Analyse in vitro de I'extrait aqueux des feuilles de S. balansae
1. Détermination du rendement d’extraction

Tableau 04 : Couleur, aspect et rendement d’extraction

Matiere végetale (g) Extrait sec (g) Couleur  Aspect Rendement (%)

10 3.022 Verte Lyophilise 30.22

D’apres les résultats, 1’extraction a permis d’obtenir 3.022 g d’extrait lyophilisé de couleur
verte a partir de 10g de matiere végétale brute, soit un rendement d’extraction de 30.22%.

2. Détermination des groupes phytochimiques

La phytochimie qualitative de I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae a mis en évidence
la présence d’un certain nombre de groupes chimiques fortement recherchés, a savoir, les
polyphénols, les flavonoides (les flavones, les flavanes, les catéchols, et les génines) les tanins
galliques et catéchiques, les quinones, les acides aminés et les protéines, les glycosides
cardiaques, les composés réducteurs et les saponines. Cependant, les flavonones, les
leucoanthocyanines, les anthocyanines, les phlobatannins, 1’oxalate, les stéroides, les

terpénoides et les alcaloides sont absents. Les résultats sont groupés dans le Tableau 05.

Tableau 05: Criblage phytochimique de I'extrait aqueux des feuilles de S. balansae

Groupes testés Résultat
Polyphénols +
Flavonoides +

Flavones +

Flavanes +

Flavonones -

Leucoanthocyanines -
Anthocyanines -

Catéchols +

Génines +
Tanins

Catéchiques +

Galliques +
Alcaloides -
Quinones +
Phlobatanins -
Oxalate -
Terpénoides -
Stéroides -
Acides aminés +
Protéines +
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Glycosides cardiaques +
Composés réducteurs +
Saponines +

Test positif : + ; Test négatif :-

Figure 36: Criblage phytochimique de I'extrait aqueux de S. balansae

3. Teneur en composés antioxydants (polyphénols, flavonoides et tanins condenseés)

Nous avons déterminé la concentration des composées phénoliques totaux, des flavonoides
totaux et des tanins condensés totaux de 1’extrait aqueux lyophilisé des feuilles de S. balansae
a partir des courbes d'étalonnage établies respectivement par I'acide gallique, la quercétine et
la catéchine (Figures 37, 38 et 39; Tableau 06).

0,9 -
0,8 1

m
S e e
th o
L.

y=0,0073x
R2=10,9995

=
W

y =0,0393x
R>=10,9962

Absorbance a2 430 n
=
=

s o2
= te
P

0 20

=]

40 60 80 100 120 0 5 10 15 20 25
Concentration del'acide Gallique (ng/mL) Concentration de la quercétine (ng/mL)

Figure 37 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique  Figure 38 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine
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Figure 39 : Courbe d’étalonnage de la Catéchine

Tableaux 06: Composés phénoliques totaux, flavonoides totaux et tanins condensés totaux
dans I'extrait aqueux des feuilles de S. balansae

Composés chimiques Contenu
Composés phénoliques 134.91+0.230
totaux (mg EAG/Q)

Flavonoides (mg EQ/Q) 5.96+0.004
Tanins condensés (mg EC/g) 19.16+2.500

Moyenne * Ecart-type ; n=3

L’estimation quantitative des composés phénoliques totaux en appliquant la formule
y=0.0073x a enregistré une quantité de 134,91+0,17 mg EAG/g. Le dosage des flavonoides
totaux a révélé une teneur de 5,96+0,004 mg EQ/g en employant la formule y= 0.0393x,
tandis que les tanins condensés totaux ont illustré une quantité de 19,16+2,5 mg EC/g en
utilisant 1’équation liniere de la courbe d’étalonnage y=0.0004x.
4. Activités biologiques de Salvia balansae
4.1. Activités antioxydantes

Des tests d'évaluation ont été réalisés pour comparer le potentiel antioxydant de I'extrait
aqueux des feuilles de S. balansae avec des standards. Pour cela, nous avons converti les
valeurs de la concentration inhibitrice «ICso» de I’extrait (mg/mL) en pg Equivalent
standard/mL (cas du DPPH, ABTS et du Chélateur du fer). Les faibles valeurs d’ICsg

correspondent a une activité antioxydante élevée pour I'échantillon examiné.
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4.1.1. Capacité Antioxydante Totale (TAC)

Les résultats de la méthode de phosphomolybdate ont été¢ obtenus a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage liniére de I’acide ascorbique y= 0.0033x (Figure 40). Ces résultats ont montré
que I’extrait aqueux des feuilles de Salvia balansae présente une capacité antioxydante totale
de 141,97+ 0,43 mg EAA/g d'extrait.
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Figure 40 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique

4.1.2. Test de piégeage du radical libre de DPPH

Tableau 07: Valeurs d’IC 5 de I’extrait et du Trolox obtenues par le test DPPH

DPPH (1Csp)
S. balansae (mg/mL) 2.09+0.15
Trolox (ug/mL) 580,00+0.47
S. balansae (LgET/mL) 530.55+4.76

Moyenne * Ecart-type; n=3 ; ugET/mL: pg Equivalent Trolox/mL
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Figure 41 : Valeurs d’I1Csq pppy de I’extrait (ugET/mL) et du Trolox (ug/mL)

Les résultats de I’effet scavenger de I’extrait aqueux et du trolox sur le radical DPPH sont
exprimés par la concentration inhibitrice a 50% (ICsp) (Tableau 07 ; Figure 41).
Comparativement au Trolox, D’activité de piégeage ICsopppy de I’extrait obtenue a
2.09£0.156mg/mL est plus élevée que celle du Trolox (530.55+4.76ugTE/mL contre
580+0.47ug/mL). D’apreés les résultats de la figure 42, le taux d’inhibition du DPPH
augmente proportionnellement a la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel
jusqu’a la stabilisation a 83.36+ 1.03 % a la concentration 5 mg/mL, correspondant a

I’inhibition maximale du radical DPPH.
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Figure 42 : Taux d’inhibition du radical libre de Figure 43 : Taux d’inhibition du radical
DPPH en fonction des concentrations de I’extrait libre de DPPH en fonction des
aqueux des feuilles de S. balansae concentrations de Trolox
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4.1.3. Test de piégeage du radical libre d’ABTS

Tableau 08 : Valeurs d’1Csg de I’extrait et du Trolox obtenues par le test ABTS
ABTS (ICs)

S. balansae (mg/mL) 2.55%0.15

Trolox (ug/mL) 356,78+0.18

S. balansae (LgET/mL) 366.30+£14.14
Moyenne * Ecart-type; n=3 ; ugeT/mL : ug Equivalent Trolox/mL
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Figure 44 : Valeurs d’ICsg agTs de ’extrait (ugET/mL) et du Trolox (ug/mL)

Selon les résultats de cette méthode (Tableau 08 : Figures 44- 46), la concentration ICs
de l'extrait des feuilles (2,55mg/mL) montre un pouvoir réducteur plus proche a celui de
I’antioxydant de synthese, Trolox (366,3+14,14 ug ET/mL Vis-a-vi 356,78+0,18 pug/mL).

Le suivi de I’évolution de I’activité antioxydante montre une relation dose-dépendante de
I’extrait étudié qui se termine par le plateau d’inhibition 75.04+1.94 % a la concentration de

5mg/mL. Cette évolution est proche a celle obtenue par le test de DPPH (4.1.2).
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4.1.4. Test de chélation du fer ferreux
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Figure 46 : Taux d’inhibition du
radical-cation libre d’ABTS en fonction
des concentrations de Trolox

Tableau 09 : Valeurs d’I1Csy de I’extrait et du Na,EDTA obtenues par le test de chélation du

Chélation du fer ferreux (I1Csp)

S. balansae (mg/mL)
Na,EDTA (ug/mL)
S. balansae (ug E Na,EDTA /mL)

0.6+0.04
16.33+0.3
15.45+1.28

Moyenne + Ecart-type; n=3 ; ug ENa,EDTA/mL : ug Equivalent Na,EDTA/mL
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Figure 47 : Valeurs d’I1C 5o de I’extrait (ugE Na; EDTA/mL) et du Na; EDTA (ug/mL)
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Figure 48 : Activité chélatrice de I’extrait ~ Figure 49 : Activité chélatrice du Na,EDTA
aqueux des feuilles de S.balansae

La chélation des ions du fer a été estimée par I’inhibition de la formation d’un complexe
rouge, ferrozine-Fe*? en présence de I’extrait aqueux des feuille de S balansae ot la molécule
de référence, Na; EDTA.

Les résultats obtenus avec cette méthode ont montré que 1’extrait de S. balansae ainsi que le
standard (Na,EDTA) interférent avec le complexe d’une maniére dose dépendante. La valeur
d’ICsp obtenue avec I’extrait (15.45+ 0.9ugE Na, EDTA/mL) est plus proche a la valeur
d’ICsp du standard (16.33+0.3 pg/mL).

4.1.5. Teste de FRAP

Le pouvoir réducteur du Fer par nos échantillons (extrait ou/ acide ascorbique) a été estimé
par la concentration efficace (ECsp) qui correspond a une densité optique égale a 0.5. Cette
concentration a été obtenue a partir d’une courbe de régression liniere établie entre les
concentrations de 1’échantillon testé et les densités optiques correspondantes. L'échantillon

présentant une faible valeur de I’ECsg signifie une activité antioxydante élevée.

L’¢étude de ’activité réductrice du fer a monté que 1’extrait aqueux des feuilles de S. balansae
présente une faible activité antioxydante avec une ECso de 0.66+0.1mg/ml (660ug/mL)
comparativement a I’acide ascorbique (ECsg = 72+ 2.8ug/mL).
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Figure 50 : Pouvoir réducteur du fer par  Figure 51 : Pouvoir réducteur du fer par I’acide
I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae ascorbique

4.2. Activité antidiabétique par le test d’inhibition de I’a- amylase

Tableau 10 : Valeurs d’I1Csq de I’extrait et de 1’acarbose obtenues par le test d’inhibition de

I’a- amylase
Inhibition de ’a-amylase (ICsp)
S. balansae (mg/mL) 2.2+0.06
Acarbose (ug/mL) 91.96+0.06
S. balansae (ug EA /mL) 103.64+2.04
Moyennez+ Ecart-type ; n=3 ; u\gEA/mL : pg Equivalent Acarbose/mL
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Figure 52 : Valeurs d’IC 5o de I’extrait (ugE A/mL) et de 1’acarbose (ug/mL)
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Figure 53 : Inhibition de I’a- amylase par I’extrait ~ Figure 54: Inhibition de 1’a-amylase
par ’acarbose

L’ICsy de I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae (2.2£0.06 mg/mL) correspond a
103.64+2.04 pgEA/mL et celle de la molécule de référence, I’acarbose est de
91.76+0.07pug/mL. Ces valeurs montrent que 1’extrait aqueux des feuilles de S. balansae
possede une activité inhibitrice de I’a-amylase faible en comparaison a celle du standard,

I’acarbose.
Il. Analyse in vivo
1. Test de toxicité

L'observation du comportement des rats tout au long de la période d'étude n'a révélé
aucune mortalitt ou modification du comportement aprés 30 min, 24 h et 14 jours
d'expérimentation apres l'administration orale de n'importe quelle dose de I'extrait administrée
allant de 100 a 2000 mg/kg pc).

2. Evolution du poids corporel des animaux

L’évolution hebdomadaire du poids corporel des animaux expérimentaux est consignée dans

le tableau 11 et la figure 55 suivants:
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Tableau 11 : Evolution du poids corporel (g) chez les rats témoins, HFD et HFD+SB

Groupes Semaines SO S12 S18
Moyenne 241.14° 292.86 ¢ 337.71°

Témoin SEM 3.35 4.34 4.95
Max-Min 260-232 310-282 352-322
Moyenne 250.57°¢ 360.00° 422572

HED SEM 7.57 15.55 13.86
Max-Min 278-228 440-310 492-381
Moyenne 242.29° 332.86° 377.86°

HED+SB  SEM 5.44 8.85 10.38
Max-Min 260-224 370-305 422-305

a, b, ¢, d, e : les valeurs dans la méme ligne et dans la méme colonne avec
des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05) ;
ANOVA bifactoriel suivi par le test de Newman-Keuls ; n=7
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Figure 55 : Evolution du poids corporel (g) chez les rats témoins, HFD et HFD+SB

Au début de I'expérimentation, la différence du poids corporel relevée entre les trois
groupes de rats (témoin, HFD, HFD+SB) n’est pas significative. Au cours de
I'expérimentation, une augmentation progressive du poids corporel a été observée dans les
trois groupes. A la 12éme semaines, cette augmentation est devenue significativement plus
importante chez les rats HFD et HFD+SB comparée aux témoins indiquant I’installation de
I’obésité. Aucune différence significative n'a été enregistrée entre les rats HFD et HFD+SB a
12 semaines. A 18 semaines une différence significative a été notée entre les 3 groupes de

rats. En effet, le poids corporel est augmenté de 25.13% et de 11.89% chez les rats HFD et
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HFD+SB respectivement par rapport aux rats témoins. Chez le lot HFD+SB le poids corporel

est diminué significativement de 10.58% par rapport aux rats HFD.

3. Effets du régime HFD et de I’extrait aqueux des feuilles de S. balansae sur les

parametres biochimiques chez les rats
3.1. Glycémie

Les résultats de dosage de la glycémie sont présentés dans le tableau 12 et la figure 56

suivants

Tableau 12 : Glycémie chez les rats témoins, HFD et HFD+SB

Groupes Moyenne (g/L) SEM Max Min
Témoin 0.93¢ 0.03 1.05 0.8

HFD 2.74° 0.3 4.43 1.75
HFD+SB 1.75° 0.21 2.34 0.94

a, b, c: les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (p < 0,05) ; ANOVA monofactoriel suivi par le test de Newman-Keuls ; n=7
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Figure 56 : Glycémie chez les rats témoins, HFD et HFD+SB

Les résultats de dosage de la glycémie ont mentionné une différence significative entre la
glycémie plasmatique chez les rats témoins, les rats HFD et les rats traités avec 1’extrait. En
effet, la glycémie passe de 0.93+0.03 g/L chez le groupe témoin a 2.74+ 0.3 g/L chez le
groupe HFD et cette augmentation significative de 194.62% par rapport aux témoins designe
I’installation du diabéte de type II. Chez le lot HFD+SB, une valeur de 1.75+ 0.94 g/L a été

enregistrée indiquant une diminution significative de 36.13% par rapport au groupe HFD.
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3.2. Profil lipidique

Les résultats de dosage des paramétres lipidiques plasmatiques sont représentés dans le
tableau 13

Tableau 13 : Dosage des lipides plasmatiques chez les groupes témoin, HFD et HFD+SB

Parameétres Témoin HFD HFD+SB
Moyenne 0.54° 0.88° 0.73°
Cholestérol total (CT) SEM 0.04 0.03 0.04
(g/L) Max- Min 0.7-0.4 1.02-0.83 0.87-0.58
Moyenne 0.62° 1.52° 1.03°
Triglycérides (TG) SEM 0.03 0.13 0.11
(g/L) Max- Min 0.77-0.52 2.11-1.18 1.4-0.7
Moyenne 0.05° 0.13? 0.06°
LDL (g/L) SEM 0.008 0.02 0.02
Max- Min 0.07-0.02 0.2-0.05 0.14-0.01
Moyenne 0.12° 0.31° 0.21°
VLDL (g/L) SEM 0.1 0.03 0.02
Max-Mine  0.15-0.10 0.42-0.24 0.28-0.14
Moyenne 0.36° 0.44? 0.46°
HDL (g/L) SEM 0.03 0.02 0.02
Max-Mine 0.5-0.25 0.55-0.38 0.55-0.4
Moyenne 1.5° 2.042 1.57°
Indice athérogéne, SEM 0.05 0.08 0.04
CT/HDL Max- Min 1.75-1.37 2.3-1.8 1.71-1.45
Moyenne 1.8° 3.642 2.24°
Indice indirect de SEM 0.21 0.42 0.25
résistance a I’insuline, Max- Min 2.75-1.3 5.14-2.47 3.1-1.32
TG/HDL

a, b, c: les valeurs dans la méme ligne avec des lettres différentes sont significativement

différentes (p < 0,05) ; ANOVA monofactoriel suivi par le test de Newman-Keuls ; n=7

Le dosage des lipides indique une augmentation significative avec P<0.05 des taux
plasmatiques de CT, TG, LDL et VLDL de 62,96%, 145,16%, 160%, 158.33%
respectivement chez le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Ces valeurs traduisent une
hyperlipidémie induite par le régime HFD. Chez le groupe HFD+SB, les valeurs de ces
parameétres sont significativement (P<0.05) reduites comparées a celles du lot HFD. La
diminution est respectivement de 17.04 % (CT), 32.24% (TG), 54.85% (LDL) et 32.26%
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(VLDL) chez le groupe HFD+SB par rapport au groupe HFD.

Les taux plasmatiques des HDL (le bon cholestérol) des deux groupes HFD et HFD+SB ne
sont pas significativement différents entre eux et ont montré une augmentation significative
de 22.22% par rapport au groupe témoin. Par contre, la teneur plasmatique des LDL (le
mauvais cholestérol) est comparable chez les deux lots témoin et HFD+SB et est
significativement élevée chez le groupe HFD. Comparés au groupe HFD, les valeurs de
I’indice athérogéne (CT/HDL) et de I'indice indirect de résistance a I'insuline (TG/HDL) sont
significativement reéduites chez le lot HFD+SB. La diminution est de 23.04% pour l'indice
athérogene et de 38.46% pour l'indice indirect de résistance a l'insuline. Les valeurs de ces
paramétres sont similaires entre le lot témoin et le groupe HFD+SB. Au contraire, Ces
parametres ont augmenté de 36 et 102,22 % respectivemen