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Résumé

Le cadmium et le plomb sont des contaminants environnementaux résultants de
I’industrie dont les conséquences néfastes sur la fertilité masculine sont avérées. Actuellement,
la phytothérapie constitue une alternative a la médecine conventionnelle couteuse et associée a
des effets indésirables variés.

L’objectif de cette étude est de prospecter les effets thérapeutiques de Withania
frutescens sur les détériorations de la fonction masculin du rat Wistar intoxiqué aux plomb et
cadmium pendant 3 mois. L’étude phytochimique et I’évaluation des activités antioxydante et
antiinflammatoire in vitro de la plante ont été aussi abordées. L’extrait hydro-éthanolique des
racines de W. frutescens a donné un rendement d’extraction de 15,79% et des teneurs
en polyphénols, flavonoides et tanins condensés de 63,23 + 3,82 mg EAG/g d'extrait, 1,56 *
0,12 mg EQ/g d’extrait, et 2,57 + 0,23 mg EC/g d’extrait respectivement. L'analyse
phytochimique a identifié 10 composants par GC-MS et 36 composants par GC-MS/MS doués
de diverses activités biologiques. L’extrait exprime une activité antiradicalaire importante
(1C50 =25.16 + 1.21 pg/ml) et un pouvoir réducteur du fer modéré (1C50 =163.19 + 6.01
pg/ml). Un effet anti-inflammatoire puissant a été déterminé par l'inhibition de I'némolyse
(1C50 = 12,71 £ 1,06 pg/mL) et par l'inhibition de la dénaturation des protéines (IC50 = 6,8 +
1,23 pg/mL). Des altérations histologiques testiculaires et epididymaires (dégénérescence de
I'épithélium germinal, vacuolisation des cellules de Sertoli, réduction de la taille et du nombre
des cellules de Leydig, diminution de la densité spermatique, apoptose et apparition de cellules
géantes multinucléées), des anomalies des parametres spermatiques et morphométriques et une
chute significative du taux de testostérone sérique, ont été notées chez les rats intoxiquées au Pb
(1g/L) et au Cd (10mg/L) dans I’eau de boisson. Tous ces parametres altérés ont été rétablis et
normalisés par cet extrait a la dose de 200mg/kg. En revanche, a la dose de 400mg/kg I’extrait
a eu un impact inhibiteur sur ces parametres. Ces résultats révélent les potentiels antioxydant et
antiinflammatoire de W. frutescens dus a sa richesse en composés bioactifs, qui auraient eu a
faible dose un impact bénéfique efficacement sur la spermatogenése et la stéroidogenese. Cette
plante pourrait étre recommandée contre les troubles de la fertilité masculine engendrés par les
métaux lourds. De plus, cet extrait peut étre potentiellement utilisé dans des applications

pharmaceutiques et médicinales.

Mots clés : Plomb, Cadmium, Withania frutescens, Testicule, Epididyme, Spermatogenese,

Testostérone, Activité antioxydante, Activité antiinflammatoire.



Abstract

Cadmium and lead are environmental contaminants resulting from industry whose
harmful consequences on male fertility are proven. Currently, phytotherapy constitutes an
alternative to conventional medicine, which is expensive and associated with various adverse

effects.

The objective of this study is to explore the therapeutic effects of Withania frutescens, on
the deterioration of masculine function in Wistar rats poisoned with lead and cadmium for 3
months. The phytochemical study and the evaluation of the in vitro antioxidant and anti-
inflammatory activities of the plant were also addressed. The W. frutescens hydro-ethanolic
roots extract gave an extraction yield of 15.79% and contents of polyphenols, flavonoids and
condensed tannins of 63.23 = 3.82 mg EAG/g of extract, 1.56 + 0.12 mg EQ/g of extract, and
2.57 £0.23 mg EC/g of extract, respectively. Phytochemical analysis identified 10 components
by GC-MS and 36 components by GC-MS/MS endowed with various biological activities. The
extract expresses significant anti-radical activity (25.16 + 1.21 pg/ml) and moderate iron
reducing power (163.19 £ 6.01 pg/ml). A high anti-inflammatory capacity was determined by
hemolysis inhibition (1C50 = 12.71 + 1.06 pg/mL) and protein denaturation inhibition (IC50 =
6.8 +1.23 pg/mL). Testis and epididymis histological alterations (degeneration of the germinal
epithelium, vacuolization of Sertoli cells, Leydig cells number reduction, sperm density
decrease, apoptosis and multinucleated giant cells appearance), abnormalities in sperm and
morphometrically parameters, and a reduction in serum testosterone levels, were noted in
intoxicated rats with Pb (1g/L) and Cd (10mg/L) in drinking water. All these disorders have
been repaired and normalized by the extract at dose of 200mg/kg. However, at dose of 400
mg/kg the extract had an inhibitory impact on these parameters. These results reveal the
antioxidant and anti-inflammatory potential of W. frutescens due to its richness in bioactive
compounds, which at low doses would have had an effective beneficial impact on
spermatogenesis and steroidogenesis. This plant could be recommended against male fertility
disorders caused by heavy metals. Additionally, this extract can be potentially used in

pharmaceutical and medicinal applications.

Keywords: Lead, Cadmium, Withania frutescens, Testis, Epididymis, Spermatogenesis,

Testosterone, Antioxidant activity, Anti-inflammatory activity.
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IL10 : Interleukine 10

IL-1p : Interleukine 1B

IL-6 : Interleukine 6

INOS : Inducible Nitric Oxide Synthase

IP : Injection Intrapéritonéale

LDH: Lactate Déshydrogénase

LH: Luteinizing Hormone

MDA: Malondialdehyde

MDH: Malate dehydrogenase

MT : Métallothionéine

NFxB : Nuclear Factor-kappa B

NIST : Institut National des Standards et Technologies



NO : Nitric Oxide

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ONAB : Office National des Aliments du Bétail
Pb: Plomb

Pb-Ac: Plomb acetate

p-1KKB: Phosphor- Inhibitory Kappa B kinase p.
PT : Polyphénols Totaux.

REL : Réticulum Endoplasmique Lisse

RWA : Racines de Withania aristata

SNC : Systeme Nerveux Central

SOD: Superoxide Dismutase

SPI: Spermiogenesis Index

SPZ: Spermatozoides

StAR: Steroidogenesis Acute Regulatory protein.
TC: Tanins Condenses.

TDI: Tubule Differentiation Index

TNF-a: Tumor Necrosis Factor

TS : Tubes Séminiféres
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Les changements apportés par I'nomme a I'environnement perturbent les écosystemes en
modifiant le niveau d'exposition de I'nomme a divers polluants qui peuvent présenter un risque
important pour leur santé. Parmi ces polluants, I’exposition aux métaux figure en téte de liste
en raison du développement rapide des industries modernes. Les effets néfastes de ces derniers
sur la santé reproductive masculine ont beaucoup attiré ’attention depuis quelques décennies,
on s'inquiete de plus en plus de la possible détérioration de la fertilité masculine (Rahman et
al., 2022; Sengupta et al., 2017). Certains métaux sont connus pour étre bénéfiques aux
fonctions de reproduction chez I'nomme, car ils interviennent dans plusieurs processus de
reproduction, tandis que I'exposition environnementale ou professionnelle a d'autres métaux est
reconnue pour perturber la fertilité masculine (Sengupta, 2013). De nombreuses études ont été
menées de maniére approfondie concernant l'augmentation de l'infertilité masculine qui pourrait
résulter de I'exposition directe ou indirecte aux métaux lourds (Ajarem et al., 2021;
Chabchoub et al., 2021; Crocetto et al., 2023; Elgawish et Abdelrazek, 2014). Du point de
vue scientifique, les métaux lourds sont définis comme des éléments inorganiques de nature
non biodégradable dont la densité est supérieure a 5g/cm® (Kim et al., 2019). Leur persistance
a long terme dans I’environnement entraine une contamination a différents niveaux notamment
I’air, le sol, les aliments et I’eau.

Le plomb et le cadmium sont les deux métaux toxiques les plus abondants dans
I'environnement (Patra et al., 2011) et sont aussi des perturbateurs endocriniens (Plunk et
Richards, 2020). L’utilisation du plomb (Pb) dans les pesticides, les batteries, les pigments, les
céramiques, les conduits d'eau, les alliages, les gaines de cébles et les additifs pour I'essence a
entrainé la pénétration de grandes quantités de ce métal dans I'environnement et qui s’est
retrouvé par la suite dans les aliments, l'eau et l'air (Daku et al., 2016; Kadhum, 2019; Peana
et al.,, 2023; Ramah et al., 2015). En outre, I’exposition au cadmium (Cd) se produit
principalement par le tabagisme et la consommation d'aliments contaminés notamment les
poisson, les végétaux riches en fibres comme les grains, les céréales et les légumes a feuilles
(Godt et al., 2006).

Le principal effet toxique de ces métaux est I'induction du stress oxydatif via la génération
d'especes réactives de I'oxygene (ERO) (llieva et Sainova, 2022; Manouchehri et al., 2022).
Ces especes perturbent la structure et la fonction du systeme reproducteur masculin en altérant
la barriere hémato-testiculaire et diminuant le développement des cellules germinales, des
cellules de Leydig et des cellules de Sertoli, et entrainent a la fin une infertilité (Cheng et
Mruk, 2012; Garu et al., 2011; Ghafouri-Fard et al., 2021; Man et al., 2023).
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Au cours des derniéres décennies, les antioxydants de synthése sont devenus moins
efficaces contre certaines pathologies, c'est pourquoi de nombreux chercheurs ont encouragé le
criblage des plantes médicinales pour la recherche des antioxydants bioactifs & haute valeur et
le développement de médicaments puissants d'origine naturelle afin de réduire la toxicité de ces
polluants (Boroujeni et al., 2022; Moure et al., 2001; Liu et al., 2023).

Withania frutescens (W. frutescens L. Pauquy) est une plante sauvage a petites feuilles
coriaces appartenant a la famille des Solanacées, qui est largement distribuée dans la région
méditerranéenne (Raman et Chand, 2019). Auparavant, elle était utilisée dans la médicine
traditionnelle contre I'empoisonnement, l'ulcération gastrique et le traitement de la dysenterie
(Bellakhdar, 1997). Aujourd'hui, il a été démontré que cette plante présente un profil des
activités biologiques intéressant, notamment des activités antibactérienne, antifongique,
antioxydante, antidiabétique et antiplasmodique (EL Bouzidi et al., 2017; EL Moussaoui et
al., 2022; Mechchate et al., 2021). En outre, les extraits de ses feuilles ont une action
protectrice et curative contre I'hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone (CCI4)
(Montilla et al., 1990) et une activité cytotoxique contre HepG2 (carcinome hépatocellulaire)
et HT29 (adénocarcinome du c6lon) grace a ses composants withanolides (EL Bouzidi et al.,
2013).

Aucune étude n’a été accomplie sur les vertus thérapeutiques de cette plante sur le
systéme reproducteur masculin et les troubles de la fertilité. Ce travail a donc éteé entrepris pour
la premiere fois dans le but d’évaluer les effets bénéfiques de l'extrait éthanolique de racines de
W. frutescens sur les détériorations testiculaires et hormonales induites par le plomb et le
cadmium.

C’est pourquoi une partie de notre travail « Effets d'une exposition aux métaux lourds sur
la fonction de reproduction male chez le rat Wistar et impact d'un traitement avec la Withania
frutescens » vise a évaluer les effets toxiques de ces deux métaux lourds administrés par voie
orale, sur la fonction de reproduction masculine chez les rats Wistar adulte a travers les
parametres sérologiques, spermatiques, histologiques et morphométriques.

En plus, une partie importante et complémentaire de notre travail a été basée sur cette
hypothése, la médecine alternative, en utilisant des antioxydants d’origine naturelle pour
détoxifier les dommages occasionnés par ces métaux lourds. Pour cela, on a choisi la Withania
frutescens comme une source d’antioxydants naturels pour tester leurs effets thérapeutiques
possibles contre les altérations induites par le Pb et le Cd sur le systéeme reproducteur masculin
chez le rat Wistar.

La présente étude englobe trois parties :
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* Une étude phytochimique qualitative et quantitative qui a consisté a dresser un screening
phytochimique de I’extrait éthanolique de racines de Withania frutescens, qui nous a indiqué
les différents phyto-constituants connus comme étant biologiquement actifs, suivi de dosages
colorimétriques (spectrophotométrique) de ces composés bioactifs avec des méthodes
classiques, la GC-MS et GC-MS/MS (identification des composants volatils).

* Une étude in vitro des activités biologiques de cet extrait, I’activité antioxydante avec les tests
DPPH et FRAP, I’activité anti-inflammatoire avec le test d’inhibition de I’hémolyse des
globules rouges et le test d’inhibition de la dénaturation des protéines (BSA).

* Une étude in vivo sur le rat Wistar intoxiqués avec le plomb et le cadmium et traités avec
I’extrait éthanolique de racines de Withania frutescens. Ont été analysés, 1’histopathologie
testiculaire et épididymaire, la spermatogenese, les cellules de Leydig et la testostéronémie
plasmatique, les paramétres spermatiques, les variations pondérales corporelles et testiculaires

et la morphométrie (indices de différenciation tubulaire (TDI) et de spermiogénése (SPI)).
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Chapitre | : Fonction de reproduction masculine
1 Anatomophysiologie de ’appareil reproducteur male

Le systeme reproducteur male est I’ensemble des organes qui jouent un réle dans le
processus de reproduction. Le systeme reproducteur masculin est subdivisé en trois parties : les
gonades (testicules) qui sont le site de production des gamétes méle, les voies génitales qui

transportent ces gametes et interviennent dans leur maturation et les glandes annexes.

1.1  Testicules

Les testicules sont des organes pairs logés chacun dans une cavité cutané scrotale (Steger
et Weidner, 2011) et recouverts de deux tuniques : la séreuse vaginale externe et 1’albuginée
(Fig. 01). Dans le parenchyme testiculaire, les projections de I’albuginée froment des cloisons
qui divisent les testicules en lobules renfermant 1 a 4 tubes séminiféres contournés (Carlson,
2019; Knoblaugh et al., 2018). Ces tubes s’assemblent en un tube droit qui converge vers le
rete-testis (Mollineau et al., 2018).

= v‘-\\,\‘Lobule ::' ;

Vaisseau sanguin——
Cellule de Leydig —

Cellule myoide peritubulaire =
Cellule de Sertoli—
Barriére hémato-testiculaire —-

Spermatogonie —
D
Spermatocyte —5
Spermatide.
Spermatozoide

Figure 01 : Organisation structurale du testicule (Tortora et Derrickson, 2014).
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1.1.1 Tube séminifére et fonction exocrine

Les tubes seminiferes (TS) sont composés de deux type de cellules : les cellules de

Sertoli et les cellules germinales.

1.1.1.1 Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli s'étend de la lame basale des TS vers la lumiere de ces tubules.
L’organisation et la polarité de ces cellules se traduit par des jonctions Sertoli-Sertoli et Sertoli-
cellules germinales a différents stades de différenciation, ainsi que les jonctions Sertoli-matrice
extracellulaire au niveau de la paroi des tubules séminiféres. Les jonctions réunissant les
cellules de Sertoli adjacentes sont des jonctions serrées (étanches ou tight junctions) et forment
la barriere hémato-testiculaire (BHT). Cette derniére divise les tubes séminiferes en deux
compartiments, le  compartiment  basal comprend les cellules  germinales
diploides, spermatogonies et spermatocytes | avant la meiose (stade pré-leptoténe) et le
compartiment apical (adluminal) qui contient les spermatocytes | en division méiotique, et
toutes les cellules haploides (spermatocyte stade leptoténe, spermatocytes
I1, spermatides et spermatozoides). A I’extérieur de la BHT, dans la zone basale, les nutriments
et les hormones ont un libre acces alors que dans la zone adluminale du tube séminifere, la BHT
est perméable sélectivement et exerce un contrdle rigoureux au passage de tous les éléments y
compris les xénobiotiques. De plus, la BHT constitue une barriére immunologique en raison de
la présence des cellules haploides qui présentent des caractéristiques antigéniques et doivent
étre séparées de 1’organisme (Cheng et Mruk, 2012; Mruk et Cheng, 2015). Les cellules de
Sertoli ont plusieurs réles cruciaux dans la fonction testiculaire tel que : support physique et
apport des nutriments et des facteurs de croissance pour les cellules germinales ; libération des
spermatides vers la lumiére tubulaire lors de la spermiation ; sécrétion du liquide tubulaire, qui
constitue un microenvironnement unique favorable a la spermatogenése ; phagocytose du
cytoplasme des spermatides (le corps résiduel) ; et phagocytose de cellules germinales
apoptotiques (Jeégou et Rolland, 2018). De plus, en raison de la présence de récepteurs de
FSH, des androgenes, des cestrogenes et des hormones thyroidiennes, les cellules de Sertoli

participent a la régulation hormonale de la spermatogenése (Hess, 2005; Luaces et al., 2023).

1.1.1.2 Cellules germinales

Entre les cellules de Sertoli, on trouve les cellules germinales a different stade de

développement qui sont organisées selon leurs stades de différenciation, du pole basal au pole


http://www.vetopsy.fr/reproduction/male/spermatogenese.php#spermatogonie
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http://www.vetopsy.fr/biologie-cellulaire/reproduction-cellulaire/meiose.php
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apical des tubes séminiferes, on distingue : Les spermatogonies, les spermatocytes, les

spermatides et les spermatozoides (Auger, 2018; Nayernia et al., 2004).

1.1.1.3 Spermatogenese

La spermatogenése (Fig.02), est un processus hautement organisé qui se produit dans
I'épithélium séminifeére et est orchestré par les cellules de Sertoli (Griswold, 2015; Kopera et
al., 2010). C’est un processus physiologique complexe et continu de multiplication, de
différenciation cellulaire et d’apoptose qui a partir des spermatogonies, cellules germinales
souches diploides, aboutit a la formation des spermatozoides, cellules haploides (Creasy et
Chapin, 2018; Lara et al., 2018). Basée principalement sur des criteres morphologiques et

fonctionnels, ce processus a été classiquement divisé en trois phases bien caractérisées :

» Phase prolifératif : Cette étape est responsable du maintien du stock et réserve des
spermatogonies souches afin d’assurer la production continue de spermatozoides chez les
mammiféres. La spermatogonie souche ou spermatogonie Ad (dark) subit une division
mitotique et engendre deux cellules filles : une nouvelle spermatogonie de type Ad et une
spermatogonie de type Ap (pale). La spermatogonie Ad reste prés de la lame basale pour
conserver la lignée germinale, alors que la spermatogonie Ap s’engage dans la
différenciation germinale et donne une spermatogonie B. Cette derniere se transforme sans
mitose en un spermatocyte | (Waqas, 2021).

» Phase méiotique : Chaque spermatocyte | subit une méiose | pour former deux cellules
haploides, les spermatocyte Il qui entrent rapidement en méiose Il pour donner quatre
spermatides rondes (Wagas, 2021).

» Phase de differenciation (spermiogénese) : C’est un long processus au cours duquel les
spermatides rondes et haploides subissent des changements morphologiques et fonctionnels
frappants pour se transformer en spermatozoides. Au cours de cette phase, on peut observer:
la formation de nouveaux organites, y compris le chromatoide, corps composé d'’ARN ; le
compactage de la chromatine nucléaire et remplacement des histones en protamines ; la
formation de l'acrosome par l'appareil de Golgi ; la formation du flagelle; le développement
des spécialisations ectoplasmiques et des complexes tubulobulbaires a l'interface entre les
cellules de Sertoli; Il'allongement des spermatides rondes en spermatides allongés;
I’élimination du cytoplasme par les spermatides (corps résiduel); et la libération des

spermatozoides de 1’épithélium séminifeére (spermiation) (O’Donnell et Stanton, 2018).
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Figure 02 : Illustration schématique de la spermatogenése. (A) Schéma d’un tube séminifére
avec les différentes cellules germinales. (B) schéma illustrant les differentes étapes de la

spermatogenese (Cheng et Mruk, 2017).

1.1.2 Tissu interstitiel et fonction endocrine

L’espace interstitiel ou compartiment intertubulaire entre les TS est constitué
essentiellement de tissu conjonctif riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que les
fibroblastes, on y trouve aussi les leucocytes, les mastocytes, les macrophages, les cellules

myoides peéritubulaires et les cellules de Leydig (Heinrich et DeFalco, 2020).

1.1.2.1 Cellules myoides péritubulaires

Ce sont des cellules musculaires lisses qui entourent les TS. Elles possédent la capacité
de se contracter pour transporter les spermatozoides immobiles. Les cellules myoides
péritubulaires expriment les récepteurs des facteurs de croissance qui se lient aux endothélines
(ET), a la vasopressine et au facteur de croissance béta dérivé des plaquettes (PDGFb),

conduisant a la contractilité du TS (Thompson et al., 2018).

1.1.2.2 Cellules de Leydig

Les cellules de Leydig sont des cellules caractérisées par un noyau rond, un réseau
abondant de réticulum endoplasmique lisse, des mitochondries avec des crétes tubulo-
vésiculaires, un appareil de Golgi de taille petite a moyenne, de nombreuses grosses gouttelettes

lipidiques et une surface cellulaire en forme de doigts protubérants ; les cellules sont souvent
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disposées en grappes dans linterstitium (Huhtaniemi et Teerds, 2018). Leur role est la
production des stéroides sexuels, en particulier la testostérone pour la régulation paracrine de
la spermatogenése au sein du testicule, et pour les divers effets endocriniens systémiques,
androgeénes et anabolisants, en dehors du testicule. En autre, les cellules de Leydig foetale
produisent une hormone nommée Insuline like 3 (INSL3), qui joue un rdle important dans la
régulation de la descente testiculaire au cours de la vie feetale (Chen et al., 2009; Wen et al.,
2016).

1.1.2.3 Stéroidogenese

La stéroidogenese est I’ensemble des processus de biosynthese par lesquels le
cholestérol est converti en hormones stéroides biologiquement actives. Ces processus peuvent
étre d’origine surrénalienne, ovarienne, testiculaire, placentaire et autres (Miller et Auchus,
2011). La stéroidogenese testiculaire (Fig. 03) se fait principalement par les cellules de Leydig
(plus de 95%) sous la stimulation de LH (Fluck et Pandey, 2017). La StAR (Steroidogenesis
Acute Regulatory protein), protéine activatrice de la stéroidogenese, transporte le cholestérol
de la membrane mitochondriale externe a la membrane mitochondriale interne apres stimulation
par la LH (Shi et al., 2007; Adamczewska et al., 2022). Ce transfert intra-mitochondrial du
cholestérol est I’étape limitante de la stéroidogenese. Au niveau de la membrane mitochondriale
interne, le cholestérol (C27) est clivé en prégnénolone (C21) sous I’action du cytochrome
P450scc (side-chain clivage) ou CYP11Al. La prégnénolone est ensuite transportée vers le
réticulum endoplasmique lisse (REL), ou elle est ensuite convertie en une variété de stéroides
(C19). En progestérone par la 3b-HSD puis en 17a-hydroxyprogestérone et androstenedione
par le CYP17a. L'androstenedione est convertie ensuite en testostérone par le 17b-HSD. Cet
androgéne passe rapidement, grace a sa liposolubilité, dans le tissu interstitiel afin de stimuler,
en conjonction avec la FSH, la prolifération et la maturation des cellules de la lignée germinale
dans les tubes séminiferes. La testostérone est enfin convertie en estradiol par I'aromatase dans
les cellule de Sertoli (Bremer et Miller, 2014; Adamczewska et al., 2022).
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Figure 03 : Voies de biosynthese de la testostérone dans les cellules de Leydig (Ho et al.,
2017)

1.2 Voies génitales

Les voies genitales, nommées aussi voies spermatiques, transportent le sperme du
testicule vers I’extérieur du corps, ce sont : les canaux efférents, 1’épididyme et les canaux

déférents.

1.2.1 Canaux efférents

Les canaux efféerents sont des tubules fins, paralleles reliant le rete-testis a I’épididyme
(Hess, 2002). Chez les mammiferes, les canaux efférents présentent une forme d’entonnoir,
issus du rete-testis, les canalicules fusionnent pour former un seul canal commun qui pénétre
dans la téte de I'épididyme (Hess, 2018). L’¢épithélium formant les canaux efférents est composé
de cellules ciliées (80%) et non ciliées, certaines espéces présentent également des cellules
basales et des lymphocytes ou macrophages intraépithéliaux (Hess, 2003, 2015), et repose sur
une membrane basale entourée d’une fine couche de cellules musculaires lisses. La fonction
principale des canaux efférents est la réabsorption du liquide luminal, qui rend les
spermatozoides 28 fois plus concentrés (Clulow et al., 1998; Hess, 2018). La réabsorption de
liquide implique plusieurs processus, y compris le transport de soluté, la perméabilité passive a

I'eau, lI'endocytose et la sécrétion (Hansen et al., 1999).
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1.2.2 Epididyme

L’épididyme, localisé entre les canaux efférents et le canal déférent, est I’organe clé de
la maturation (modification membranaire et acquisition de mobilité) et le stockage des
spermatozoides (Denison et al., 2011; Sullivan et al., 2005). Ses cellules épithéliales créent
un microenvironnement dans lequel les spermatozoides acquiérent leur mobilité, leur capacité
de fécondation des ovocytes et sont stockés dans un mode quiescent (Carlson, 2019). En
générale, 1’épididyme est constitu¢ d’un seul tube treés enroulé¢ divisé en trois régions
anatomiquement et physiologiquement différentes (Fig. 04) : la téte, le corps et la queue
(Turner, 2008) et est entouré par des cellules musculaires lisses douées de contractions

péristaltiques réguliéres contrdlées par des fibres nerveuses sympathiques (Cornwall, 2018).

segment initial

le canal eﬂérent\

la téte moyen

la téte distal

le corps de
I'épididyme

testicule le canal déférent

le queue de
I'épididyme

Figure 04 : Les différentes régions de 1’épididyme (Srivastav et al., 2004).

L’¢épithélium subit une transition graduelle passant de la forme proximale cylindrique,
haute, pseudostratifiée, a la forme distale plus basse, pseudostratifiée (Sullivan et Mieusset,

2016). Ce dernier est constitué de plusieurs types cellulaires telles que :

» Cellules principales : elles synthétisent un nombre important de protéines qui sont soit
secréetées dans la lumiere épididymaire ou reste dans la cellule, elles jouent aussi un role

d’endocytose des protéines luminales. Entre ces cellules se trouvent des jonctions

10
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1.2.3

serrées qui forment la barriere hémato-épididymaire (Cornwall, 2009; Hermo et
Robaire, 2002; Robaire et Hinton, 2015).

Cellules basales : elles expriment I'apolipoprotéine E et I'alcool déshydrogénase, ce qui
lui confére un réle dans la régulation d’électrolytes et le transport d’eau par les cellules
principales (Hamilton, 1975; Leung et al., 2004).

Cellules apicales : elles sont retrouvées principalement dans le segment initial et
intermédiaire de 1I’épididyme. Elles jouent un role majeur dans 1’endocytose des
substances luminales, elles contiennent aussi plusieurs enzymes protéolytiques (Avellar
et Hinton, 2019; Hermo et Robaire, 2002).

Cellules étroites : chez le rat et la souris ces cellules apparaissent seulement dans
I’épithélium du segment initial et intermédiaire. Elles sont impliquées dans le processus
de transport intracellulaire entre la lumiere et les cellules épithéliales, dans la
dégradation des protéines et des glucides par leurs lysosomes et dans la protection des
spermatozoides contre les changements nocifs de ’environnement luminal (Avellar et
Hinton, 2019; Hermo et Robaire, 2002).

Cellules Claires : elles sont présentes dans le corps et la région caudale de 1’épididyme
de plusieurs espéces incluant I’homme (Cooper, 2007). Elles jouent un réle majeur dans
I’endocytose plus importante que les cellules adjacentes particulierement dans
I’épididyme caudal (Cornwall, 2018). Ces cellules retirent les gouttelettes
cytoplasmiques détachées des spermatozoides lorsqu’ils traversent le canal.
L’acidification du fluide luminal est médi¢e par les cellules claires et les cellules
étroites, car les protéines clés de ce processus sont localisée dans ces cellules (Hermo
et Robaire, 2002).

Cellules en Halo : Ce sont de petites cellules avec un cytoplasme étroit clair, elles sont
présentes tout au long de I'épithélium épididymaire. Ces cellules sont généralement
situées a la base de I'épithélium. Les cellules en Halo ont été décrites soit comme

lymphocytes ou monocytes (Hamilton, 1975).

Canaux déférents

Les canaux déferents font suite a ’épididyme. Ces canaux sont moins enroulés avec un

diamétre plus €levée que I’épididyme. Leur epithélium pseudostratifie cylindrique est entouré

par trois couche de cellules musculaires lisses, et repose sur un tissu conjonctif lache.

Fonctionnellement, les canaux déférents produisent un liquide qui facilite le transport du

sperme par les contractions péristaltiques des couches musculaires, et peuvent stocker le sperme
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pendant plusieurs mois et réabsorbent le sperme mort ou non éjaculés (Flannigan et Goldstein,
2018).

1.3 Glandes annexes
1.3.1 Vésicule séminale

Les vésicules séminales, organes paires, sont des glandes tubulaires enroulés et courbés
avec de nombreuse projections latérales situées en arriere de la prostate et de la vessie, au-
dessus de l'uretére distal et en arriere du rectum. Leur épithélium est cylindrique mince, avec
des cellules qui ont plusieurs mitochondries et un réticulum endoplasmique rugueux bien
développé important pour la synthese et la sécrétion des protéines. On observe aussi des cellules
basales qui ont une forme d’étoile avec un cytoplasme compact avec peu d'organites
(Bromfield et al., 2018). Leur role principal est de produire le liquide séminal en réponse a la
testostérone. Ce liquide a pour but de soutenir et maintenir la viabilité et la fonctionnalité des
spermatozoides pendant leurs transports a travers l'appareil reproducteur masculin lors de
I'éjaculation et l'appareil reproducteur féminin pour faciliter la fécondation de l'ovule. Le
liquide des vésicules seminales, épais, visqueux et alcalin, est riche en substrats énergétiques,
minéraux et ions, divers protéines et acides aminés, enzymes, hormones, vitamines, agents
tampons et antioxydants expressement dans le but de maintenir la capacité fonctionnelle du

sperme (Schjenken et al., 2018).

1.3.2 Glande de Cowper

Aussi nommée glandes bulbo-urétrales, une paire est située dans le diaphragme
urogénital, et la deuxieme paire est située dans le tissu bulbo-spongieux. Cet organe est
constitué de lobules bien délimités contenant des glandes tubulo-alvéolaires compactes avec un
canal excréteur central tapissé d'épithélium pseudostratifié enveloppé de muscle (Prins et
Lindgren, 2015). Cette glande contribue a la lubrification urétrale et la coagulation du sperme
(Whitney, 2018). En outre, elles sont impliquées dans la défense immunitaire de I'appareil
génito-urinaire et sécrétent de nombreuses glycoprotéines, y compris ’antigéne spécifique de

la prostate (PSA) (Chen, 2023; Prins et Lindgren, 2015).

1.3.3 Prostate

La prostate est un organe glandulaire sécréteur situé a la base de la vessie. L'épithélium de

la prostate a trois types de cellules différenciées : les cellules luminales sécrétoires, les cellules
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basales et de rares cellules neuroendocrines. On trouve aussi des cellules souches, qui résident
au contact de la lame basale et donnent par division les autres cellules différenciées. Le stroma
de la prostate comprend les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (Sasaki et al., 2018).
Les cellules luminales sécrétoires produisent le liquide prostatique, légérement acide (pH 6.5),
qui contient plusieurs substances (acide citrique pour la production d'ATP par les
spermatozoides, PSA, pepsinogéne, lysozyme, amylase, hyaluronidase, la phosphatase acide,
et la plasmine séminale qui est un antibiotique). Les sécrétions de la prostate pénétrent dans
l'urétre prostatique a travers de nombreux conduits prostatiques (Gauntner et Prins, 2018).

2 Régulation de la fonction de la reproduction

La fonction de reproduction méle est soumise au contréle neuroendocrinien de I’axe
hypothalamo-hypophysaire-gonadique (Fig. 05), et les interactions cellules de Sertoli-cellules
de Leydig. D’une part, I’hormone folliculostimulante (FSH) qui stimule les cellules de Sertoli
pour sécréter une protéine de transport fixant les androgénes : ABP (Kretser, 2018) et les
cellules de Leydig secretent la testostérone, qui va agir sur les cellules de Sertoli pour le
déclenchement et ’entretien de la spermatogenése et inhibe 1’apoptose des cellules germinales
(Huhtaniemi, 2018; Oduwole et al., 2021). D’autre part, la fonction épididymaire est régulée
par les androgénes, les cestrogénes, ainsi que par plusieurs d’autres hormones tels que : le
Peptide Natriurétique Auriculaire (ANP), I’activine, la follistatine, la sous unité § de I’inhibine,
I’ocytocine (OT) et la prolactine (PRL) (Carlson, 2019; Joseph et al., 2011; Laraetal., 2018).
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Figure 05 : Régulation de la fonction de reproduction méle (Tortora et Derrickson, 2011).
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3 Troubles de la fonction de reproduction male
3.1 Infertilité masculine

L'infertilité est I'un des problémes cliniques majeurs de santé humaine qui affecte la vie
socioculturelle de nombreux individus. L'OMS définit I'infertilité comme la difficulté pour un
couple d'avoir un enfant aprés 12 mois ou plus de rapports sexuels non protégés et réguliers
(Harrison et al., 2021). Il a été estimé que l'infertilité touche 8 a 12 % de couples dans le
monde, le facteur masculin étant une cause primaire ou contributive dans environ 40 a 50 %
des couples (Kumar et Singh, 2015).

Les taux de cas d'infertilité dans le monde dus a I'implication du facteur masculin sont

représentés dans la figure 06.

Figure 06 : Carte mondiale illustrant les pourcentages de cas d'infertilité par région dus au

facteur masculin (Agarwal et al., 2015).

3.2 Causes de P’infertilité masculine

Les facteurs responsables de l'infertilité masculine peuvent étre séparés en deux
catégories ; excrétoires et sécrétoires (Fig. 07).

Les causes excrétoires représentent 40% des individus infertiles chez lesquels la synthése
des spermatozoides est conservée mais des blocages peuvent se produire dans les conduits qui
transportent le liquide séminal due a une anomalie congénitale (absence des canaux déférents
et/ou vésicules séminales), ou anomalie acquise (trouble de 1’¢jaculation, tumeurs testiculaires

ou des infections des voies génitales). Tandis que, les causes sécrétoires, qui représentent 60%
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des cas, correspondent a un déficit dans la production des spermatozoides au niveau des
testicules. Cette détérioration peut étre centrale ou testiculaire. L’altération centrale constitue 1
a 5% des infertiles ou les troubles hormonaux (FSH et LH) entrainent un hypogonadisme et une
hypo-testostéronémie. Alors que 52% des cas représentent une atteinte fonctionnelle du
testicule liée a une anomalie génétique (par exemple : mutation au niveau du récepteur de
FSH... etc), acquise (par exemple : varicocele, cryptorchidie, traitements médicaux comme la
chimiothérapie, le dysfonctionnement des spermatozoides et diminution de leur qualité a cause
de la consommation des stéroides anabolisants ...etc) et idiopathique dans laquelle 65 a 75%
des cas reste inconnue et pose 1’hypothese de I'effet du mode de vie et I’environnement, en
particulier la contamination par des substances toxiques et 1’exposition a des perturbateurs
endocriniens (Agarwal et al., 2021; Kumar et Singh, 2015; Leaver, 2016; Plunk et
Richards, 2020).

Causes d’infertilité

masculine
( ¥
40% 60%
Excrétoires Sécrétoires
( \ ( \
Infertilité obstructives Infertilité obstructives Infertilité non Infertilité non
acquise congénitale obstructives central obstructives testiculaire

Figure 07 : Causes de I’infertilit¢ masculine (Agarwal et al., 2021; Kumar et Singh, 2015;
Leaver, 2016).
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Chapitre Il : Métaux lourds et infertilité masculine

1. Geénéralité

Le terme "métaux lourds™ est généralement utilisé dans la littérature environnementale
pour désigner les métaux et les métalloides associés a la pollution environnementale, a la
toxicité et aux effets néfastes sur les organismes vivants, y compris les humains (Abd Elnabi
et al., 2023) Principalement en terme de densité, de masse atomique relative et de numéro
atomique, ce terme a été défini comme des éléments métalliques naturels dont le numéro
atomique (Z) est supérieur a 20 et dont la densité est supérieure a 5 g/cm?, selon cette définition,
on trouve 51 éléments appelés "métaux lourds” (Ali et Khan, 2018; Kim et al., 2019). Au cours
des dernieres décennies, la contamination de I'environnement par les métaux lourds a fortement
augmenté en raison du développement rapide des industries modernes. A cause de leurs
propriétés non biodégradables et leurs accumulation dans I’environnement, une contamination
a différents niveaux, notamment Iair, le sol, les aliments et I’eau, a été signalée (Kim et al.,
2019). De nombreux chercheurs ont signalé 1’effet nocif sur la fonction de reproduction, dont
le plomb (Carocci et al., 2016) et le cadmium (Nna et al., 2017). Les effets toxiques de ces
élements sur la fonction de reproduction masculine ont suscité une grande attention par
plusieurs chercheurs. Bien que plus de 20 métaux (plomb, cadmium, chrome, arsenic, calcium,
etc.) provoquent des altérations au niveau des parametres spermatiques, ainsi que des
perturbations biochimiques et endocriniennes, tandis que le zinc, le sélénium et le magnesium
sont bénéfiques pour les fonctions reproductives masculines (Sengupta, 2013; Hu et al., 2023).
Le plomb et le cadmium, qui ne présentent aucun effet bénéfique pour 1’organisme, sont
considérés comme des facteurs de risque qui perturbent les fonctions endocriniennes et
influencent les niveaux d’hormones responsables de la biosynthése des spermatozoides. Ces

défauts sont principalement induits par le stress oxydatif (Manouchehri et al., 2022).

2. Propriétés physico-chimiques des métaux lourds

Les différentes propriétés physique et chimique du plomb et du cadmium sont présentées

dans le tableau 01.
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Tableau 01 : Propriétés physico-chimiques du plomb et du cadmium (Kabata-Pendias et
Szteke, 2015; Sarkar et al., 2013).

Propriétés Caracteres Plomb Cadmium
Couleur Blanc-gris Blanc argenté
Poids atomique 207.2 g/mol 112.4 g/mol
Masse volumique 11.3 g/cm?® 8.7 g/lcm®
Numéro atomique 32 48
o 8 (106, 108, 110, 111 112,
Solubilité 4 (204, 206, 207,208)
113, 114, 116)
Physiques T’ de fusion 327.46°C 321°C
T d’ébullition 1749°C 767°C
Conductibilité
) ) 4.81.10° S.m* 13,6.10% S.m
électrique
Conductibilité
_ 35.3 W.m™.K?! 103 W.mt.K?!
thermique
-Formes métallique, -Présent principalement
inorganique et organique. dans les minerais de zinc,
o -Rarement présent a l'état de cuivre ou de plomb.
Etat presentielle . ) . .
élementaire, mais plutét a -On ne le trouve pas a
I'état d'oxydation (Pb?*) I'état libre.
dans divers minerais.
Le plomb tétraéthyle
(C2Hs)4Pb.
o Le dioxyde de plomb B- L’oxyde de cadmium
Chimiques
PbOz. CdO.
Le minium Pb30Os. L’hydroxyde de cadmium
Principaux L’oxyde de plomb PbO. Cd(OH)z.
COmMpOosés Le sulfate de plomb PbSO4.  Le chlorure de cadmium
Le chlorure de plomb PbCl.. CdCl,.
Le nitrate de plomb Le sulfure de cadmium
Pb(NO3)z. Cds
Le carbonate de plomb
PbCO:s.
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Le sulfure de plomb PbS.
Le chromate de plomb
PbCrOs

3. Sources d'exposition aux métaux lourds

Les métaux lourds ont été largement retrouvés dans divers milieux environnementaux
(notamment le sol, I'eau, l'air et les aliments) dans le monde entier. Ils peuvent pénétrer dans le
corps humain par inhalation de poussieres, ingestion, contact cutané de sol et d'eau contaminés
et consommation de légumes cultivés dans des champs contaminés (Qu et al., 2012).

Parmi les importantes sources industrielles et agricoles, on retrouve le Pb dans les
produits manufacturés tels que les biocides (pesticides, herbicides), les batteries au Pb, les
pigments et peintures, les céramiques, les conduits d'eau, les alliages, les gaines de cébles et les
additifs pour l'essence (trafic routier) (Daku et al., 2016; Ramah et al., 2015). Le Pb est
distribué dans toutes les parties de l'environnement sous trois formes principales : le Pb
métallique, les sels de Pb ( Pb inorganique), et le Pb organique contenant du carbone (Assi et
al., 2016). La valeur biologique de référence du Pb sanguin est 85 ug/L chez les hommes et 60
Ma/L chez les femmes tandis que le Pb urinaire est < 1,4 pug/L (< 1,1 pg/g de créatinine) (Anses,
2022). L’organisation mondiale de la santé indique que la concentration du plomb dans I'eau
potable ne doit pas dépasser la norme de 10ug/L (COTRUVO, 2017).

Les aliments et le tabagisme (1-2 pg de Cd par cigarette) constituent les deux principales
sources d’exposition au cadmium pour la population générale. Dans l'industrie, 1'exposition est
principalement due a l'inhalation de fumees et de poussieres de Cd (Bernard et Lauwerys,
1986; Zhang et Reynolds, 2019). La valeur biologique de référence de Cd sanguin est 0.7 a 1
Ma/L chez les non-fumeurs et 2 a 3 pg/L chez les fumeurs tandis que le Cd urinaire est 1,9 pg/g
de créatinine (1,2 pg/L) pour les non-fumeurs et 3 pg/g de créatinine (1,7 pg/L) pour les
fumeurs (INRS, 2022).

On peut aussi cité l'activité volcanique, l'altération des continents et les incendies de foréts
comme des sources naturelles d’exposition a ces deux métaux (Carocci et al., 2016; Godt et
al., 2006; Sarkar et al., 2013; Sengupta, 2013). Les figures 08 et 08’ résument toutes les
sources de contamination au Pb et au Cd et les mécanismes d’intoxication aux métaux lourds

chez ’homme.
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Figures 08 : Mécanismes d’intoxication chez I’homme suite a une exposition aux métaux

lourds (Abd Elnabi et al., 2023)
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4. Métabolisme des métaux lourds
4.1. Absorption

L'absorption du Pb et du Cd par voie respiratoire et digestive dépend de I’espece
chimique, la taille des particules et leur solubilité ainsi que d’autre facteurs physiologiques
notamment 1’age, le sexe, la teneur en protéines, en composeés de zinc et de cuivre, en calcium
et en fer dans l'alimentation (Kabata-Pendias et Szteke, 2015; Sahmoun et al., 2005; Wani
et al., 2015).

L’absorption du Pb par voie d'ingestion représente 99% de leur absorption totale, tandis
que linhalation ne contribue que de 1% (Pizzol et al., 2010). Leur absorption intestinale
augmente lorsque les apports alimentaires en fer, calcium, phosphore ou zinc sont faibles. 1l a
été estimé qu’une personne pesant 70 kg aura une moyenne de 120 mg de Pb, avec 0,2 mg/L
dans le sang, 5-50 mg/kg dans les os et 0,2-3 mg dans les tissus (Kumar et al., 2020). Le Pb
inhalé se dépose dans les parties supérieure et inférieure des voies respiratoires. Les particules
de Pb ayant un diametre inférieur a 1 um pénétrent dans la partie inférieure et sont absorbées
par celles-ci. Tandis que les particules dont le diametre est supérieur a 2,5 pum se déposent dans
les voies supeérieures (nasopharynx et région trachéo-bronchique), qui sont par la suite drainées
par le mucus vers le carrefour aéro-digestif (ou elles peuvent étre absorbées) (Boskabady et
al., 2018). 1l y a peu d'absorption transcutanée de Pb lorsque des composes inorganiques de
plomb, Pb de peinture, sont appliqués sur la peau. En revanche, le plomb organique
(tétraéthyle), qui se trouve dans l'essence, peut étre absorbé par la peau (Papanikolaou et al.,
2005). Les formes organiques sont plus toxiques et facilement absorbées par le tractus gastro-
intestinal (Mudagal et al., 2010).

L’absorption gastro-intestinale de Cd représente 5%, tandis que 90% du Cd inhalé est
absorbé par voie pulmonaire (Jarup, 2002). L'absorption intestinale du Cd, principalement sous
forme de chlorure de cadmium (CdClz) en raison de leur forte solubilité dans I'eau, se fait avec
la participation des systémes de transport des ions de zinc, cuivre, fer et calcium. Un faible
apport de ces éléments favorise leur accumulation dans le duodénum. L’acidité du tube digestif
favorise le transport du Cd par le co-transporteur DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) au
niveau de la membrane apicale des entérocytes. Il peut également étre absorbé par simple
diffusion, par un systéme de protéines de transport membranaire (hZTL1 et ZNT1) responsables
du transport des ions zinc et calcium, ou par combinaison avec les groupes thiol de la cystéine-
SH et du glutathion (GSH) sous forme de Cd-cystéine, Cd-GSH (Ryu et al., 2004; Sarkar et
al., 2013; Zalups et Ahmad, 2003). L’oxyde de cadmium (CdO) est la principale forme de Cd
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associée a l'exposition par inhalation. En fait, jusqu'a 60 % de la dose de Cd inhalée est
transloquée dans le tractus gastro-intestinal (Zalups et Ahmad, 2003). Deux mécanismes
facilitent I'absorption du Cd par la peau : la liaison d'un ion cadmium libre & des radicaux
sulfhydryles de cystéine dans les kératines épidermiques, ou une induction et une complexation
avec la métallothionéine (MT) (Godt et al., 2006).

4.2. Distribution

Principalement, les ions métalliques du Pb remplacent les ions calciques (Ca®*) en
affectant la protéine kinase C, d’autre ions divalents tels que Mg?* et Fe?* et des cations unitaires
dont Na* ont aussi été remplacés par ces derniers pour finalement perturber le métabolisme
biologique des cellules. Le Cd peut remplacer le zinc présent dans les protéines métal-soufre,
provoquant des troubles du metabolisme du zinc qui I'empéchent de jouer son role de piégeur
de radicaux libres dans les cellules (Zhushan et Shuhua, 2019).

Prés de 99% du Pb absorbé est liee a I'némoglobine (HB) des érythrocytes, avec environ
1% dans le sérum et le plasma en formant des complexes avec une variété de ligands protéiques
et non protéiques (albumine sérique, les acides aminés et les acides carboxyliques, ou Pb?*
libre) (Kumar et al., 2020). Le Pb absorbé dans l'intestin est ensuite transporté vers les tissus
mous, par exemple dans le foie, les reins et les tissus osseux, ou il s'accumule au fil du temps.
La distribution du Pb dans les organes (cerveau, poumons, rate, cortex rénal, aorte, dents et 0s)
dépend beaucoup de la concentration de Pb dans le plasma plutét que dans le sang total
(Kabata-Pendias et Szteke, 2015). La cinétique du transfert du Pb du sang aux tissus mous est
faible et prend environ 4 a 6 semaines (Papanikolaou et al., 2005).

Le Cd absorbé est transporté dans tout l'organisme, généralement lié a une protéine de
faible poids moléculaire contenant un groupe sulfhydryle (SH) appelé la métallothionéine (MT)
en formant des complexes Cd-MT (Bernhoft, 2013). Les organes qui stockent le Cd sont le
foie, les reins, les testicules, la rate, le cceur, les poumons, le thymus, les glandes salivaires,
I'épididyme et la prostate, le pancréas et le systeme nerveux central ; cependant, environ 50 %
du Cd présent dans l'organisme est stocké dans le foie et les reins en raison de leur forte

concentration en MT (Sarkar et al., 2013).

4.3. Métabolisme et excrétion

Le Pb inorganique n'est pas métabolisé ; cependant, les composés alkyles du Pb sont
oxydés par le systeme P450 hépatique. En général, I'excrétion du Pb est faible, la voie la plus

importante étant celle des voies urinaires. Il peut également étre excrété avec la bile par le
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tractus gastro-intestinal. Bien que des quantités infimes de plomb soient excrétées par la sueur,
les cheveux, les ongles, le lait maternel et le liquide séminal. La demi-vie du Pb dans le sang
est estimée a 35 jours, 40 jours dans les tissus mous et jusqu'a 30 ans dans les os et les dents
(Kabata-Pendias et Szteke, 2015; Papanikolaou et al., 2005).

Le cadmium est excrété principalement dans l'urine avec une demi-vie biologique
exceptionnellement longue dans l'organisme humain (10-30 ans). De petites quantités de Cd
généralement conjuguées au glutathion, a la cystéine ou a la métallothionéine sont excrétées
dans les feces a I’intermédiaire de la sécrétion biliaire (Zalups et Ahmad, 2003). L'excrétion
quotidienne du cadmium par l'organisme (principalement par les reins) ne dépasse pas 0,01%

de la quantité de cet élément consommée dans l'organisme (Sarkar et al., 2013).

5. Métaux lourds et stress oxydatif

Le métabolisme normal de I’oxygene dans les cellules induit la production d’especes
réactives de ’oxygeéne (ERO). Un déséquilibre entre la production et la neutralisation de ces
especes par les antioxydants est déefinit comme « stress oxydant » (Migdal et Serres, 2011). Le
terme "especes réactives de I'oxygéne™ comprend la forme réduite de I'oxygéne et les produits
de leur réaction avec d'autres molécules. Elles se caractérisent par la présence d'électrons non
appariés dans leur enveloppe externe, ce qui les rend tres réactifs et de courte durée de vie de
quelques millisecondes. Parmi tous les ERO, l'anion superoxyde (*O2), le peroxyde
d'hydrogéne (H202) et les radicaux hydroxyles ("OH) sont les exemples les plus connus
(Chang, 2016). Une étude rapporté par Melila et al. (2012) montre que la bioaccumulation de
Pb et Cd dans I’organisme humain induit un stress oxydatif en diminuant le potentiel total
antioxydant du plasma sanguin (FRAP) et en provoquant la peroxydation lipidique (MDH).

Le stress induit par le Pb entraine divers troubles neurologiques (la maladie d'Alzheimer,
Parkinson et schizophrénie), hématologiques (inhibition de la synthese de I'neme), infertilité, et
néphropathies (Carocci et al., 2016).

La génération des ERO induite par le Cd conduit a plusieurs altérations et
dysfonctionnements physiologiques dont I’inflammations pulmonaire, dommages tubulaires
rénales, altération neurodégénérative, infertilité et ostéoporose (Hossein-Khannazer et al.,
2020).
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Chapitre 111 : Plantes médicinales et métabolites secondaires
1. Sources de molécules naturelles bioactives

Dans le monde entier, il existe de nombreuses plantes, dont certaines sont médicinales.
Les plantes médicinales sont considérées comme des sources d'agents médicinaux naturelles
depuis des milliers d'années. En fait, plusieurs composés phytochimiques bioactifs issus de
plantes ont été découverts comme des médicaments puissants dont beaucoup sont basés sur leur
utilisation en médecine traditionnelle. En général, ces substances ont été identifiées comme
antioxydants naturels bénéfiques pour la santé (Lahlou, 2013).
L’utilisation des plantes pour les études pharmacologiques basée soit par leur utilisation
traditionnelle soit par la connaissance de molécules chimiques de leurs familles. Ces molécules,
appelées métabolites secondaires, sont des composants intermédiaires résultant du métabolisme

cellulaire dispersés dans des compartiments particuliers de la plante (Salim et al., 2008).

2. Meétabolites secondaires

Inversement aux métabolites primaires, dont les glucides, les lipides et les acide aminés,
qui sont impliqués dans la croissance, le developpement et la reproduction des plantes, les
métabolites secondaires se caractérisent par leur grande diversité chimique et sa fonctionnalité
différente. Depuis les années 1850, des recherches approfondies ont été effectuées sur ces
composants dans le but d’identifier, isoler et examiner leurs effets biologiques. Chez les plantes,
ces métabolites sont utilisés pour la défense contre les prédateurs (champignons, virus,
herbivores ...), et aussi pour la résistance et ’adaptation aux facteurs du stress (variation
climatique...). Chez I’homme et/ou I’animal, ces molécules exercent des pouvoirs
pharmacologiques ou toxicologiques dont antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique,
anticancéreuses ...ctc (Croteau et al., 2000).

La classification des métabolites secondaires basée sur leur composition chimique
(contenant de I'azote ou non), leur structure chimique (ayant des cycles, contenant un sucre),
leur voie de biosynthese (acide shikimique pour les phénols, les tannins, alcaloides aromatiques
; l'acétate-malonate pour les phénols et les alcaloides et I'acide mévalonique pour les terpénes,
les stéroides et les alcaloides) ou leur solubilité. Ils sont divisés en trois grandes catégories, a
savoir les terpénes, les alcaloides, et les composés phénoligues. Pour chacun d'eux, on trouve

des sous-classes dont la structure est complexe (Anand et al., 2019).
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2.1. Terpénes

Les terpénoides, généralement provenant des huiles essentielles, constituent la classe de
phytoconstituants volatiles la plus variée sur les plans fonctionnels et structurels avec plus de
23 000 structures connues. Le nom de terpénoide vient du fait que les premiers membres de
cette classe ont été isolés de la térébenthine (“terpentine” en allemand). Tous les terpénoides
sont dérivés de la fusion répétée d'unités ramifiées a cing atomes de carbone basées sur le
squelette de l'isopentane (unités isoprénes). Au cours de leur synthese, a partir de l'acétate via
la voie de l'acide mévalonique, ces monomeres sont souvent joints de fagon "téte a queue", mais
les fusions téte a téte sont également courantes, et certains terpénoides sont formés par des
fusions téte a milieu. Les terpénoides sont classés en fonction du nombre d'unités d’isoprene
(hemiterpénes, monoterpénes, sesquiterpenes, diterpénes, triterpénes, tétraterpenes, et
polyterpénes). Beaucoup d'entre eux ont une activité pharmacologique et ont des proprietes
antimicrobienne, antihypertensive, antivirale et insecticide (Justin et al., 2014; Roba, 2021).

2.2.Alcaloides

Les alcaloides forment un groupe de molécules structurellement diverses et non liées sur
le plan biogénique en englobant une classe d'environ 12 000 produits naturels. Le terme
alcaloide, dérive du mot « alcalin », a été introduit par W. Meisner au début du dix-neuviéme
siecle pour désigner des substances naturelles réagissant comme des bases. Les alcaloides
provenant d'extraits des plantes, généralement les angiospermes, caractérisés par la présence
d'un atome d'azote basique qui forment des sels avec les acides et qui, lorsqu'elles sont solubles,
donnent des solutions alcalines (Bribi, 2018). Sur la base de leur précurseur biosynthétique et
de leur systéeme d'anneau hétérocyclique, les alcaloides ont été classés en plusieurs catégories,
dont les alcaloides indole, pipéridine, tropane, purine, pyrrolizidine, imidazole, quinolozidine,
isoquinoline et pyrrolidine. Chacun de ces groupes est subdivisé en plusieurs sous-groupes en
fonction des caractéristiques structurelles de ses représentants. De nombreux alcaloides ont été
utilisés pendant plusieurs centaines d'années en médecine comme ingrédients de médicaments
liquides et de poisons pour le traitement des affections, notamment les morsures de serpents, la
fievre et la folie et aujourd'hui encore, certains alcaloides sont utilisés comme antiseptiques,

anticancéreux, analgésiques et antimicrobiens (Debnath et al., 2018; Roy, 2017).
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2.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent un groupe hétérogéne de
métabolites secondaires qui regroupe plus de 8000 molécules. Sur le plan structural, ces
composés se caractérisent par la présence d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones (noyau
benzénique) auquel sont liés un ou plusieurs groupes hydroxyle (OH) et pouvant contenir un
groupe fonctionnel supplémentaire distinctif (éther, méthyle, ester, sucre...) (Luna-Guevara et
al., 2019). Ils sont responsables de fonctions structurales et protectrices dans les plantes,
contribuant a la saveur, a la couleur, a I'astringence et a I'amertume des fruits et léegumes. Leur
role basé sur leur capacité antioxydante contre les ERO impliquées dans le vieillissement et
dans les maladies chroniques, auto-immunes, inflammatoires, coronariennes et dégénératives
(Soto et al., 2011). Bien qu'il n'existe pas de classification unique, les polyphénols peuvent étre
classés en sept groupes : les flavonoides, les acides phénoliques (AP), les tanins simples et
condenses, les stilbénes, les coumarines, les lignanes et les lignines (Ambriz-Pérez et al., 2016;
Cheynier, 2012).

3. Monographie de la Withania frutescens comme source de molécules bioactives
3.1. Systématique de Withania frutescens

Withania est un genre de plantes a fleurs de la famille des solanacées avec 23 especes.
Withania frutescens, anciennement appelée Atropa frutescens L., est ’'une des espéces qui
appartiennent a ce genre. Elle a été identifiée pour la premiere fois par le botaniste francais
Charles Louis Constant Pauquy (1800—-1854), en 1825, d’ou son nom Withania frutescens (L.)
Pauquy. Elle porte le nom vernaculaire Arabe « Benour » (Ferrer-Gallego et Laguna, 2014;
Queézel et al., 1962).

Withania frutescens L. Pauquy est classée Selon la classification phylogénétique APG Il
(Angiosperm Phylogeny Group) (Bremer et al., 2003) en :

Embranchement : Spermaphyta.
Sous-embranchement : Angiospermae.
Division : Astéridées.

Classe : Lamiidees.

Ordre : Solanales.

Famille : Solanaceae.

Genre : Withania.
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Espéce : Withania frutescens Pauquy.

3.2. Distribution botanique

La W. frutescens (Fig. 09) est un arbuste rameux qui peut atteindre un métre et demi de
hauteur, pubescent-glanduleux et trés ramifié, avec des petites feuilles coriaces vertes de 2 a 3
cm (Quézel et al., 1962). Il s'agit d’une espéce polygame, les fleurs jaunétres sont unisexuées
axillaires solitaires, avec des calices a 5 lobes lancéolés comprenant des fruits en baies
sphériques de 7-9 mm de diamétre, rougeétres, luisantes. Elle fleurit d'avril a décembre
(Montes, 2004).

Figure 09 : La forme biologique de la plante Withania frutescens L Pauquy [Originale].

3.3.Répartition géographique

W. frutescens est une plante rare dont la répartition est extrémement restreinte au bassin
méditerranéen occidental, frequemment dans des zones non loin du littoral, a travers le nord de
I'Afrique (Algérie et Maroc) et dans I’Ibérie (Espagne et Portugal) (Ferrer-Gallego et Laguna,

2014). On le trouve dans les haies, lieux arides et rocaille (Quézel et al., 1962).

3.4. Composés chimiques

W. frutescens est riche en withanolides, pentacarbonyl (13,22%), du 2-phénazine
carbonitrile (10,64%), du Terpinenol-4 (10,04%), du 4H-1-benzopyran-4-one ,2,3-dihydro-5,7-
dihydroxy-2phényl(S) (8,76 %) et bicyclo heptane, 6,6-diméthyl-2-méthylene (28,48 %o). Des
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travaux récents ont montré la présence de certaines classes de composés, notamment les tanins,
les coumarines, les saponines et les mucilages (El1 Moussaoui et al., 2019a, 2020a; Singh et
al., 2022).

3.5. Intérét et utilisations

W. frutescens est largement utilisée comme bois de chauffage (Martinez-Lirola et al.,
1996), En médecine traditionnelle, elle est fréqguemment employée pour lutter contre les
infections bactériennes, les empoisonnements, les ulcérations gastriques, le traitement de la
dysenterie, la conjonctivite, I'inflammation, la tuberculose, le stress, la bronchite, lI'anxiété, les
troubles neurologiques et les ulceres ainsi que les maladies du foie et la maladie de Parkinson
(Bellakhdar, 1997).

De nos jours, cette plante démontre un profil de bioactivité intéressant incluant des
activités antibactériennes, antifongiques, antioxydantes, antidiabétiques et antiplasmodiales
(EL Bouzidi et al., 2017; EL Moussaoui et al., 2022; Mechchate et al., 2021). In addition, le
décocté de ses feuilles est employé, en inhalation, contre ’asthme (El Azzouzi et Zidane,
2015). En outre, I'extrait de feuilles de W. frutescens posséde une action protectrice et curative
contre I'hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone (CCI4) (Montilla et al., 1990), et
une activité cytotoxique contre HepG2 (hépatocellulaire) et HT29 (adénocarcinome du c6lon)

gréce a la présence de composants withanolides (EL Bouzidi et al., 2013).
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1. Matériel
1.1.Matériel végétal

Les racines de Withania frutescens L. Pauquy utilisées dans cette étude ont été récoltées
durant le mois de mars 2019 dans la région de Sidi Belattar (36° 1’ 36.11” N, 0 ° 16’ 9.52" E)
(Annexe 01), Mostaganem (Fig. 10). La plante a été identifiée par le docteur Mostari Abbassia,
botaniste au département de biologie, université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem.

o
Mostaganem

Beach|Resort @ g

Figure 10 : Carte géographique de la zone de collecte de Withania frutescens.

1.2. Matériel animal

Les animaux qui ont été choisi pour cette étude, comme c’est le cas dans la plupart des
études toxicologiques, sont des rats blancs de laboratoire, espéce Rattus norvegicus, souche
Wistar provenant de I’Institut Pasteur d’Alger. C’est ’espece largement utilisée en raison de sa
similarité génétique considérable avec les humains, sa capacité a se reproduire et croitre
rapidement, sa taille de manipulation et son prix raisonnable. L’expérimentation a été réalisée
au niveau de ’animalerie du laboratoire des Sciences et Techniques de Production Animale
(LSTPA), Université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem.

Les rats males, sexuellement matures agés de 03 mois avec un masse corporelle moyenne
de 110 + 10g, ont été gardés dans des cages en plastique dans des conditions contrdlées
(température ambiante de 22 + 2°C, photopériode 12/12 h) et ayant libre accés a ’eau et a la
nourriture (Granules a base de mais ONAB, annexe 02) tout au long de la période
d’expérimentation. Les animaux ont été acclimatés a leur nouvel environnement pendant deux

semaines avant le début du traitement
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2. Méthodologie
2.1. Séchage et préparation du matériel végétal

Les racines de la plante étudiée ont été rincées puis séchées dans des conditions ambiantes
a ’obscurité dans une période de 20 a 30 jours (Fig. 11), puis réduites en poudre a I’aide d’un
broyeur électrique afin d’augmenter la surface de contact avec le solvant lors de I’extraction.
L’échantillon a été récupéré dans un sac propre et conservé a une température ambiante a 1’abri

de la lumicre et de 'humidité.

Figure 11 : Echantillonnage et séchage de W. frutescens [Originale].

2.2. Préparation de I’extrait brut

L’extrait brut a été obtenu par la méthode de macération en utilisant un mélange
d’éthanol/eau. Ce dernier a été choisi de manicre a solubiliser un maximum de composés et
pour éviter la toxicité des autres solvants (méthanol, acétone, chloroforme... etc) lors de
I’exposition chez les rats (Boorman et al., 1999; Dietz et al., 1991; Tephly, 1991). La
macération est une procédure d’extraction trés répandue et peu couteuse afin d’épuiser le

matériel végétal de toutes substances solubles dans un solvant d’extraction.

Pour la préparation de 1’extrait hydro-éthanolique 100 g de poudre de racines de W.
frutescens ont a été macérés dans 1 L d’éthanol/eau distillée (80/20) pendant 72 heures a
température ambiante sous agitation a l'abri de la lumiére. Aprés double filtration sous vide a
’aide d’un papier filtre Whatman N° 01, le filtrat a été évaporé sous vide a une température de
40°C a l'aide d'un évaporateur rotatif et lyophilis¢ a ’aide d’un lyophilisateur (CHRIST Alpha

1-4 LD plus). Apres le calcul du rendement d’extraction, I’extrait brut a été conservé a 4°C et
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a I’obscurité jusqu'a son utilisation (Messaoudi et al., 2016). Pour éviter les variations de la
teneur totale en phénols et de leur activité par différentes préparations, une grande quantité

d'extrait a été préparee (Fig. 12).

Figure 12 : Filtration sous vide et évaporation du solvant d’extraction de 1’extrait éthanolique

de W. frutescens [Originale].
2.3. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait
obtenue aprés I’extraction et la masse de la matiére végétale utilisée avant I’extraction (Falleh
et al., 2008).

R% = (Mext/MEcn) X 100.
R : rendement en % ;
Mex: : masse de I’extrait obtenue apres évaporation du solvant d’extraction en mg ;
Mech : masse de 1’échantillon végétale utilisée en mg.
2.4.Etude phytochimique

2.4.1. Dosage des composes phénoliques

La concentration des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins
condensés) dans notre extrait a été déterminée par les techniques colorimétriques en utilisant
un spectrophotométre UV-Visible de type Jenway (6715 UV-Vis). Ce type de molécules est

doté de diverses propriétés biologiques remarquables chez les plantes.

2.4.1.1.Dosage des polyphénols totaux
a) Principe
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La teneur en polyphénols totaux a été déterminée selon le protocole de Li et al. (2006) ;
Talbi et al. (2015). Cette méthode basée sur la détermination de la concentration des
groupements hydroxyles présents dans 1’extrait en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
réactif, acide de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). Lors de I’oxydation des phénols,
il est réduit en un mélange d’oxydes métalliques bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne
(M0g0O23). L’intensité de la couleur bleue produite, qui est mesurable a 760 nm, est

proportionnelle au taux de composés phénoliques présents dans le mélange.

b) Mode opératoire

En bref, 1mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dix fois dans le méthanol a été ajouté a
200 pL d'échantillon ou d'étalon. Aprées 4 min, la réaction a été neutralisée avec 800 pL d'une
solution de carbonate de sodium (75 g/L). L'absorbance a été mesurée a 760 nm aprés 2 h
d'incubation a température ambiante et a I’abri de la lumicre contre un blanc (tous les
constituants en remplagant 1I’échantillon par 200 pL de méthanol).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de la courbe
d’étalonnage établie avec l'acide gallique (0 a 250 pg/mL). L’opération a été répétée trois fois
pour s’assurer de la fiabilité des résultats.

La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en milligrammes eéquivalent d’acide gallique
par gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait) selon la formule suivante (Bhandari et
Rajbhandari, 2014):

PT=C*V/M

C = concentration d'acide gallique (mg/mL) trouvée a partir de la courbe d’étalonnage ;
V = volume de I'extrait utilisé selon le protocole en ml ;

M = poids de I’extrait de la plante en gramme.

2.4.1.2. Dosage des flavonoides

a) Principe
La méthode du trichlorure d’aluminium décrite par Bahorun et al. (1996) a été utilisée
pour déterminer les flavonoides. Au cours de cette réaction, 1’oxydation des flavonoides par le
trichlorure d’aluminium entraine la formation d’un complexe de couleur rose qui absorbe a 430

nm.

32



Matériel et méthodes

b) Mode opératoire

1 ml d'extrait de racines de W. Frutescens (1 mg/mL) ou de quercétine, dilués dans le
méthanol, a été ajouté a des volumes égaux de solution de trichlorure d’aluminium (AICI3) a
2% (préparé dans le méthanol). Le mélange a été incubé 10 min dans I'obscurité a température
ambiante et I'absorbance a été lue & 430 nm. La concentration en flavonoides est déduite a partir
de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0 a 20 pg/mL).
La teneur en flavonoides totaux a été exprimée en milligrammes équivalent de quercétine par
gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait) selon la formule suivante (Bhandari et Rajbhandari,
2014):

FT=C*V/M

C = concentration de quercétine (mg/mL) trouvée a partir de la courbe d’étalonnage ;
V = volume de l'extrait utilisé selon le protocole en mL ;

M = poids de I’extrait de la plante en gramme.
2.4.1.3. Dosage des tanins condensés

a) Principe
Les tanins condenses, également appelés proanthocyanidines, sont caractérises par la
formation de pigments anthocyaniques lors de leur oxydation en milieu acide. La méthode
colorimétrique de vanilline en milieu acide a été adoptée pour le dosage de ces métabolites en
raison de sa sensibilité et sa simplicité. Au cours de cette réaction, la vanilline va réagir avec le
groupement flavonoide terminal des tanins condensés qui se dépolymeérisent pour former des

complexes de couleur rouge (anthocianidols) qui absorbent a 550 nm (Schofield et al., 2001).

b) Mode opératoire

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de Ali-Rachedi et al.
(2018). Un volume de 50 pL de I’extrait ou du standard a été ajouté a 1500 pL de solution de
vanilline (4% dilué dans le méthanol). Le mélange a été vortexé puis un volume de 750 uL de
I’acide chlorhydrique concentré a été additionné. Apres incubation de 20 min a température
ambiante, I’absorbance a ét¢ mesurée a 550 nm contre un blanc (tous les constituants en
remplagant I’échantillon par 50 uL de méthanol).

Une gamme de concentration entre 0 et 2000 pg/mL de catéchine a été préparée pour
tracer la courbe d’étalonnage qui permet d’exprimer la teneur des tanins condensés en mg

équivalent de catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g d’extrait).
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2.4.2. Analyse phytochimique de P’extrait éthanolique des racines de Withania
frutescens par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC/MS)

La technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MYS) a été utilisée pour la séparation, 1’identification et la détermination structurale des
constituants d’un mélange. Le principe de cette méthode est basé sur la transformation des
molécules séparés (par chromatographie en phase gazeuse) dans le spectrométre de masse afin
d’étre fragmentés en ions de masses différentes pour les séparer ensuite en fonction de leur
masse (détection des fonctions chimiques caractéristiques de chaque famille de molécules).
L'analyse GC/MS a été réalisée a l'aide d'un chromatographe TRACE GC ULTRA THERMO
équipé d'une colonne 5MS (longueur 30 m, diamétre interne 0,25 mm et épaisseur de film 0,25
mm), couplé & un spectrometre de masse D.S.QIl THERMO et un Systeme Automatique de
Déconvolution et d'identification spectrale de masse (AMDIS). L'hélium a été utilisé comme
gaz vecteur de la colonne a un débit constant de 0,9 mL/s. L'extrait a été dissous dans du N-
méthyl-N-triméthylsilyl trifluoroacétamide (MSTFA : agent de derivation) et incubé a 37°C
pendant 30 min. Une quantité de 0,1uL de cette solution a été injectée dans l'instrument avec
une température d'injecteur de 250°C, tandis que la température du détecteur a été réglée a
290°C. La séparation totale a éte observée a 20 minutes au cours desquelles le programme de
température du four a été ajusté entre 70 et 270°C a une vitesse de 4°C/min (EL Moussaoui et
al., 2021a).

L'identification des composés chimiques, basée sur leur temps de rétention (min), a été

effectuée a l'aide de la bibliothéque de I’Institut National des Standards et Technologies (NIST).

2.4.3. Analyse phytochimique de Withania frutescens par GC-MS/MS

La séparation de I’extrait de W. frutescens a été effectuée par la colonne DB-5MS 122-
5532U1 (30 m x 250 um, 0,25 um) avec un systeme de chromatographie en phase gazeuse
couplé a la spectrométrie de masse en tandem (GC- MS/MS-TQ8050, Shimadzu). Un volume
d'échantillon de 2 pL a été injecté dans lI'instrument. La température du port d'injection était de
280°C. La température du four programmée pour la séparation des pics était la suivante :
initialement maintenue a 80°C pendant 1 min, augmentée a 220°C a un taux de 25°C/min et
maintenue pendant 2 min, puis finalement augmentée a 300°C a un taux de 25°C/min et
maintenue pendant 10 min. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1,2

mL/min. Un systeme MS/MS équipé d'une ionisation électronique (EI) a été utilisé. Les
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paramétres MS/MS étaient les suivants Températures de la ligne de transfert MS : 280°C ;
température de la source d'ionisation : 250°C ; énergie EI : 70 eV et le mode de surveillance

des réactions multiples (MRM) a été utilisé.

2.5. Evaluation des activités biologiques

Les métabolites secondaires des plantes ont une action bénéfique dans la prévention et le
traitement de certaines maladies entrainées par le stress oxydant (Pradhan et al., 2021). Pour
cela, nous avons choisi d’étudier les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires in vitro de
W. frutescens pour s’assurer de leur capacité de neutraliser ou réduire les dommages induits par

les métaux lourds in vivo.

2.5.1. Détermination de I’activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par les techniques colorimétriques en
utilisant le spectrophotométre UV-Visible dont deux tests différents ont été réalises : le premier
test est basé sur la mesure de la capacité des composés de 1’extrait a piéger le radical libre DPPH
(2.2-diphényl 1-pycrilhydrazyle) pour le transformer en composant plus stable. Alors que le

deuxiéme test permet de mesurer le pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP).

2.5.1.1.Test de DPPH

a) Principe

Le DPPH est considéré comme un radical libre relativement stable a température
ordinaire et soluble dans le méthanol. Ce composé chimique posséde un électron non apparié
sur un atome d’azote, cette délocalisation empéche la dimérisation de ce radical et provoque
aussi sa couleur violette. Le DPPH est capable de réagir avec les groupements hydroxylés des
molécules antioxydantes (gagne un atome d’hydrogene) provoquant une diminution de la
coloration violette qui est mesurable a 517 nm par le spectrophotométre (Brand-Williams et
al., 1995).

b) Mode opératoire
Une solution stock de DPPH a 0,004% a été préparée dans le méthanol et 1250 pL de
cette solution ont été ajoutés a 50 pL de I'échantillon ou du standard a différentes
concentrations. Les mélanges ont ensuite été vortexés et incubés a l'obscurité et a température
ambiante pendant 30 min. L’absorbance a été mesurée a 517 nm a 'aide d'un spectrophotometre

UV-Visible. L'acide ascorbique a été utilisé comme molécule de référence de la méme maniere
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(Nasri et al., 2017). Le pourcentage d'activité de piégeage des radicaux DPPH a été calculé a
l'aide de I'équation suivante :
Activité de piégeage des radicaux DPPH (%) = (Ao — A1) /Ao x 100

A0 : absorbance du contréle (solution DPPH) ;
Al : absorbance de I'échantillon/étalon.

L’activité antiradicalaire a été exprimée en quantité d’antioxydant nécessaire pour piéger

50% de la concentration inhibitrice de DPPH (1Cso).

2.5.1.2.Test de FRAP

a) Principe
L’évaluation du pouvoir réducteur du fer est basée sur la présence d’un réducteur dans
I’échantillon testé capable de donner des électrons pour transformer les ions ferrique (Fe®*) en
ions ferreux (Fe?*) dans un milieu réactionnel. Cette réaction est caractérisée par un changement
de couleur jaune en une couleur bleue mesurable a 700 nm. Le complexe FeCls/KsFe(CN)e
permet de déterminer la concentration des composés phénoliques participant dans la réduction
de fer (Berker et al., 2007).

b) Mode opératoire

1 mL d'extrait ou de standard a différentes concentrations, dilué dans le méthanol, a été
mélangé avec 2,5 mL de solution tampon phosphate 0,2 M a pH 6,6 et 2,5 mL de ferricyanure
de potassium a 1 % (Ks Fe [CN] 6). Le mélange a été incubé dans 1’étuve a 50°C pendant 20
min. La réaction a été arrétée avec 2,5 mL d'acide trichloracétique a 10 %. Apres centrifugation
a 1000 tr/min pendant 10 min, 2,5 mL du surnageant ont été ajoutés a 2,5 mL d'eau distillée et
0,5 mL de chlorure de fer 4 0,1 % (FeCls). L'absorbance a été mesurée & 700 nm contre un blanc
ou I’extrait a été remplacé par le méthanol. L'acide ascorbique a été utilis€¢ comme molécule de
référence. Le pouvoir réducteur a €té exprimé en concentration efficace médiane (ECso)
(Gheffour et al., 2015).

2.5.2. Détermination de ’activité anti-inflammatoire in vitro

L’effet anti-inflammatoire des plantes médicinales est considéré comme un caractere tres
important a évaluer dans les préparations pharmaceutiques. L’activité anti-inflammatoire de
notre échantillon a été évaluée par deux tests, le test de stabilisation de la membrane des

érythrocytes via I’induction d’hémolyse par la chaleur, et le test de protection de I’albumine
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dans une température élevée. Ces tests pourraient avoir une large application pour la détection

des agents anti-inflammatoires sans 1’utilisation des animaux.

2.5.2.1.Test d’inhibition de ’hémolyse

a) Principe
L’hémolyse est un facteur important a évaluer dans les études pharmacologiques car

méme si une plante médicinale posséde une propriété antioxydante puissante, son utilisation est
impossible en présence de son effet hémolytique qui est considéré comme un indicateur de
toxicité cellulaire. Ce test est basé sur la capacité de I’extrait a stabiliser et protéger la membrane
des globules rouges dans un milieu tamponné a une température élevée (Haddouchi et al.,
2016).

b) Mode opératoire

Selon la méthode de Gunathilake et al. (2018), un échantillon de sang humain a été
prélevé dans un tube hépariné sur un donneur sain qui n'avait pris aucun médicament anti-
inflammatoire pendant deux semaines avant I'expérience.

Le sang a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 3min, apres élimination du plasma le culot
a été lavé trois fois avec une solution saline normale (0,9% NaCl). La suspension d'érythrocytes
obtenue a été diluée 10 fois avec un tampon phosphate de sodium 10 mM pH : 7,4. Différentes
concentrations d'extrait de racines de W. frutescens ont été préparees (4000, 2000, 1000, 500,
250 pg/mL). A chaque concentration de 1’extrait, 50 uL de suspension d’érythrocytes et 2950
ML de tampon phosphate ont été ajoutés. Apres incubation a 54°C pendant 20 min, le mélange
a éte centrifugé a 2500 tr/min pendant 3 min et lI'absorbance a été mesurée a 540 nm.

Un échantillon d’érythrocytes incubé a 54°C a été utilis¢é comme témoin d'hémolyse. Le
diclofénac sodique a été utilis¢é comme anti-inflammatoire de référence. L'inhibition de

I'hnémolyse a été calculée a l'aide de la formule suivante :
Inhibition de I'hémolyse (%) = 100 x (1- Ao/A1)

Ao = absorbance du contréle (100 % d'hémolyse : 50 uL méthanol, 50 uL de suspension d’érythrocytes
et 2950 pL de tampon phosphate) ;

Az = absorbance des échantillons.
Le résultat obtenu est exprimé en concentration d’extrait pour inhiber 50% d’hémolyse

érythrocytaire (I1Cso).
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2.5.2.2.Test d’inhibition de la dénaturation des protéines

a) Principe
La stabilisation thermique de 1’albumine sérique bovine (BSA) par les produits naturels
est une caractéristique de sélection des molécules anti-inflammatoires thérapeutiquement
intéressantes. Williams et al. (2008) ont développé un test de protection de la BSA lorsqu’elle
est exposée a une température éleveée.
La stabilisation thermique de la BSA implique que la protéine est incapable de perdre sa
structure et donc sa fonction, et sera aussi incapable d’exprimer les antigenes pathogenes

(Williams, 2009).

b) Mode opératoire

Le test de dénaturation des proteines a été réalisé en adoptant la méthode décrite par
Chandra et al. (2012a). Un mélange réactionnel de 5 mL a été préparé, composé de 200 uL de
BSA, 2800 pL de tampon phosphate salin pH 6,4 et 2000 pL d'extrait de racines de W.
frutescens a différentes concentrations. Le mélange a été incubé dans un bain-marie a 37°C
pendant 20 min puis chauffé a 70°C pendant 5 min. Le diclofénac, utilisé comme un
médicament de référence a été préparé d'une maniére similaire. Apres refroidissement,
I'absorbance a été mesurée a 660 nm et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA

a été calculé a l'aide de la formule suivante :

Inhibition de la dénaturation (%) = 100 x (1 — A2/A1)

Al = Absorbance du controle (100 % de dénaturation des protéines : 200 pL de BSA, 2800 uL de
tampon phosphate salin et 2000 pL méthanol) ;

A2 = Absorbance de I'échantillon.

Le résultat obtenu est exprimé en concentration d’extrait pour inhiber 50% de

dénaturation de la BSA (1C50).

NB : pour éviter la dénaturation de la structure moléculaire globale de 1’albumine par le
méthanol, et aussi I’hémolyse, il faut utiliser des concentrations de 0,1 a 10% de méthanol

(Williams et al., 2008).
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2.6.Traitement des animaux

2.6.1. Répartition des animaux

Les rats Wistar males agés de trois mois, pesant environ 110 + 10g, ont été divisés en
neuf groupes composés chacun de 06 rats.
Groupe A : (témoin) a regu de I’eau physiologie, le véhicule utilisé¢ pour dissoudre 'extrait de
racines de Withania frutescens (ERWF).
Groupe B : (traité au Pb-Ac) a recu de I'eau potable contenant 1 g/l d'acétate de plomb.
Groupe C : (Pb-Ac + 200 mg/kg/j de ERWF) a recu de I'eau potable contenant 1 g/l de Pb-Ac
et 200 mg/kg/j de ERWF par gavage.
Groupe D : (Pb-Ac + 400 mg/kg/j de ERWF) a recu de I'eau potable contenant 1g/l de Pb-Ac
et 400 mg/kg de ERWF par gavage.
Groupe E : (traité au Cd-Cly) a recu de I’eau potable contenant 10 mg/l de chlorure de
cadmium.
Groupe F : (Cd-Cl, + 200 mg/kg/j de ERWF) a recu de I'eau potable contenant 10 mg/l de Cd-
Cl, et 200 mg/kg/j de ERWF par gavage.
Groupe G : (Cd-Cl, + 400 mg/kg/j de ERWF) a recu de I'eau potable contenant 10 mg/I de Cd-
Cl, et 400 mg/kg/j de ERWF par gavage.
Groupe H : (200 mg/kg/j de ERWF) a recu 200 mg/kg/j de ERWF par gavage.
Groupe | : (400 mg/kg/j de ERWF) a recu 400 mg/kg/j de ERWF par gavage.
L’intoxication aux plomb et au cadmium a été procédée selon les protocoles rapportés par
Dorostghoal et al. (2014) et Saygi et al. (1991) respectivement. Cette exposition, dans 1’eau de
boisson, est I'une des principales sources de contamination aux métaux lourds chez les humains
et les animaux (Kadhum, 2019).

L’administration de I’extrait de racines de Withania frutescens par gavage (Fig. 13)
ressemble au mode de consommation chez ’homme et les doses sélectionnées sont basées sur
les résultats de test de toxicité aigie et subaiglie qui n’a montré aucun effet toxique sur les
souris traitées avec I’extrait hydro-éthanolique des racines et des feuilles de cette plante pendant
14 et 28 jours jusqu’a la dose maximale de 2000 mg/kg (EL Moussaoui et al., 2020a, b). En
prenant cette hypothése, nous calculons 1/10 de 2000 mg/kg comme dose efficace pour
I'administration, 200 mg/kg, et pour obtenir une dose comparative nous prenons le double de
200 mg/kg, 400 mg/kg. Les deux derniers groupes considérés comme des témoins positifs de

deux doses pour avoir la toxicité chronique de notre plante.
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Figure 13 : Gavage des rats avec I’extrait éthanolique de racines de W. frutescens

[Originale].
2.6.2. Prélévement de sang et sacrifice des rats

Apres une exposition prolongée de trois mois, les animaux ont été sacrifiés le matin apres
un jeline de 12 heures par injection intramusculaire de la kétamine a la dose de 150 mg/kg de
poids corporel.

Des échantillons de sang ont été prélevés, dans des tubes héparinés et secs, a partir du
sinus rétro-orbitaire a l'aide d'un capillaire a hématocrite pour I'analyse hormonale. Les tubes
ont été centrifugés a 30000 tr/10 min, le plasma a été aliquoté dans des tubes Eppendorf et
stocké a -20°C jusqu’a leur analyse. Les organes de I’appareil reproducteur (testicule,
¢pididyme) ont ensuite été prélevés, pesés, rincés avec 1’eau physiologie puis fixés dans le

formol a 10% pour I’étude histologique (Fig. 14).

= /* -f' |

/

Figure 14 : Prélevement du sang et des organes reproducteurs [Originale].
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2.6.3. Evolution du poids corporel et du poids relatif des organes

Le poids corporel des animaux a été enregistré chaque semaine pendant toute la période
d’expérimentation (3 mois). Apres le sacrifice, le poids des organes reproducteurs a été noté et
le poids relatif des organes a été calculé selon la formule suivante :

Poids relatif de I’organe = (poids de I’organe / poids corporel du rat) * 100

2.7. Dosage hormonal

Le dosage hormonal de la testostérone totale a été réalisé au niveau du laboratoire
d’analyses médicales du docteur Adnane Hassen, Mostaganem.

Le taux sérique de testostérone total a été déterminé par la technique immunologique a
I’aide d’un systeme d’analyse automatique (Mindray) utilisant le kit Mindray Testostérone
(CLIA).

2.8. Evaluation de la concentration en spermatozoides

Pour I'évaluation de la concentration en spermatozoides, le recueil du sperme a été réalisé
a partir de 1’épididyme distal. Ce dernier a été placé dans une boite de Pétri contenant 1 ml de
solution physiologique saline a 0,9 % pH 7,4 en effectuant de petites incisions sur la section
distale de la queue de 1’épididyme proche du canal déférent puis une 1égére force physique a
été appliquée sur la surface de 1’épididyme pour faciliter la sortiec du sperme (Fig.15) (Boudou
et al., 2020). Le mélange a été homogénéisé et stocké a 4°C pendant 2 a 3 jours jusqu’a son
analyse. Une quantité de 10 pl de suspension homogeéneisée de spermatozoides a été incubee a
35-37°C pendant 15 a 30 min, puis transferée dans chaque chambre de comptage de
I'hnémocytometre (cellule de Malassez). Le nombre total de spermatozoides a été compté au
microscope optique (grossissement x400), puis exprimé en millions/ml de suspension.

L’analyse du sperme a ¢té réalisée au niveau du laboratoire d’analyses médicales du

docteur Italhi, Mostaganem.
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Figure 15 : Prélevement du sperme [Originale].

2.9. Etude histologique

Les prélevements histologiques ont été traités au niveau du laboratoire d’Anatomie
Pathologique de I’hdpital Makour Hamou, wilaya d’Ain Defla. Les organes prélevés ont été

soumis aux différentes étapes successives selon la méthode de Hould (1984).

2.9.1. Fixation

La fixation consiste a désactiver toutes les propriétés mitotiques et enzymatiques afin
d’éviter les destructions tissulaires (autolyse) et préservant le tissu avec un aspect plus proche
de leur état vivant. Les échantillons ont été immédiatement rincés avec du NaCl a 0.9 % puis
fixés dans le formol dilué dix fois (Fig. 16). Les organes y seront totalement immergeés dans le
fixateur dont le volume doit étre 20 fois celui du préléevement. Les organes volumineux ont éteé
coupés en petit morceaux pour assurer la fixation en profondeur des tissus. Apres 24 a 48 heures

de fixation, les échantillons ont été placés dans les cassettes pour la déshydratation.

Figure 16 : Fixation des préléevements histologiques dans le formol a 10% [Originale].
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2.9.2. Déshydratation, éclaircissement et imprégnation en paraffine

La déshydratation a pour but 1’élimination de I’eau intracellulaire et intratissulaire pour
la remplacer par la paraffine en immergeant les pieces dans 1’alcool (éthanol ou acétone) de
concentration croissante : 50°, 70°, 90° et 100° pour pouvoir réaliser une coupe sans perdre la
structure cellulaire au moment de la rupture de la membrane plasmique. La paraffine, substance
d’inclusion insoluble dans les alcools, est un mélange d’hydrocarbure solide satiné avec un
poids moléculaire élevé.

Pour que cette substance pénetre dans le tissu, il faut éclaircir le fragment déshydraté, par
le toluéne ou le xylene. En effet, la paraffine n’étant pas soluble dans 1’alcool, d’ou la nécessité
de passer par I’étape d’éclaircissement avec le tolueéne ou le xyléne pour supprimer ’alcool.
Les prélevements histologiques ont été déshydratés dans un automate compose de 12 bains :
Premier bain : Fixation, contient du formol a 10% pour assurer une bonne fixation (1heure).
Du 2°™ au 5°™ bain : Déshydratation, les piéces baignent dans 1’éthanol 50°, 70°, 90°, 96°
respectivement (1heure dans chaque bain) pour remplacer I’eau par 1’éthanol.

Du 6™ au 9°™ bain : Eclaircissement, les échantillons sont immergés dans le toluéne (Lheure
dans chaque bain) pour remplacer 1’éthanol par toluéne. En raison de la non miscibilité de la
paraffine dans 1’éthanol.

Du 10°™ au 12°™ bain : Imprégnation, les piéces sont plongées dans la paraffine fondue a
56°C (1heure dans les deux premiers bains et 10 heures dans le dernier bain) pour supprimer le

toluéne et le remplacer par la paraffine fondue.
2.9.3. Inclusion en paraffine

L’inclusion en paraffine consiste a mettre en blocs les fragments imprégnés afin d’étre
prét a la coupe. Les prélevements histologiques ont été déposés dans des moules d’inclusion
métalliques, puis la paraffine fondue a été versée au-dessus de ces fragments. Les moules ont

été ensuite placés dans le congélateur pour refroidir (Fig. 17).
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Figure 17 : Inclusion dans la paraffine [Originale].

2.9.4. Coupe et étalement

La coupe permet d’obtenir des sections tres fines d’épaisseurs variables de 2 a 5 um de
tissus destinés a étre observés au microscope optique. Les blocs de paraffine obtenus ont été
coupés au microtome et 1’épaisseur du ruban formé avait une épaisseur de 3um (Fig. 18). Ces
rubans (2 a 3 coupes) ont été ensuite collés sur une lame de verre contenant quelque gouttes
d’une solution d’albumine (2g albumine + 50 ml glycérine + 1000 ml d’eau distill¢).
L’¢étalement des coupes a été fait sur une platine chauffante réglée a une température de 40°C.
Les lames ont été égouttées et séchées a température ambiante ou a I’étuve pendant une nuit a
45 ou 37°C.

Figure 18 : Coupe des blocs de paraffine a 1’aide d’un microtome et formation de rubans

[Originale].
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2.9.5. Coloration et montage des lames

Puisque les colorants sont hydrophiles, la coloration des coupes doit étre passée
premierement par une étape de déparaffinage et réhydratation, cette étape consiste a plonger
d’abord les lames étalées et séchées dans des bains de solvant (xylene ou toluéne) pour
I’¢limination de paraffine puis dans des bains d’alcool de concentration décroissant : 96°,
70°and 50° pour réhydrater les tissus, et enfin un ringage avec 1’eau courante pour assurer une
réhydratation finale.

La coloration a I’hématoxyline-éosine est la coloration topographique de routine,
I’hématoxyline est un colorant basique qui colore les objets acides en bleu-violet, en revanche,
I’€osine est acide et teinte donc les structures basiques en rose.

Avant le montage des coupes, une etape inverse de celle menée au début doit étre suivie,
la déshydratation et eclaircissement est réalisée en plongeant les lames colorées dans des bains
d’alcool de concentrations croissantes puis dans des bains de solvant.

La coloration des lames histologiques a €té faite dans un automate de coloration formé de
21 bains répartis comme suit :

Du 1°" au 3°™ bain : Bains de toluéne (10 min dans chaque bain) pour le déparaffinage.

Du 4°™ au 6°™ bain : Bains d’éthanol de concentrations décroissantes (10 min dans chaque
bain).

Le 7°™ bain : est rempli d’eau courante pour ringage et réhydratation finale (01 min).

Du 8°™ au 9™ bain : sont remplis par I’hématoxyline de Haris qui colore les composants
acides (noyaux) en bleu-violet (02 min dans chaque bain).

Le 10°™ bain : est rempli d’eau pour le ringage du colorant (02min).

Le 11°™ bain : est rempli d’eau acide pour I’élimination de 1’excés de colorant (01min).

Le 12°™ bain : est rempli d’eau d’ammoniaque pour fixer la coloration bleue violet sur les
composants acides (01min).

Du 13°™ au 14°™ bain : sont remplis d’éosine alcoolique a 2% qui colore les composants
basiques (cytoplasme) en rose (02 min dans chaque bain).

Le 15°™ bain : est rempli d’eau pour le ringage et I’élimination de I’excés de colorant (02min).
Du 16°™ au 18°™ bain : sont remplis d’éthanol de concentrations croissantes (02 min dans
chaque bain).

Du 19°™ au 21°™ bain : sont remplis de toluéne pour 1’éclaircissement (10 min dans chaque

bain).
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A 1la fin, une goutte d’Eukitt de montage a été déposée sur la coupe et une lamelle a été
immédiatement appliquée sur 1’objet en évitant toute bulle d’air entre les deux. Les lames ont

¢été ensuite laissées sécher a I’air libre pour étre examinée au microscope.
2.9.6. Observation des lames au microscope

L’observation des lames histologiques ainsi préparées a été effectuée sur un microscope
optique couplé a une caméra couleur digitale (Optika vision lite 2.1). Toutes les images ont une
résolution de 2592 x 1944 pixels.

2.10. Etude histo-morphométrique des paramétres testiculaires

L’¢étude histo-morphométrique du testicule chez les rats témoins et traités a été réalisée a
’aide du logiciel IC Measure (Fig. 19). Plus de 50 sections histologiques pour chaque groupe
de rats ont été examinées au microscope optique (x400). L'indice de différenciation tubulaire
(TDI) a été estimé comme le pourcentage de tubules séminiferes qui ont plus de trois couches
de cellules germinales différenciées provenant de spermatogonies de type A. Alors que l'indice
de spermiogénése (SPI) a été calculé comme le rapport entre le nombre de tubules séminiféres
contenant des spermatozoides (SPI positif) et le nombre de tubules vides (SPI négatif)
(Mehranjani et al., 2020).

Figure 19 : Détermination des indices de spermatogenése (TDI) et de spermiogénése (SPI)

[Originale].
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2.11. Etude statistique

L'analyse statistique des résultats a été déterminée par le test ANOVA a un facteur,
suivie d'un test de Tukey’s pour les inter-comparaisons entre les groupes en utilisant le logiciel
Past3.

Les taux sériques de testostérone, le poids des animaux et le poids absolu et relatif des
organes, le nombre de spermatozoides et les indices de différenciation tubulaire (TDI) et de
spermiogénése (SPI) ont été exprimés en moyenne + écart type et P<0,05 a été considérée

comme une différence significative.

2.12. Note éthique

Toutes les expériences étaient conformes a la législation algérienne (loi n°95-322/1995)
relative a la protection des animaux utilises a des objectifs expérimentaux et a d'autres fins
scientifiques, ainsi qu'aux directives de I'Association algérienne des sciences animales
expérimentales (AASEA, numéro d'autorisation 45/DGLPAG/DVA/SDA/14) relatives a la

protection des animaux utilisés a des fins expérimentales et a d'autres objectifs scientifiques.
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Résultats et discussion

1 Rendement d’extraction

La préparation de I’extrait des racines de W. frutescens par macération, en utilisant
comme solvant d’extraction 1’éthanol 80%, a donné un rendement d’extraction égal a 15,79 %
par rapport a 100 g de la masse initiale de matiere végétale séche. En comparant ce résultat avec
les travaux précédents, au Maroc, la préparation d’extrait hydro-alcoolique des parties aériennes
de cette plante par macération dans I’éthanol et le méthanol a 70% a révélé un rendement
d’extraction trés proche de notre valeur pour I’extrait éthanolique (15,34%), par contre 1’extrait
méthanolique a manifesté une valeur légérement élevée (17,67%) (EL Moussaoui et al.,
2019a). D'autre part, les feuilles de W. frutescens récoltée a Tlemcen, Algérie et macérées dans
le méthanol & 80° ont donné un rendement d’extraction supérieur au notre (18,06%) (Bereksi
et al., 2018).

Par ailleurs, une étude meneée sur un espece proche, Withania somnifera, dont les racines
ont subi une macération dans I’éthanol 70% a donn¢ un rendement d’extraction de 22,19%, plus
important a celui trouve dans notre étude chez W. frutescens (Munir et al., 2022). Bien
qu’auparavant, un rendement moyen de 15,40 % a été obtenu lors de l'extraction hydro-
éthanolique des racines de W. somnifera (Machado-Neves, 2022). Une autre espece du genre
Withania, Withania adpressa (Coss.) dont les feuilles ont été soumises a une macération
méthanolique chauffée a 50°C a révélé un rendement d’extraction de 13,81% (Salamatullah,
2022a). Dans son étude realisée sur W. somnifera Dhanani et al., (2013) évoquent le solvant et
la méthode d’extraction dans la variabilit¢ du rendement d’extraction. La méme hypothese a
été formulée par (Ezez et al., 2023). Une solanacée du genre Solanum, Solanum elaeagnifolium
collectée a Fez au Maroc en novembre 2021 a exhibé dans ses extraits hydro-éthanolique et
hydro-acétonique des rendements d’extraction de 10.2% et 9.36% respectivement, les auteurs
de cette étude ont stipulé que le rendement dépendait du solvant et de la partie de la plante
(Bouslamti et al., 2022).

D’une mani¢re générale, le rendement moyen d’extraction considéré comme un
indicateur des effets des conditions d’extraction : les conditions de séchage, la méthode
d’extraction utilisée, la nature du solvant, la durée d’extraction et les métabolites secondaires
présents (Do et al., 2014). De plus, la variation du rendement peut étre attribuée a la partie de
la plante étudiée et a I’origine géographique spécifique de cette espéce (Mansouri et al., 2011).
Selon Bouslamti et al., (2022) Il est important de noter que plusieurs facteurs peuvent
influencer le rendement d’extraction, notamment la durée de macération, la période de récolte,

la durée de séchage, le solvant d'extraction et la partie de la plante utilisée.
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2  Teneur en composés phénoliques (polyphénols, flavonoides et tanins)

La teneur en : polyphénols totaux (PT), flavonoides totaux (FT) et tanins condensés (TC)
dans I’extrait hydro-alcoolique des racines de W. frutescens a été déterminée selon les courbes
d’étalonnage tracées en utilisant I’acide gallique, la quercétine et la catéchine comme standards
a différentes concentrations (Annexe 03). Tous les résultats ont été exprimés en milligramme
¢quivalent d’acide gallique (mg EAG/g d’extrait), en milligramme équivalent de quercétine
(mg EQ/g d’extrait) et en milligramme équivalent de catéchine (mg EC/g d’extrait) et sont

présentés dans le Tableau 02.

Tableau 02 : Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés dans 1’extrait hydro-

éthanolique des racines de W. frutescens exprimées en moyenne + écart-type.

PT (mg EAG/g FT (mg EQ/g TC (mg EC/g
Echantillons d’extrait) d’extrait) d’extrait)
W. frutescens 63,23 + 3,82 1,56 £ 0,12 2,57 £0,23

On observe que I'extrait éthanolique des racines de W. frutescens possede une quantité
appropriée de polyphénols, de flavonoides et de tanins. Ces composes phénoliques sont connus
pour agir comme des donneurs d'hydrogéne et des agents réducteurs pour éviter les dommages
générés par les radicaux libres engendrés par le stress oxydant.

Dans notre étude, la teneur moyenne en polyphénols totaux qui est égale a 63,23 + 3,82
mg EAG/g d'extrait est relativement élevée par rapport a d'autres résultats de la littérature
scientifique. Dans les extraits éthanolique a 70° de racines et de feuilles de la méme espece
collectée en avril 2018 (saison du pic du développement et de la floraison) a partir d'un arbuste
dans la province de Sefrou au Maroc, les valeurs sont de 53,33 £ 1,20 mg EAG/g d'extrait et
12.04 £ 0.61 mg EAG/g d’extrait respectivement) (EL Moussaoui et al., 2019b). La méme
espece récoltée au nord du Maroc exprime dans son extrait hydro-éthanolique des feuilles une
concentration en polyphénols de 21,704 + 0,138 mg EAG/g d'extrait (EI Moussaoui et al.,
2020c). Par contre, EL Bouzidi et al. (2011) ont signalé des quantités significativement élevées
de polyphénols dans les extraits méthanolique et éthanolique des racines et des feuilles de cette
espéce collectée en mars 2009 a El Hassania (20 Km de Marrakech) au Maroc, les valeurs
enregistrées sont : 142,0 = 1,6 mg EAG/g d'extrait dans 1’extrait méthanolique des racines,
144,143,7 mg EAG/g d’extrait dans I’extrait méthanolique des feuilles, 166.6 + 1.8 mg EAG/g
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d’extrait dans I’extrait éthanolique des racines et 254.8 £ 2.9 mg EAG/g d’extrait dans I’extrait
éthanolique des feuilles. Ces quantités sont nettement supérieures a la ndtre. Une autre étude
menée sur ’extrait méthanolique des feuilles de Withania adpressa a enregistré une valeur
faible de 15,38 + 0,72 mg EAG/g d’extrait (Salamatullah, 2022a). Dans I’extrait hydro-
méthanolique de racines et de feuilles de W. somnifera, Alam et al., (2011) rapportent des
teneurs en polyphénols de 17,80 mg EAG/g d’extrait dans les racines et 32.58 + 3.16 mg EAG/g
d’extrait dans les feuilles. Au contraire, dans ’extrait hydro-éthanolique des racines de W.
somnifera, Hussain et al., (2021) signalent une quantité fortement élevée de 183.37+1.86 mg
EAG/qg, tandis que Munir et al., (2022) rapportent récemment une concentration encore plus
élevée en polyphénols totaux de 372.81 + 7.71 mg EAG/g d’extrait.

Dans les extraits des feuilles de W. somnifera, préparés avec le reflux et la macération
dans différents solvants, la quantité des PT obtenue avec la méthode de reflux dans I’extrait
méthanolique (198,24 = 1,16 mg EAG/g) était la plus élevée, suivi par I’extrait aqueux (140,59
+ 1,82 mg EAG/Q), l'acétone (123,83 + 1,07 mg EAG/q) et l'acétate d'eéthyle (109,48 £+ 1,24 mg
EAG/g) ; cependant, les valeurs des PT en macération avec les différents solvants d'extraction
étaient significativement différentes et la teneur en PT la plus élevée était trouvée dans I'extrait
méthanolique, qui était de 187,74 + 1,02 mg EAG/g, suivie de l'extrait a I'acetate d'éthyle avec
un taux de 144,06 = 2,01 mg EAG/g, suivie de ’extrait d'acétone d'une valeur de 110,69 + 1,19
mg EAG/g et enfin de I’eau d'une valeur de 101,41 + 1,07 mg EAG/g ; les différences sont tres
significatives. Comparées a notre valeur, ces teneurs en PT dans les feuilles de W. somnifera
sont elevées. Les valeurs des PT les plus élevées avec I'extrait au méthanol par rapport a d'autres
solvants sont attribuées a sa meilleure polarité et a sa meilleure solubilisation des composants
phénoliques chez W. somnifera (Ezez et al., 2023). Cependant, Raj et al. (2017) ont mis en
évidence dans les extraits aqueux des racines de Withania somnifera et des fleurs de Withania
coagulans une teneur relativement faible en polyphénols totaux de 33.1+0.82 et 14.5+£0.78 mg
EAG/g respectivement. Des valeurs faibles similaires pour les PT ont été obtenues par Dhanani
et al., (2013) dans les extraits aqueux de racines de W. somnifera (14,90-18,72 mg EAG/g
d’extrait). Cette différence quantitative dans la teneur en polyphénols totaux peut probablement
étre due a la localisation géographique, aux conditions climatiques et environnementaux, a la
période de récolte, au stade de développement de la plante et a la méthode d’extraction utilisée
dont les solvants et le temps d'extraction. Par ailleurs, une étude antérieure réalisée sur des
fleurs de Withania somnifera collectées dans deux zones géographiques différentes
(Uttarakhand et Rajasthan) en Inde pour effectuer une étude comparative sur les contenus en

polyphénols totaux et les activités antioxydantes, a conclu que la localisation géographique
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exerce des effets bénéfiques et vitaux sur la production des constituants actifs et sur la capacité
antioxydante des plantes (Adhikari et al., 2020). Plusieurs auteurs supposent que la variabilité
du contenu phénolique des plantes pourrait s’expliquer par les différentes procédures
d’extraction et des méthodes d’analyses utilisées dans chaque travail. De plus, il a été suggéré
que les composés phénoliques présents dans les plantes varient en fonction des conditions de
croissance tels que la sécheresse, les changements de température, ’humidité relative, la
pollution, les rayons UV et les attaques d'agents pathogénes, entre autres, ou du génotype testé
(Chrysargyris et al., 2020; Vinogradova et al., 2023). En plus de ces facteurs, EL Moussaoui
et al. (2021b) relatent des facteurs liés aux traitements post-récolte (récolte, séchage et
extraction). Une étude détaillée met en valeur I’impact des propriétés physicochimiques du sol
sur le contenu en polyphénols et flavonoides et leur pouvoir antioxydant (Kundra et al., 2017).
Dans une étude récente conduite pour évaluer les répercussions de la période de maturation sur
la teneur en polyphénols dans les fruits de plusieurs espéces de solanacées du genre Solanum,
les auteurs affirment que les quantités de polyphénols et I’activité antioxydante sont a leur plus
haut degreé pendant la pleine maturation du fruit (Staveckiené et al., 2023).

Aucune étude n’a été réalisée sur les teneurs en flavonoides totaux et en tanins condensés
de cette espece. La concentration en flavonoides de notre extrait est de 1,56 + 0,12 mg EQ/g
d’extrait. Comparativement aux autres espéces du genre Withania, des valeurs plus importantes
en flavonoides ont été enregistrées par Azhar et al. (2020) dans les extraits methanoliques de
racines de W. Coagulans et W. somnifera (42.82+1.189 mg ER/g d’extrait et 39.13+£0.607 mg
ER/g d’extrait respectivement), et qui sont supérieures a notre résultat. De méme, I’extrait
méthanolique des racines et des feuilles de W. somnifera a exhibé des taux élevés en flavonoides
(15.49 £ 1.02 mg EQ/g et 31.58 £+ 5.07 mg EQ/g respectivement) (Alam et al., 2011). Une
teneur en flavonoides de 40.54 + 0.24 ug EQ/mg d’extrait a été trouvée dans 1’extrait aqueux
des feuilles de W. somnifera (Alagesan et Venugopal, 2019). Sur la base du poids sec, la teneur
totale en flavonoides dans les extraits aqueux des racines de W. somnifera variait de 0,64 a 1,10
mg EC/g selon le génotype et la variété étudiée alors que dans I’extrait éthanolique, la teneur
totale en flavonoides variait de 0,96 a 1,59 mg EC/g (Gulati et al., 2017). Ces valeurs sont
proches de la nétre. Une forte quantité de flavonoides a été signalée dans I’extrait hydro-
éthanolique des racines de W. somnifera, la valeur est de 148.79 £ 6.39 pg EC/g (Munir et al.,
2022) tandis que Hussain et al. (2021) ont rapporté dans le méme extrait une quantité de
44.02+1.23 mg EC/g de flavonoides. En Asie, Shahriar et al., (2012) ont rapporté des teneurs
élevées en flavonoides dans les extraits de méthanol et de chloroforme de racines de W.
somnifera a 88,761 + 1,032 mg et 122,094 + 1,351 mg EQ/g, respectivement. Au contraire,
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(Udayakumar et al., 2010) ont noté une quantité faible de 17,32 mg/g de flavonoides dans les
extraits de racines de W. somnifera. Dans les extraits méthanoliques des feuilles, des tiges et
des racines de W. coagulans, le taux de flavonoides étaient respectivement de 47.00+0.660,
44.4140.360, 42.82+1.189 mg ER/g d’extrait (Azhar et al., 2020).

Différentes teneurs en flavonoides ont été trouvées dans les extraits des feuilles de W.
somnifera préparés dans différents solvants organiques avec la méthode de reflux et la
macération, les valeurs les plus élevées ont été relevées dans I'extrait méthanolique (31,52 +
0,91 mg EQ/q), suivi de I'extrait aqueux (26,19 + 0,62 mg EQ/g), de I'extrait acétonique (17,21
+ 1,22 mg EQ/q) et de l'extrait a I'acétate d'éthyle (12,89 + 1,29 mg EQ/g). Lors de I'extraction
par macération, le TFC le plus élevé a été noté dans I'extrait au méthanol (24,10 + 0,97 mg
EQ/g), suivi par I’extrait a I'acétone (18,25 + 1,48 mg EQ/g), ’extrait aqueux (12,06 + 1,68 mg
EQ/g) et I’extrait a ’acétate d'éthyle (9,72 + 1,37 mg EQ/g) (Ezez et al., 2023). Des valeurs
significativement faibles en flavonoides ont été obtenues dans les extraits hydro-méthanolique
et aqueux de 18 spécimens des racines de W. somnifera ramenées du commerce, les valeurs
variaient de 0.01 a 0.64 mg EQ/g d’extrait pour I’extrait méthanolique et de 0.02 a 3.41 mg
EQ/g d’extrait pour I’extrait aqueux (Polumackanycz et al., 2023).

En revanche, Mahto et al. (2022) ont noté une valeur en tanins condensés de 5.89 mg
EAT/g de matiére séche dans les racines de W. somnifera, ce qui est plus important a nos
résultats lors de la conversation de notre valeur en tanins par apport a la matiére seéche de la
plante (environ 0.405 mg EC/g de matiere seche). Alagesan et Venugopal, (2019) rapportent
un taux de 156.33 + 14.53 ug EAT/mg d’extrait de tanins dans I’extrait aqueux des feuilles de
W. somnifera. Alors que, dans les extraits hydro-méthanolique, méthanol-chloroforme-eau et
aqueux, la concentration en tanins était de 37,75-36,00-18,19 ug EAT/mg d’extrait (Ganguly
etal., 2017).

L'interaction entre la plante et son écosysteme (le substrat géologique, la topographie et
le climat) joue un réle modificateur majeur au niveau des polyphénols. Ces métabolites
secondaires conferent a W. frutescens une résistance et diverses stratégies d'adaptation pour

persister dans des conditions de stress biotiques et abiotiques (EL Moussaoui et al., 2021b).

3 ldentification phytochimique des phyto-constituants de I'extrait éthanolique de

racines de W. frutescens par GC-MS.

La technique d’analyse en GC-MS présentent ’avantage d’avoir des banques de données
nécessaires a I’identification des molécules. L’analyse GC-MS avec la méthode de
dérivatisation permet d’analyser les composés polaires non volatils qui ne peuvent étre
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directement analysés en CPG (température d’ébullition ou stabilité a la température inadaptée,
sélectivité ou seuil de détection trop faible, ...). La dérivatisation basée sur la synthése d’un
sous-produit dont les propriétés facilitent son analyse par chromatographie en utilisant la N-
Methyl-N-trimethylsilyl trifluoroacetamide (MSTFA). Le produit obtenu est plus volatil,
thermiquement plus stable, et moins polaire que les composés de départ, grace a 1’ajout d’un
radical tertio diméthyl sylyl sur le groupement acide carboxylique (Kattan et al., 2012).
L'analyse GC-MS de l'extrait éthanolique de racines de W. frutescens a permis d’identifier 10
composants majeurs qui sont présents dans le Tableau 03 et annexe 04.

D'autres composés bioactifs étaient présents dans cet extrait en quantité insuffisante,
notamment le gamma-tocophérol (4,1209 min), la codéine (4,5579 min), le paracétamol
(5,2525 min), la mébévérine (5. 2665 min), Ibuprofen-M (5.2952 min), Lincomycine -H20
(5.8742), Metformine (6.0529 min), Allopurinol (6.3392 min), Cyclobarbital (6.5354 min),
Methylephedrine (6.8667 min) et Acide caféique (7.5730 min).

Tableau 03 : Composants phytochimiques identifiés dans I'extrait éthanolique de racines de W.

frutescens par GC-MS.

Temps de rétention

Pics Nom de composants
(min)
1 3.3228 Phenylephrine 2TMSTF
2 4.3654 1-Ethylpiperidine
3 4.7696 Glycerol 3AC
4 5.4801 Acide Homovanilliqgue MEAC
5 7.8212 Xylitol 5AC
6 8.2394 Bunitrolol-M(HO-) artifact AC
7 8.5394 Fructose 5AC
8 8.6256 Mannose SAC
9 8.6633 Glucose 5AC
10 15.4003 Saccharose 8AC
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Cette analyse indique que l'extrait éthanolique de racines de W. frutescens est riche en
sucre, en composants organiques et en molécules bioactives présentant des activités
antioxydante (acide caféique et gamma-tocophérol), anti-inflammatoire (lbuprofene), anti
hyperglycémiante (Metformine), analgésique (Paracétamol), antimicrobienne (Lincomycine),
antispasmodique (Mébéveérine), effets dépressifs (Codéine, Cyclobarbital), effet bloquant béta-
adrénergique (Bunitrolol), traitement de la toux et du rhume (Méthyléphédrine) et effet hypo-
uricémiant (Allopurinol).

La présence de ces composés bioactifs justifie les utilisations traditionnelles et actuelles
de cette espéce végétale dans la population nord-africaine (EL Bouzidi et al., 2011; EL
Moussaoui et al., 2020c; Mechchate et al., 2021). Les plantes appartenant au genre Withania
sont bien connues pour leur riche source de composeés bioactifs et leurs propriétés
pharmacologiques, elles sont donc couramment utilisées comme plantes médicinales dans le

systéeme de santé ayurvedique (Singh et al., 2022; Verma et al., 2021).

4 ldentification phytochimique des phyto-constituants de I'extrait éthanolique des
racines de W. frutescens par GC-MS/MS

La GC-MS/MS est similaire a la GC-MS en ce sens que les échantillons subissent une
séparation par chromatographie en phase gazeuse avant d'étre analysés par le spectrométre de
masse. Cependant, la GC-MS/MS utilise un spectrometre de masse en tandem qui nous permet
de sélectionner des analytes spécifiques pour une fragmentation individuelle. Cela permet
d'analyser plus facilement des melanges plus complexes.

Le profil chromatographique en phase gazeuse couplé au spectrometre de masse en
tandem, de I’extrait éthanolique de racines de W. frutescens nous a permis de séparer et
d’identifier 36 composants (Tableau 04 et annexe 04). Parmi eux, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-
6-methyl, 4H-Pyran-4-one, acide n-hexadécanoique, 1,8,11-Heptadecatriene, acide 9-
octadécénoique, et 7-Isopropenyl-1,4a-dimethyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydro-3H-naphthalen-2-
one, sont des composés majoritaires a des pourcentages de 20,30%, 16,15%, 13,26%, 10,27%,
et 7,74% respectivement. D’autres composants sont également présents a des taux
appréciables : ester éthyliqgue de l'acide linoléique (5%), 2-Ethenyl-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran (4.44%), ester éthylique de lacide (E)-9-
octadécénoique (3.6%), Phénol, 3-cyclohexyl (1.63%), acide hexadécanoique, ester éthylique
(1.57%), Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl (1,24%).
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Tableau 04 : Composants phytochimiques identifiés dans I'extrait éthanolique de racines de
W. frutescens par GC-MS/MS.

Temps de
) o Pourcentage
Pics  rétention Nome de composant
) d’area (%)
(min)
1 9.80 0.32 2-(methylsulfanylmethoxy) isoindole-1,3-dione
2 10.00 20.30 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl, 4H-Pyran-4-one
3 10.68 0.28 Thiopheéne, 2,3-dihydro
4 10.92 0.26 Thiopheéne, 2,3-dihydro
5 11.27 0.30 Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl
6 11.55 0.29 Acide nonanoique
7 11.63 1.24 Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl-
Acide pentanoique, 5-hydroxy-, esters de 2,4-di-t-
8 14.74 0.33
butylphényle
9 14.87 0.30 2-Hydroxy-1-(1'-pyrrolidiyl)-1-buten-3-one
10 15.05 0.38 Acide 5-methylsalicylique
11 17.32 0.22 Benzene, 1,2,4,5-tetrachloro-3,6-dimethoxy
12 17.57 0.76 Phénol, 2,3,5,6-tetrachloro-4-methoxy-
13 17.78 0.41 Inconnu
Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4-dimethyl-7-(1-
14 18.06 0.33 methylethenyl)-, [1R-1.alpha., 3a.beta.,
4.alpha.,7.beta.)]-
7-Isopropenyl-1,4a-dimethyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydro-3H-
15 18.26 7.74
naphthalen-2-one
Tricyclo[3.2.1.0(2,7)]oct-3-en-6-0l, 3,5,7-trimethyl-8-
16 18.38 0.56 )
methylene-, sterecisomer
17 18.43 0.28 Inconnu
2-Ethenyl-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-3,4-dihydro-
18 18.57 4.44 Y yarory Y Y
2H-1-benzopyran
19 18.97 0.68 2,2'-Bipyridine, 4,4'-dimethyl
20 19.09 1.63 Phénol, 3-cyclohexyl
21 19.70 4.77 Inconnu
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22 19.75 16.15 Acide n-hexadécanoique

23 19.95 1.57 Acide hexadécanoique, ester éthylique

24 20.41 0.30 Acide cis-10-Heptadécénoique

25 20.59 0.46 Acide heptadécanoique

26 20.92 0.27 Méthyl 9-cis,11-trans-octadecadienoate

27 20.98 0.26 Acide 9-octadécénoique (Z)-, ester méthylique
28 21.40 13.26 1,8,11-Heptadecatriene, (Z, Z)

29 21.44 10.27 Acide 9-octadécénoique, (E)

30 21.56 5.00 Ester éthylique de I'acide linoléique

31 21.60 0.60 Ester éthylique de I'acide (E)-9-octadécénoique
32 21.62 0.64 Inconnu

33 21.80 0.25 Acide octadécanoique, ester éthylique

34 22.43 0.26 Acétylcitrate de tributyle

35 22.83 0.70 Fercomin

36 23.56 0.99 Ester bis(2-éthylhexyle) de I'acide hexanedioique

Cette analyse montre que I’extrait éthanolique des racines de W. frutescens est
principalement constitué de métabolites bioactifs avec des profils biologiques différents. 1l a
été constaté que les composants majeurs qui représentent 20,3% et 16,15% de I’extrait, 2,3-
dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl, 4H-Pyran-4-one ou DDMP et I’acide n-hexadécanoique (ou
acide palmitique), ont des capacités antioxydantes puissantes en piégeant le radical cationique
ABTS +, le radical DPPH et le radical galvinoxyle (Chen et al., 2021); Hwang et al., 2013;
Parthipan et al., 2015). De plus, les études structurales et cinétiques permettent de conclure
que lacide palmitique est un inhibiteur de la phospholipase A2 et donc un agent anti-
inflammatoire (Aparna et al., 2012). En outre, des résultats précédents ont montré que le 7-
Isopropenyl-1,4a-dimethyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydro-3H-naphthalen-2-one, qui est connu par le
nom a-Cyperone, réduisait considérablement le stress oxydatif et I'apoptose cellulaire induite
par H20», la libération de LDH et la production de ERO. Cette activité anti-inflammatoire de
I'a-cyperone est associée a la régulation a la baisse de COX-2 et IL-6 via la régulation négative
de la voie NFkB (Huang et al., 2020). De plus, des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires
et rubéfiantes/contre-irritantes ont été détectées chez le composant 10, T’acide 5-
Methylsalicyliqgue (Dasgupta et Wahed, 2021; Miles, 2007). Et d’autre propriété
antimicrobienne est mentionnée chez le composant 12, Phénol, 2,3,5,6-tetrachloro-4-methoxy-
(Drosophiline A) (Teunissen et al., 1997).
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5 Evaluation des activités biologiques

Les activités antioxydantes et anti-inflammatoires in vitro ont été exprimees en I1Cso (ECso
pour FRAP). Il convient de noter que plus la valeur de I'IC-50 est faible plus I’activité
antioxydante/anti-inflammatoire du produit est élevée. Tous les résultats sont présentés dans le

tableau 05 et annexe 05.

Tableau 05 : Activités antioxydantes et anti-inflammatoires de I'extrait éthanolique de racines

de W. frutescens exprimées en moyenne * écart-type.

Activité antioxydante Activité anti-inflammatoire
: . Inhibition de la
Echantillons
DPPH FRAP Inhibition ¢ aturation des
d’hémolyse e
(ng/mL) (ng/mL) (g/mL) protéines
(Hg/mL)
W. frutescens 2516 £1.21  163.19+6.01 12.71+ 1.06 6.85 £ 0.90
Acide ascorbique 4.82+0.11 2.09 £0.23 / /
Diclofénac / / 45.12+ 10.07 325.53 + 4.44

Sur la base des résultats obtenus, nous observons que I'extrait éthanolique des racines de
W. frutescens a une activité de piégeage des radicaux libres moins importante que celle mesurée
dans I'acide ascorbique, ainsi qu'un pouvoir réducteur moderé.
A partir de l'activité de piégeage du radical DPPH, il est noté que le pouvoir d'inhibition des
radicaux libres pour I’extrait de racines de W. frutescens dont I’'ICso est de 25.16 = 1.21ug/ml
était important par rapport a la valeur du contrdle, I’acide ascorbique (une différence de 20
pg/ml) et faible par rapport a d’autres études. Withania frutescens étudiée au Maroc a montré
une activité anti-radicalaire plus élevée dans I'extrait de racines (ICso = 0,36 pg/mL), cette
valeur est plus proche du contréle utilisé, le BHT (ICso = 0.12 pg/mL) (une différence de 0,20
pg/ml) (ElI Moussaoui et al., 2019b). La variété marocaine est donc meilleure en terme de
potentiel antioxydant que I’espéce algérienne. Cette variation des valeurs 1Cso dépend de la
méthode DPPH et du contrdle utilisé ; le BHT a une valeur I1Cxo trois fois inférieure a celle de
I'acide ascorbique (Boulebd, 2019). Alors que EL Bouzidi et al. (2011) ont trouvé une activité

antiradicalaire sur DPPH proche de la nétre dans I'extrait méthanolique.
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L'activité antioxydante sur DPPH a révelé que la concentration (ICso) de I’extrait
éthanolique des racines de Withania aristata (RWA) a éte déterminée & 14 + 0,8 pug/ml, ce qui
est important par rapport au BHT et & la quercétine qui ont enregistré 10,5+ 0,4 et 12 £ 1 ug/ml
respectivement. L'extrait de racines de Withania somnifera présentait une 1Cso de 18 pg/ml,
supérieure a celle enregistrée pour le RWA (Munir et al., 2022). Les extraits méthanoliques
des feuilles, des racines et des fleurs de Withania somnifera présentaient une ICso de
101.73+8.96, 801.93+7.92, 345.68+8.98 ug/ml respectivement contre une 1Cso = 25.95+1.08
ug/ml pour I’acide ascorbique et une ICso = 38.14+0.89 pg/ml pour le BHT (Alam et al., 2012).
Dhanani et al., (2013) ont déterminé l'activité antioxydante dans des extraits aqueux de racines
de W. somnifera et ont obtenu une valeur DPPH comprise entre 0,40 et 1,20 mg/mL. En
revanche, Chaudhary et al., (2020) ont rapporté une valeur DPPH plus élevée (4612,17
pg/mL), tandis que Ganguly et al., (2017) ont obtenu une valeur plus faible de DPPH (111,31
pg/mL, 1Cso). Nos résultats de l'activité antioxydante par les méthodes DPPH et FRAP sont
supérieurs a ceux enregistrés pour Withania aristata (Alzahrani, 2022).

L'extrait brut de Withania adpressa posséde une capacité d’inhibition des radicaux libres
DPPH et un pouvoir réducteur plus faible par rapport a notre résultat (49,01+0,65 pg/mL et
119,61+1,81 pg/mL respectivement) (Salamatullah, 2022b). La fraction riche en polyphénols
préparee a partir des feuilles de Withania adpressa a enregistré une valeur 1Cso de 27,84 + 1,48
pg/mL, ce qui peut étre considéré comme important par rapport a celle obtenue avec le BHT
(13,42 £ 0,87 pug/mL) et la quercétine (14,27 + 0,59 pg/mL) (Salamatullah, 2022a). Chez
Solanum elaeagnifolium, collectée au Maroc dans la ville de Fés en novembre 2021, les valeurs
DPPH étaient 1Cso = 0,081 £+ 0,004 mg/mL pour I'extrait hydro-éthanolique (HEE) et 0,198 +
0,019 mg/mL pour l'extrait hydro-acétonique (HAE), les deux extraits étant supérieurs au BHT
(0,122 + 0,021 pg/mL). Dans le test FRAP, L'HAE a présenté une activité antioxydante plus
élevée (EC50 = 0,08256 + 0,005105 mg/mL) que I'HEE (EC50 = 0,1157 + 0,0400 mg/mL),
mais cette activité est restée inférieure a celle du BHT (0,362 + 0,010 pug/mL). Bien que le test
FRAP ait montré de faibles valeurs du pouvoir réducteur de fer pour les deux extraits par rapport
au BHT, l'activité antioxydante globale des deux extraits s'est avérée considérable (Bouslamti
et al., 2022). L’activité antioxydante de notre extrait pourrait étre en étroite corrélation avec la
présence de DDMP, I’acide palmitique et les acides caféique et homovanillique.

Par ailleurs, ’extrait éthanolique des racines de W. frutescens a manifesté une activité
anti-inflammatoire intéressante. En effet, le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse qui traduit
la stabilisation de la membrane érythrocytaire est plus élevé (12.71+1.06 pg/ml vs

45.12+10.7ug/ml) et la stabilisation thermique de I’albumine est nettement supérieure
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(6.8520.90 pg/ml vs 325.53+4.44 pug/ml) comparativement a celle obtenue avec le diclofénac.
Cette propriété est vraisemblablement attribuée a sa richesse en composants anti-
inflammatoires qui sont mentionnés précédemment.

La thérapeutique anti-inflammatoire est basée sur ’utilisation d’agents stabilisants la
membrane du lysosome pour empécher la sécrétion des enzymes hydrolytiques qui
endommagent les tissus en induisant la peroxydation lipidique des membranes cellulaires et
’activation de protéines responsables de I’inflammation (pro-inflammatoires) (Tasneem et al.,
2018). Les érythrocytes sont largement utilisés comme modéle de la membrane lysosomale
pour tester la toxicité et les effets protecteurs des composants actifs car ils sont tres sensibles
au stress oxydatif endogéne ainsi que leur membrane est similaire a la membrane lysosomale
(Bonam et al., 2019).

La stabilisation de la membrane des érythrocytes lors du traitement avec I’extrait
éthanolique des racines de W. frutescens pourrait étre intimement liée a l'existence de
I'lbuproféne. En effet, des recherches indiquent que cette plante a une activité anti-
inflammatoire avec un pourcentage d'inhibition maximum de 82.20+ 8.69% obtenu a la dose
de 450 mg/kg (EL Moussaoui et al., 2020ca). Les résultats de 1'activité cytotoxique de I’extrait
éthanolique des racines de W. somnifera suggerent que cette plante médicinale possede un
potentiel significatif (P < 0,05) de stabilisation membranaire (antihémolytique) ainsi qu’un
potentiel thrombolytique et protecteur de I’ADN (Munir et al., 2022).

Dans des mode¢les d’induction de I’inflammation in vivo, I’cedéme de l'oreille induit par
le xyléne et I’cedéme de la patte induit par le blanc d’ceufet la carragénane chez des rats Wistar,
I’extrait hydro-éthanolique des racines de Withania somnifera, a illustré respectivement une
inhibition en fonction du temps et dose dépendante avec un maximum a 4 heures et a la dose
de 500mg/kg de 49.28+1.90%, 43.00+12.44%, 66.28+9.31% contre respectivement
I’indométacine (56.42+13.17%), la chlorphéniramine (62.02+12.21%) et le diclofénac
(89.93£18.53%) (Hussain et al., 2021). Au contraire, la fraction riche en polyphénols des
feuilles de Withania adpressa a fortement atténué l'effet inflammatoire de la carragénane
injectée dans le fascia plantaire des rats, entrainant une inhibition allant jusqu'a 89,0 + 2,08 %
a la dose testée la plus élevée (500 mg/kg), I’inhibition du diclofénac est de 91.51 + 2.41%
(Salamatullah, 2023). De méme, I’extrait de la partie aérienne de Withania coagulans préparé
dans un mélange de méthanol-chloroforme (1:1) a diminué I’effet inflammatoire de la
carragenane injectée dans la patte droite des rats, de 70.0% alors que dans le mode¢le d’cedéme

induit avec I’histamine, le pourcentage d’inhibition est de 74.3%, a la dose maximale de
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200mg/kg tandis que le maléate de chlorphéniramine (témoin positif) présentait une inhibition
de l'eedéme de 77 % (Ismail et al., 2017).

La dénaturation des protéines est 1'une des causes majeures et bien documentées de
I'inflammation, Une étude a été conduite pour évaluer I'effet anti-inflammatoire de I'extrait
hydro-alcoolique d'ashwagandha (W. somnifera) contre la dénaturation des protéines in vitro.
Les résultats ont montré une inhibition dose-dépendante de la dénaturation des protéines
(albumine) par I'extrait d'ashwagandha, I’effet du diclofénac sodique s’est avéré étre moindre
par rapport a extrait test, les auteurs ont conclu que 1'ashwagandha possédait un effet anti-
inflammatoire marqué contre la dénaturation des protéines in vitro (Chandra et al., 2012b).
C’est le cas aussi de notre plante, Withania frutescens. Une autre étude menée sur la W.
somnifera a montré que l’extrait brut a provoqué un inhibition dose-dépendante de la
dénaturation des protéines avec un effet maximal de 59.48% a 500 mg/mL (Khan et al., 2015).

Les extraits méthanoliques de feuilles, de fruits et de racines de Solanum khasianum de
la famille des Solanacées, genre Solanum ont été étudiés pour leur activité anti-inflammatoire
in vitro par la méthode de la stabilisation membranaire des globules rouges humains (HRBC).
L'extrait de racines de S. khasianum a révéle une forte activité anti-inflammatoire dose-
dépendante in vitro avec 83,97 + 0,36 % d'inhibition de I’hémolyse a 1 mg/ml, par rapport aux
extraits des fruits (81,68 = 0,82 %) et des feuilles (70,93 £ 0,38%), Le diclofénac, un
médicament anti-inflammatoire standard, a montré comparativement une activité anti-
inflammatoire maximale (85,49 + 0,51 %) a une concentration de 1 mg/ml (Chirumamilla et
Taduri, 2023). Auparavant, Gogoi et al., (2021) ont trouvé avec le test de dénaturation des
proteines, dans les extraits méthanoliques des feuilles et des baies de Solanum khasianum un
pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines de 69.40+0.301% et 72.38+0.032%
respectivement, contre celui du diclofénac de 73.01+0.106% a la concentration de 30ug/ml avec
des ICso de 23.37 pg/ml pour les feuilles et 20.96 pg/ml pour les baies et 18.88 pg/ml pour le

diclofénac.

6 Evolution du poids corporel et du poids relatif des organes

Les animaux peuvent répondre de maniére différente a I’alimentation aprés une période
d’exposition chronique aux conditions expérimentales. Certains ont une vitesse de croissance
plus importante comparativement aux autres. Le résultat de I’évolution du poids corporel

pendant la durée de I’expérimentation a été illustré dans la figure 20.
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Figure 20 : Evolution du poids corporel des animaux pendant la durée de 1’expérimentation.

D’apres les résultats obtenus de I’évolution pondérale, les rats intoxiqués aux plomb ont
une vitesse de croissance €levée au début de I’expérimentation, mais cette croissance n’a pas
persisté apres la quatrieme semaine et ensuite elle est devenue identique a celle des témoins.
Par ailleurs, le poids corporel des rats intoxiqués au cadmium a augmenté parallélement au
groupe précédant et le témoin, puis une légére diminution a été remarquée apres la deuxiéme
semaine avec une vitesse de croissance faible.

Les rats intoxiqués au plomb plus 200 mg/kg de ’extrait de W. frutescens ont une vitesse
de croissance accélérée par rapport a tous les autres groupes. Aprés la 9°™ semaine cette
croissance devient similaire a celle des rats témoins.

Tandis que, chez le groupe exposé au plomb plus 400 mg/kg de ’extrait de W. frutescens,
la vitesse de croissance est faible par rapport a celle des autres groupes et sans pouvoir atteindre
le poids des rats témoins.

De plus, une croissance élevée a été notée chez les rats exposés aux cadmium plus 200
mg/kg de I’extrait de W. frutescens, mais cette croissance reste moins importante a celle des
rats témoins jusqu’a la 6°™ semaine puis ré-augmente comparativement a ce dernier.

Tandis que, le groupe des rats intoxiqués aux cadmium plus 400 mg/kg de I’extrait de W.
frutescens a montré une vitesse de croissance faible en comparaison avec les témoins.

Les deux dernies groupes, 200 et 400 mg/kg de I’extrait de W. frutescens, ont une vitesse

de croissance presque identique et similaire au groupe témoin.
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A la fin de I’expérimentation, le poids corporel des animaux a été calculé pour étudier les
changements pondéraux. Les organes prelevés ont été peses afin de calculer le poids relatif de

ces derniers. Ces résultats sont cités dans le tableau 06.

Tableau 06 : Poids finaux, corporel, absolu des organes et relatif des organes. Les valeurs

sont exprimées en moyenne + écart-type.

Poids corporel

Poids absolu des organes

Poids relatif des organes

Groupes ©) (9) (9)
Testicules  Epididyme  Testicules  Epididyme
Témoin 210.664+ 22.58  1.42+011 073+0.25 0.67+0.04 0.42+0.16
Pb 21916+ 34.74 1.62+024 0.63+007 0.75:0.14 0.29+ 0.06
PbJ’jg?NmFg/ K9 50983+20.15 1524006 073+022 0.73+0.06 0.35+0.10
Pb+:;)i)NmFg/ K9 17783+17.72 1494018 074+018 084012 0.42+011
cd 218.33+46.92 154+025 0.89+035 0.73+0.2  0.36+0.15
Cdzzeo\?vmlf/ K9 0p0i2324 1584007 066+0.10 0.72+007 0.3040.05
Cdzto\?vmg/ K9 511334928 1364009 054+0.03 0.64+0.05 0.2540.02
A0 r\Tl‘Vg/Fkg 9 513542255 150£013 0.80+035 071004  0.29+0.01
400 \r/nvg/'F(g 0 511542339 155:013 0.64+004 073+0.05 0.30+0.02

A partir de ces données, il a été observé qu’il n’y a pas d’influence des métaux lourds sur
le poids corporel des animaux aprés exposition quotidienne durant trois mois, méme lors du
traitement avec 1’extrait de la plante. Aucune différence significative n’a été observée entre le
poids corporel des animaux intoxiqués aux plomb et cadmium ainsi que les animaux co-traités
avec I’extrait de racines de W. frutescens et celui des animaux témoins. De plus, des variations
non significatives ont été observées dans les poids absolu et relatif des testicules et épididymes
chez les groupes traités par rapport aux non traités. Comparativement aux travaux précédents,
ce résultat est bien cohérent avec les études précédentes de la littérature scientifique (Gorbel et
al., 2002; Hachfi et al., 2008). Des rats soumis a 50mg de CdCI2/l dans I’eau de boisson
pendant 40 jours n’ont pas subi de changement pondéral corporel, mais sur le testicule une
baisse pondérale significative a été notée (p<0.05) (Venditti et al., 2021).

D'autre part, contrairement a nos résultats, une augmentation du poids relatif des testicules

chez des souris exposées a 150 mg/kg/jour d'acétate de plomb pendant un cycle de I'épithélium
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séminifére (34,5 jours) a été rapportée par Khodabandeh et al. (2020). Des résultats similaires
ont été obtenus chez des rats soumis a 8 mg/kg/jour de plomb, 5 jours par semaine pendant 35
jours (Thoreux-Manlay et al., 1995a). Cependant, l'acétate de plomb administré a des rats
Wistar par voie intrapéritonéale pendant 56 jours a provoqué une diminution significative du
poids des testicules, de la prostate, de I'épididyme et des vésicules séminales (Olaniyan et al.,
2022). Ceci s’accorde avec les résultats obtenus chez des rats males exposés a une toxicité
reproductive chronique induite par le plomb par Abdel-Emam et Ahmed (2021), il a été
formulé que l'acétate de plomb a conduit a une diminution significative du poids corporel,
absolu et relatif des testicules des rats par rapport au groupe témoin négatif, ce qui corrobore
les résultats rapportés précédemment par Udefa et al., (2020) chez des rats Wistar exposés
chroniquement (60 jours) a l'acétate de plomb.

De plus, des données similaires a nos résultats ont été notées dans le poids des testicules
chez les rats exposes a 5, 50, et 100 ppm de chlorure de cadmium (CdCl2) durant 100 jours,
tandis qu'une diminution significative a été observee dans les poids de I'épididyme, des glandes
séminales et de la prostate spécifiguement chez les traiteés avec 100 ppm de CdCl; par rapport a
celui des temoins (Elgawish et Ghanem, 2014). Au contraire, une variation significativement
différente du poids corporel chez les rats intoxiqués au chlorure de cadmium par rapport au rats
témoins a été mentionnée dans I’étude de Nna et al. (2017), le poids absolu et relatif du testicule
et de I'epididyme était significativement diminué dans le groupe CdCly, par rapport au controle.
Chez des souris male C57BL/6 exposées in utero et pendant 24 semaines apres le sevrage a une
faible dose de cadmium (5ppm) dans I’eau de boisson, un effondrement pondéral s’est produit
dans le corps et les testicules (Xiong et al., 2022). De méme chez des souris males C57BL/6
injectées par voie intrapéritonéale au cadmium a différentes doses pendant 10 jours, au cours
de la période d'exposition, le poids corporel des souris a diminué a partir de la deuxieme
semaine aprés le traitement avec 2 mg/kg de cadmium alors qu'il a diminué a partir de la
troisiéme semaine apres le traitement avec 0,5 et 1 mg/kg de cadmium. Cependant, il n'y avait
pas de différence significative en terme de poids testiculaire/corps entre les quatre groupes a la
fin de l'exposition (Yi et al., 2022).

Une exposition aigue de 15 jours au cadmium chez des rats a entrainé une chute pondérale
significative du poids du corps, celui-ci a chuté de 28g, les poids absolus des testicules et de
I’épididyme n’ont pas variés mais les poids relatifs des testicules et de 1’épididyme ont
significativement augmenté (Igbal et al., 2021). Pareillement, des rats soumis a une exposition
sub-chronique (90 jours) au cadmium ont montré une augmentation significative du poids des

testicules (P < 0.05) et de I’épididyme (P < 0.01) ; de plus, des augmentations significatives du
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poids des testicules (P < 0,01) et de I'épididyme (P < 0,001) suite & une exposition simultanee
au cadmium et au diazinon ont été détectées (Adamkovicova et al., 2014). Des camélidés
¢levés dans un environnement situé¢ a proximité d’un site industriel source de pollution au
cadmium et au plomb ont fait I’objet d’une étude pour examiner I’impact de cette exposition
environnementale au plomb et cadmium sur le testicule et il s’est avéré que le poids et le volume
de cet organe ont fortement diminué sous les effets négatifs de ces contaminants (Ullah et al.,
2023).

L’absence de variation significative dans le poids corporel ainsi que dans les poids
absolus et relatifs des testicules et de 1’épididyme dans nos expériences pourrait indiquer que
les doses administrées d'acétate de plomb et de chlorure de cadmium étaient probablement
inférieures au seuil pouvant provoquer une réduction de poids. Le poids corporel et le poids des
organes des animaux intoxiqués au cadmium et au plomb séparément et co-traités avec 1’extrait
hydro-éthanolique de W. frutescens n’ont pas été affectés. Il a été observé que les rats traites
avec l'extrait hydro-éthanolique de racines et de feuilles de W. frutescens dans des conditions
de toxicité aigué et subaigué n'ont pas montré d'effets toxiques sur le poids corporel (EL
Moussaoui et al., 2020b).

7 Dosage hormonal

Le taux de testostérone sérique des différents groupes d’animaux, exprime en moyennes +
écart-type est représenté dans la figure 21.
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Figure 21 : Taux de testostérone sérique dans les différents groupes. * comparativement au
témoin, # comparativement au groupe traité par le plomb, + comparativement au groupe traité par

le plomb plus 200 mg/kg de W. frutescens, @ comparativement au groupe traité par le cadmium
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plus 200 mg/kg de W. frutescens, o comparativement au groupe traité par 200 mg/kg de W.
frutescens. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Aprés 90 jours d’expérimentation, une reduction hautement significative de la
testostérone a été observée chez le groupe traité par le plomb (1.58+0.82 ng/mL, p<0.001) et

significative chez le groupe traité par le cadmium (5.008+1.52 ng/mL, p<0.05) par rapport au
témoin (9.39 +1.45 ng/mL) avec un pourcentage de diminution de 83% et 46% respectivement.
Partant de ces résultats, on peut déduire que les deux métaux présentent une toxicité élevée sur
le taux de testostérone sérique mais la toxicité du cadmium est moindre que celle du plomb.
Ces données s’alignent avec celles de plusieurs études toxicologiques approfondies qui ont
démontré une réduction du niveau de testostérone sérique lors de 1’exposition aux plomb et au
cadmium (Chabchoub et al., 2021; Olaniyan et al., 2022). Concernant le plomb, des résultats
similaires ont également été trouveés par El-Sayed et EI-Neweshy (2010) et Hachfi et al. (2008)
chez des rats exposes au Pb pendant 60 jours, ou le taux de testostérone plasmatiques a diminué
avec un pourcentage de diminution de 45% et 46% respectivement. De plus, une baisse
significative de testostérone, de LH et de FSH sériques a été notée par Abdel-Emam et Ahmed
(2021) chez des rats exposés a 50mg/kg de plomb par voie orale pendant 40 jours. Des résultats
comparables de chute hormonale (testostérone, LH et FSH) ont été obtenus chez des rats
exposés a I’acétate de plomb pendant 60 jours (Behairy et al., 2022), et des rats soumis a une
administration orale de plomb a la concentration de 1000 ppm/kg pendant 35 jours
(Soleimanzadeh et al., 2018).

Concernant le cadmium, des résultats rapportés par Orororo et al. (2018) ont confirmé
que l'administration de ce métal a abaissé les niveaux de LH et de testostérone sériques et
augmenté les niveaux plasmatiques de FSH. Saeed (2013) a noté que la bioaccumulation de Cd
dans les cellules de Sertoli diminue la synthése et la libération de I'inhibine (le principal signal
inhibiteur de la sécrétion de FSH) provoquant alors I’augmentation de la FSH plasmatique. Un
déclin de la testostérone a été également observé chez des souris exposées par voie orale
pendant 35 jours a 10mg/kg de cadmium (Annie et al., 2023).

La testostérone en tant que stéroide a 19 carbones est le principal androgéne sécrété
essentiellement par les cellules de Leydig et largement évalué au niveau clinique par dosage
immunologique lors des troubles endocriniens (Wang et al., 2017). La diminution de cette
hormone suite a I’exposition aux deux métaux, le Pb et le Cd est due soit a une variation de la
sécrétion de LH, alors qu'il a été rapporté que ces métaux perturbent le systéme nerveux central

(SNC) en affectant l'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire sous différents aspects ce qui a
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entrainé des changements dans le schéma quotidien des niveaux de LH plasmatique (Klein et
al., 1994; Wang et Du, 2013), soit au déclin de la sécrétion de testostérone par les cellules de
Leydig, ce qui a été confirmé par la diminution du niveau de testostérone interstitielle chez le
rat exposé au Pb pendant 60 jours (Olaniyan et al., 2022). De plus, il a été démontré que la
concentration de testostérone chez les rats traités par le Pb restait inférieure a celle des rats
témoins, méme apres stimulation par I'hormone de libération de I'hormone lutéinisante (LHRH)
(Thoreux-Manlay et al., 1995a). Une autre étude a rapporté que le Pb a entrainé une
diminution de I’activité des marqueurs et enzymes de la stéroidogenese : StAR, CYP17A1, 3p3-
HSD et 17B-HSD (Ajarem et al., 2021). Par ailleurs, le Cd a également diminué I'expression
génétique de la 3p-HSD, de la StAR et de la 17-p HSD dans les cellules de Leydig (Akinola
et al., 2021; Kadry et Megeed, 2018; Yang et al., 2022). En effet, chez des souris méles
traitées avec des injections intrapéritonéales de 0, 0.5, 1.5 et 2.5 mg de CdCl2/kg/jour pendant
10 jours, Le marquage immuno-histochimique de la 17-p HSD dans les cellules de Leydig a
montré que dans le groupe témoin, la coloration immunologique de la 38-HSD a été fortement
détectée dans le compartiment interstitiel du testicule (8,10 + 0,78), la coloration a éte
Iégerement diminuée dans les groupes 0,5 et 1,5 mg/kg (5,23 = 0,63 et 3,16 £ 0,20), mais a
disparu complétement dans le groupe 2,5 mg/kg (0,23 = 0,03) (Yang et al., 2022). Aussi, chez
des rats recevant 50mg/kg d’acétate de plomb pendant 3 semaines, cette intoxication aigue au
plomb a provoqué une altération de I'axe hypophyso-testiculaire se manifestant par une
diminution des taux sériques de gonadotrophines et de testostérone. Le Pb a aussi réduit les
marqueurs et les enzymes de la stéroidogenése StAR, CYP17A1, 3B-HSD et 173-HSD dans les
testicules des rats (Ajarem et al., 2021).

Pour déterminer si le plomb a un effet direct sur les cellules de Leydig, des chercheurs
ont examiné les effets de ce métal sur la biosynthese des hormones stéroides par les cellules de
Leydig chez des rats en injectant par voie intrapéritonéale 8 mg de plomb/kg/jour, 5 jours par
semaine pendant 5 semaines, l'effet négatif du plomb sur la production de testostérone était
corréelé a de faibles expressions des enzymes cytochrome P450scc (CYP11 Al), P450c17
(CYP17) et la 3p-HSD, toutes impliquées dans la biosynthése des hormones stéroides ; selon
les auteurs de cette étude, ces résultats indiquent que le Pb peut nuire au fonctionnement des
cellules de Leydig en altérant directement la stéroidogenese (Thoreux-Manlay et al., 1995b).
La testostérone sérique et testiculaire, la FSH, le nombre des cellules de Leydig et des cellules
de Sertoli, la StAR, le cytochrome P450 Al, la 3B-HSD, et la 17B-HSD ont significativement
diminué chez des rats intoxiqués au Pb (20 mg/kg b.w. i.p.) pendant 21 jours (Udefa et al.,

2020). Des porcelets males agés de 42 jours ont été nourris avec un régime contenant du CdCl;
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(20 mg de Cd/kg) pendant 40 jours afin d'explorer les effets toxiques du Cd sur la fonction
testiculaire, une diminution de l'expression de 'ARNm de la StAR, CYPI1Al, 3B-HSD,
CYP17A1 et 17B-HSD ainsi que les concentrations de testostérone a été notée (Li etal., 2023).
Tous ces resultats arguent en faveur de la baisse de la sécrétion de testostérone par les cellules
de Leydig et soutiennent I'hypothese que le Pb et le Cd exercent un effet direct sur leur fonction
en altérant la machinerie enzymatique impliquée dans la biosynthése de la testostérone.

La co-administration du Pb/Cd avec ’extrait éthanolique des racines de W. frutescens a
la dose de 200 mg/kg/j a entrainé des élévations dans les niveaux de testostérone sérique.
Concernant le plomb, une augmentation tres significative (p<0.01) a été observée chez les rats
traités par le Pb+200 mg/kg de W. frutescens (6.68+1.84 ng/mL) par rapport aux rats exposés
au Pb (1.58+0.82 ng/mL). Au sujet du cadmium, par rapport au taux de testostérone sérique des
rats exposés au Cd seul (5.008+1.52 ng/mL), une hausse non significative de la testostérone a
été constatée chez les animaux traités avec le Cd+200 mg/kg de W. frutescens (8.55+3.78
ng/mL), or cette valeur est comparable a celle des témoins (9.39 +1.45 ng/mL).

L’effet de I’extrait de W. frutescens sur la concentration sérique de la testostérone reste
conséquent puisqu’il est comparable a celui des témoins. En effet, selon nos résultats la toxicité
du cadmium est réduite comparée a celle du plomb, ce qui explique la non significativité de la
différence entre les deux lots. De plus, les rats traités avec 1’extrait seul a la dose de 200 mg/kg
de W. frutescens ont présenté un taux de testostérone (8.54+1.58 ng/mL) proche a celui des rats
témoins (9.39 +1.45 ng/mL). 1l découle de ce dernier résultat que la W. frutescens n’a pas
d’impact sur la production de testostérone chez les rats sains. Cette amélioration de 1’extrait de
racines de W. frutescens sur le niveau de testostérone sérique a la dose de 200 mg/kg chez les
rats empoisonneés au plomb et au cadmium pourrait étre d a son activité antioxydante, qui était
importante selon les résultats de notre étude. En effet, des travaux récents ont montré que
I’astaxanthine (ASTA), un puissant antioxydant naturel de la famille des caroténoides a favorisé
I'expression des génes et des protéines de la voie de biosynthése de la testostérone et a augmenté
le niveau de sécrétion de testostérone chez des cogs agés nourris avec un régime supplémenté
en ASTA (Gao et al., 2022).

Le mécanisme par lequel W. frutescens exerce cet effet thérapeutique peut probablement
s’expliquer par l'activation du systéme antioxydant dans les testicules et le SNC, ou la sécrétion
endocrine testiculaire ou par la réduction de la production de ERO, qui peut minimiser les
dommages oxydatifs dans la cellule de Leydig. Il est également possible qu'il augmente la
sensibilité a la LH ou qu'il éléve l'expression des enzymes stéroidogénes impliquées dans la
biosynthése de la testostérone. Cette plante est I'une des 70 plantes appartenant a la famille des
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Solanaceae, qui contiennent des withanolides, des composés stéroides polyoxygénés avec un
squelette d'ergostérol dans lequel les C-22 et C-26 sont oxydés pour former une d-lactone (Ha
et al., 2022). Les withanolides, avec 28 carbones de stéroides naturels, sont les principaux
constituants chimiques du genre Withania (Singh et al., 2022). 1l est connu que ces constituants
agissent comme précurseurs des hormones stéroidiennes, qui peuvent étre directement
transformées en hormones physiologiques stimulant les testicules pour activer leur fonction
endocrine (Narayan et Madhu, 2018). Ceci peut expliquer la restauration du niveau de
testostérone apres le traitement avec cette plante. En comparaison avec d’autre especes du genre
Withania, de nombreuses études cliniques et expérimentales antérieures ont validé I'effet
fertilisant de Withania somnifera, y compris l'amélioration de I'équilibre hormonal et les
paramétres spermatiques (Kumar et al., 2015; Munir et al., 2022). De plus, des effets
similaires ont éteé rapportés chez des rats males exposes a 100 mg/kg de Pb-Ac avec 200 mg/kg
d'extrait éthanolique de ginseng quotidiennement pendant 5 semaines et 10 semaines (Ali et al.,
2018).

Contrairement a la dose 200 mg/kg/j de W. frutescens, les niveaux de testostérone sérique
chez tous les groupes co-traités avec la dose de 400 mg/kg/j de W. frutescens ont montré des
diminutions hautement significatives par rapport au groupe témoin avec un pourcentage de
réduction de 82% et 76% chez les groupes traités avec Pb+400 mg/kg de W. frutescens
(1.62+0.70 ng/mL) et Cd+400 mg/kg de W. frutescens (2.24+1.46 ng/mL) respectivement, alors
qu’un pourcentage de diminution trés significative de 59% a été observé chez le groupe traité
avec I’extrait seul a la dose de 400 mg/kg de W. frutescens (3.83+1.47 ng/mL) par rapport au
groupe témoin (9.39+1.45 ng/mL). Cette observation nous porte a croire, d’une part, que la dose
de 400 mg/kg/j de W. frutescens aurait induit un rétrocontréle négatif, a travers les withanolides,
sur la synthese ou/et la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig. De plus, ces doses
pourraient avoir généré des ROS qui auraient provoquer une déplétion des hormones stéroides
sexuelles comme 1’ont suggéré Jambor et al., (2022) pour ’extrait de Lepidium sativum ou
250 pg/mL d'extrait expérimental ont provoqué une augmentation significative de testostérone
et une dose appliquée plus élevée de 2000 pg/mL a induit un déclin significatif de testostérone.
Donc, a forte dose I’extrait de racines de W. frutescens aurait pu étre toxique sur certaines
activités de la fonction reproductrice telle que la stéroidogenése. Bien que la non-toxicité de
cette plante (racines et feuilles) a été validée jusqu’a 2g/kg ou aucun signe clinique,
biochimique et histopathologique n’a été observé par EL Moussaoui et al. (2020b) dans leurs
tests de toxicité aigue (14 jours) et subaigiie (28 jours) chez des souris agées de 28 semaines
selon ’OCDE, 1998, Ligne directrice n° 407.
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D’autre part, Li et al. (2011) ont montré que l'apigénine et certains composes phénoliques
réduisent la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig et augmentent la sécrétion de
FSH et LH avec un effet de rétroaction positive sur I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.
Tandis que (Wang et al., 2016) ont stipulé que I’apigénine inhibent les enzymes responsables
de la biosynthese de la testostérone (stéroidogenése) dans les cellules de Leydig (3pB-
hydroxysteroid dehydrogenase, 17a-hydroxylase/17, 20-lyase, and 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase 3). Et comme on a noté précédemment que cette plante contient ce composé, et
sachant que la dose est doublée, donc on peut conclure que la réduction du taux de testostérone
sérique serait di a ce métabolite.

Une autre étude similaire a la nétre a montré que les composés polyphénoliques
d'Origanum vulgare peuvent agir sur l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique en réduisant le
taux sérique de testostérone de maniere dose-dependante (100, 200, et 400 mg/kg) lors de
I'administration orale de finastéride a la dose de 25 mg/kg, qui a entrainé une baisse significative
des taux de FSH et de LH et une augmentation significative des taux de testostérone (Chen et
al., 2020).

8 Détermination des parametres spermatiques

D’apres les résultats des paramétres spermatiques illustré dans la figure 22, il a été
observé que le nombre de spermatozoides chez les rats exposés au Pb (14.25 = 3.69
millions/mL) et au Cd (28.25 £ 8.27 millions/mL) indique une diminution significative par
rapport au groupe témoin (46.6 £ 1.65 millions/mL), la différence est hautement significative
pour le Pb (p<0.001) et tres significative pour le Cd (p<0.01). Le co-traitement par W. frutescens
avec la dose de 200 mg/kg/j chez les groupes exposés aux Pb (39.87 + 1.5 millions/mL) et Cd
(42.5 £ 9.44 millions/mL) signale une sensible augmentation de concentration des
spermatozoides par rapport aux rats intoxiqués, la différence est hautement significative
(p<0.001). De plus, le nombre de spermatozoides chez le groupe traité par I’extrait seul a la
dose de 200 mg/kg/j de W. frutescens (41.8 £ 8.16 millions/mL) est resté intact et n'était pas
différent significativement de celui des rats témoins (46.6 + 1.65 millions/mL). Par contre,
I’administration de ’extrait de W. frutescens a la dose de 400 mg/kg/j chez les groupes
intoxiqués au Pb (17.27 £ 7.51 millions/mL) et au Cd (14 + 10.48 millions/mL) a exercé une
répercussion négative tres sévere sur la concentration des spermatozoides en diminuant
significativement leur nombre, comparativement aux témoins et aux traités a la dose de

200mg/kg. Egalement, le témoin positif traité par 400 mg/kg/j de W. frutescens seul (27.2
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8.78 millions/mL) enregistre aussi une réduction tres significative (p<0.01) du nombre de

spermatozoides par rapport au rats témoins.
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Figure 22 : Nombre de spermatozoides dans les différents groupes. * comparativement aux

témoins, # comparativement au groupe traité par le plomb. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

La réduction du nombre de spermatozoides chez les groupes traités au Pb et au Cd peut
étre due a une baisse du taux de testostérone induite par ces métaux, car la production des
spermatozoides (spermatogenese) est sous le contréle de cette hormone (Christin-Maitre et
Young, 2022; Walker, 2021). Les répercussions du Pb et du Cd sur les parametres
spermatiques concordent avec beaucoup de résultats précédents rapportés dans la littérature
scientifique. En effet, I'injection intrapéritonéale de 20 mg/kg/j d'acétate de plomb pendant 35j
a entrainé une diminution significative du nombre, de la motilité et de la viabilité des
spermatozoides chez les rats (Masoud et al., 2015). De plus, I'administration de 0.1% d’acétate
de plomb par voie orale a des rats pendant 70j a entrainé une diminution significative de la
concentration des spermatozoides et du pourcentage des spermatozoides mobiles (Dorostghoal
et al., 2014). Des résultats similaires ont été relevés lors de I’exposition au Cd, dont I'injection
intrapéritonéale de 1 mg/kg pendant 16 j a conduit a une baisse du nombre, de la motilité et de
la vitalité des spermatozoides (Asadi et al., 2014). En outre, Des rats injectés par 0,5 mg/kg de
chlorure de cadmium ont présenté une diminution du pourcentage des spermatozoides mobiles,
du degré de motilité et du nombre de spermatozoides avec une augmentation significative du
pourcentage moyen de spermatozoides morphologiqguement anormaux (Hamidi et al., 2015).

Il est bien connu que les métaux lourds exercent un impact génotoxique sur les cellules
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germinales (Bhardwaj et Panchal, 2021). Selon une étude récente, le cadmium entraine une
fragmentation de I’ADN et un défaut dans le processus de réparation de I’ADN an niveau des
spermatocytes (Li et al., 2023).

Cet dépérissement de la densité des spermatozoides peut aussi étre provoqué par le stress
oxydatif qui est lI'un des principaux mécanismes de la toxicité de ces métaux (Behairy et al.,
2022). Effectivement, les spermatozoides sont trés sensibles au stress oxydatif car ils ne
disposent pas d'une protection antioxydante significative en raison de leurs quantités
importantes d'acides gras polyinsaturés membranaires (dont I'acide docosahexanoique), leur
volume limité et de leur distribution restreinte de cytoplasme qui contient une seule et unique
source limitée d'’ADN et un mécanisme unique et limité de détection et de réparation des
dommages causés a ' ADN (I’enzyme de la 8-oxoguanine ADN glycosylase). De plus, a cause
de la morphologie particuliére du spermatozoide (SPZ), les enzymes antioxydantes ne
parviennent pas a protéger la membrane plasmique entourant ’acrosome et la queue ; la santé
et la fertilité des SPZ dépend principalement du systéme antioxydant du plasma séminal
(Aitken et al., 2016; Petrone et al., 2023). Physiologiquement, les spermatozoides sont
caractérisés par la génération d’une faible quantiteé de ERO mitochondrialles afin d'entrainer
l'augmentation de la phosphorylation de la tyrosine associée a leur capacitation (Bisht et al.,
2017; O’Flaherty et Scarlata, 2022; Takalani et al., 2023). La susceptibilité aux attaques
oxydatives est exacerbée lors de I’inhibition des enzymes antioxydantes testiculaires. En effet,
I'exposition au Pb peut induire une diminution des activités des enzymes SOD, glutathion
peroxydase (GPX) et catalase, et une augmentation du MDA dans le tissu testiculaire (Hassan
et al., 2019; Rao et al., 2016). De méme, 1’exposition aigué ou chronique au Cd peut perturber
I'activité de SOD et la concentration de MDA (Djuric et al., 2015). L’inhibition de ces enzymes
antioxydantes conduit a I’oxydation des lipides membranaires qui activent la voie apoptotique
intrinséque dans les spermatozoides et inhibent leur mouvement (Aitken et al., 2016).

L’extrait éthanolique des racines de W. frutescens a amélioré le niveau de testostérone
plasmatique, ce qui s’est traduit évidemment par I’activation de la spermatogenese et donc
I’augmentation certaine du nombre de spermatozoides. En plus, en tant qu’antioxydant, avec
ses constituants actifs dotés de propriétés antioxydantes, il peut réduire la production des ERO
ou piéger les radicaux libres généré par le Pb et le Cd ou encore activer le systeme antioxydant
dans les testicules. L'analyse phytochimique a révélé que cette plante est riche en alcaloides,
saponines, mucilages, polyphénols et tanins (El Moussaoui et al., 2019a). De plus, son analyse
HPLC a montré la présence de deux composés flavonoides (épicatéchine et apigénine) et de

trois acides phénoliques (acide caféique, acide férulique et acide p-coumarique) (El Moussaoui
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et al., 2020c). Ces composés sont bien connus pour leur bioactivité antioxydante, qui peut
réduire la génération de radicaux libres et la peroxydation lipidique produite par la toxicité du
ces métaux. Le role bénéfique des antioxydants naturels pour ameéliorer I'infertilité induite par
les métaux lourds a été largement élucidé dans de nombreux travaux récents (Behairy et al.,
2022; Iftikhar et al., 2022; Marini et al., 2022; Unsal et al., 2020). Comparativement a
d’autres travaux, les rats intoxiqués a l'arsénite de sodium et traités par 1’extrait hydro-
éthanolique de Withania somnifera avec la dose 100 mg/kg/j pendant 30 jours ont subi une
augmentation significative du nombre de spermatozoides, ce qui indique une normalisation du
fonctionnement des testicules (Kumar et al., 2015). Lorsque la dose de I’extrait des racines de
W. frutescens est doublée (400 mg/kg/j), cela entraine le déclin du taux de testostérone sérique
et par conséquent, la diminution de la quantité des spermatozoides suite a 1I’inactivation de la

spermatogenese.

9 Résultats histopathologiques

L'étude histologique du testicule et de 1’épididyme a mis en évidence plusieurs
changements histopathologiques induits par le Pb et le Cd ainsi que par I’extrait de racines de

W. frutescens.

9.1. Histologie de testicule

L'examen microscopique du testicule du groupe témoin (Fig. 23 : a, b) a montré des
signes normaux de la spermatogenése. Les tubules séminiféres a pourtour régulier, sont
entourés de tissu interstitiel contenant des cellules de Leydig autour des vaisseaux sanguins. A
I’intérieur des tubules et a proximité de la lame basale résident des spermatogonies qui forment
la premiére couche de la lignée germinale, suivi des spermatocytes primaires de taille élevée
avec noyau arrondi caractéristique, des spermatides rondes, des spermatides allongées et des
spermatozoides (SPZ) a un stade précoce ou avancé de la spermiogenése, attachés a I'apex des
cellules de Sertoli, une densité importante de SPZ matures est rassemblée dans la lumiére des
tubules séminiferes.

L’intoxication par le Pb et le Cd (Fig. 23: ¢, d, e, f) a sérieusement affecté la
morphologie des tubules séminiferes et le processus de la spermatogenése a différents niveaux.
Ces métaux ont provoqué une dégénérescence de I'épithélium germinal et une atrophie des
tubules seéminiféres dont le diametre et le volume ont fortement diminués et le pourtour est
devenu irrégulier avec une structure lache, et ou les cellules de Sertoli présentaient de

nombreuses vacuoles, toutes placées sur un plan irrégulier de la membrane basale. Les
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spermatogonies se sont détachées de la lame basale et des cellules de Sertoli et ont migré vers
la lumiere, et dans la lumiére des tubules les spermatozoides sont absents. Certains tubules
séminifeéres sont vides et d’autres sont désorganisés en totalité. L.’espace interstitiel s’est élargi

et renferme un nombre sensiblement réduit de cellules de Leydig.

Figure 23 : Coupes histologiques du testicule chez le groupe témoin (a et b), le groupe traité
avec le Pb (c et d) et le groupe traité avec le Cd (e et f). MBI : membrane basale irréguliére,

Sg : spermatogonies, Sz : spermatozoides, T : tissus interstitiel, V : vacuole. (HE).
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D'autres modifications histologiques ont également été observées (Fig. 24) chez le
groupe traité au Pb ; un agrégat de cellules géantes multinucléées est clairement apparu dans

les tubules séminiferes et certaines des spermatogonies présentaient un aspect d'apoptose.

Figure 24 : Coupes histologiques du testicule chez le groupe traité avec le Pb ; CGM :

cellules géantes multinucléées, FA : fragmentation d’ADN, MA : membrane apoptotique
(HE).

La dégénerescence des tubules séminiferes, la perte des cellules germinales et ’absence
de SPZ dans la lumiére des tubules séminiféres causées par le Pb et le Cd sont tous des signes
pathologiques comme ceux rapportés précedemment (Kelainy et al., 2019; Massanyi et al.,
2020). Les manifestations néfastes occasionnées par le cadmium sur le testicule des
mammiféres sont largement exposés dans I’article review de Zhu et al., (2020). Des études ont
également noté une atrophie des tubules séminiferes, une apoptose des cellules germinales avec
la formation de nombreuses vacuoles dans les cellules de Sertoli, I'apparition de cellules géantes
multinucléées et une réduction du nombre de cellules de Leydig et une structure lache (Abdel
Moniem et al., 2010; Al-Okaily et Murad, 2021; Garu et al., 2011; Makhlouf et al., 2008;
Predes et al., 2010; Sayed et al., 2014; Shan et al., 2009). Une exposition continue au plomb
a entrainé une diminution significative du nombre, de la motilité, de la viabilité et de la
morphologie des spermatozoides (P < 0,001). Le nombre de cellules germinales, de cellules de
Leydig, de spermatocytes et le diametre des tubes séminiféres étaient significativement
diminués (P < 0,001) dans le groupe soumis au plomb (Bajgiran et al., 2023).

D'autres métaux lourds tels que le vanadium, I'arsenic, le cuivre et le mercure ont conduit
aux mémes altérations tels que la vacuolisation de I'épithélium séminifere, le détachement des
cellules germinales et la dégénérescence de I'épithélium séminiféere en plus de la mort des

cellules germinales et des dommages aux cellules de Leydig (Bhardwaj et al., 2021; Ghorbel-
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Koubaa et al., 2022; Machado-Neves, 2023; Massanyi et al., 2020; Rachamalla et al., 2022).
Chez le rat géant d’Afrique (Cricetomys gambianus) exposé au metavanadate de sodium
(3mg/kg) par voie intrapéritonéale pendant 14 jours consécutifs, ’analyse ultrastructurale du
testicule a révélé une vacuolisation du cytoplasme et du noyau des cellules germinales et de
Sertoli, ainsi qu'un gonflement et une vacuolisation mitochondriale. 1y avait une désintégration
sévere des tubules séminiferes, une atrophie et une dégénérescence des cellules myéloides et
une apoptose des cellules de Leydig, de Sertoli et germinales (Usende et al., 2022).

La dégénérescence de I'épithélium germinal est probablement associée aux faibles
concentrations de testostérone. Walker, (2021) a indiqué que la fonction des cellules de Sertoli
et le développement des cellules germinales au cours de la spermatogénese dépendent de
niveaux adéquats de testostérone, tandis que sa réduction entraine la rupture des jonctions
cellules de Sertoli-cellules germinales et I'apoptose des cellules germinales (Concessao et al.,
2023; Venditti et al., 2021).

La vacuolisation des cellules de Sertoli est considérée comme un marqueur
morphologique de leur lésion affectant leur régulation paracrine ou la plupart des vacuoles
révélées sont formées par la dilatation et la vésiculation des citernes du réticulum
endoplasmique et le gonflement des mitochondries (Nolte et al., 1995). De plus, Zhou et al.
(2019) ont démontré que le traitement au plomb augmente l'expression de la protéine pro-
apoptotique Bax et diminue l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui entraine
I'apoptose des cellules de Sertoli.

Dans le méme sens, il a été conclu que le Pb et le Cd modifient probablement la jonction
serrée entre les cellules Sertoli-Sertoli qui composent la barriere hémato-testiculaire protégeant
les cellules germinales des molécules cytotoxiques pendant la spermatogenese et créant un
compartiment immunologiquement privilégié (Zhou et al., 2022). Considérant qu'il convient
de noter que les cellules de Sertoli bloquent la réponse immunitaire aux auto-antigenes en
sécrétant une molécule immunosuppressive (Cheng et Mruk, 2012). Effectivement,
I'administration du Pb et du Cd perturbent significativement la barriere hémato-testiculaire et
l'expression des génes impliqués dans sa structure et sa fonction ainsi qu’ils modifient les
interactions entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales (Adhikari et al., 2000; Dolati
et al., 2020; Luaces et al., 2023; Venditti et al., 2021). On outre, le chlorure de cadmium testé
sur les lignées de cellules de Sertoli SerWa3 altére les interactions directes entre les cellules de
Sertoli-Sertoli de deux maniéres : soit en modifiant les niveaux de protéines de jonction

(principalement la N-cadhérine et la connexine 43), soit en induisant une délocalisation
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cytoplasmique rapide de ces protéines membranaires (Fiorini et al., 2004; Ramos-Trevifio et
al., 2018; Zhu et al., 2020).

Ces dommages testiculaires observés peuvent aussi étre corrélés a la perturbation de
I'équilibre entre les ERO et les enzymes antioxydantes sachant que le testicule est le principal
organe cible du stress oxydatif en raison de sa teneur élevée en lipides membranaires
polyinsaturés (Takalani et al., 2023; Walke et al., 2023). Abdel Moniem et al., (2010) et
Udefa et al., (2020) ont constaté une réduction des niveaux d'antioxydants testiculaires,
notamment le glutathion, la catalase, la superoxyde dismutase, ainsi qu'une peroxydation
lipidique chez les rats exposeés a I'acétate de plomb. En interférant avec les groupes sulfhydryles,
le Cd influence non seulement la fonction des protéines kinases activées par des agents
mitogenes, mais aussi I'état redox de la cellule, par conséquent, le niveau des ERO s'éleve
(Shojaeepour et al., 2021). Certains chercheurs ont suggéré que les cellules géantes
multinucléées pouvaient résulter de la fusion des spermatides adjacentes endommagées due a
des altérations des ponts intercellulaires (Chapin et al., 1983; Singh et Abe, 1987), ou générées
lors de I'échec de la réplication des chromosomes ou de la division cellulaire (Chinoy et al.,
2004), ou lors d'une augmentation de la capacité phagocytaire des cellules spermatogenes
apoptotiques (Khattab, 2007). Ces cellules semblent étre I'un des signes vitaux de I'atrophie
testiculaire et sont positivement engagées dans la géneration de radicaux libres (Barbhuiya et
Sengupta, 2015).

En outre, l'inflammation testiculaire est I'un des facteurs clés de Il'infertilité masculine
(Kucukler et al., 2020). Une étude récente a indiqué que le Pb provoque une inflammation en
augmentant la synthese de l'oxyde nitrique (NO) et les niveaux de NF-kB et TNF-a (lleriturk
et al., 2020). Egalement, le Cd induit I’augmentation de ' ADN p65 de NF-kB, du p-IKKf, des
niveaux de TNF-a et la diminution des niveaux d'IL10 (Yu et al., 2020). Chez des rats
intoxiqués au Pb, I'expression génique des médiateurs pro-inflammatoires dans les testicules
ainsi que leurs taux sériques ont eté déterminés. L'analyse des ARNm testiculaires de TNF-a,
IL-6, IL-1P et iNOS a montré une augmentation remarquable et significative chez les rats ayant
recu du Pb par rapport au contréle (P <0,001) (Alotaibi et al., 2023).

En revanche, ’observation microscopique chez les groupe co-traités avec l'extrait de
racines de W. frutescens a la dose de 200 mg/kg (Fig. 25) montre une amélioration de la quasi-
totalité des dommages testiculaires occasionnés par le Pb et le Cd, y compris les tubules
atrophiés, cellules germinales dégénérées, apoptose, cellules géantes et vacuolisation des
cellules de Sertoli. Les coupes histologigques présentaient une spermatogenése normale dans la

plupart des tubules séminiféres avec une membrane basale intacte et réguliére et une lumiére
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pleine de spermatozoides. En outre, le traitement a la W. frutescens sans exposition au Pb et Cd

a permis d'obtenir une architecture histologique normale comparable a celle des témoins.

Figure 25 : Coupes histologiques des testicules chez le groupe traité avec le Pb + 200 mg/kg
de W. frutescens (a et b), le groupe traité avec le Cd + 200 mg/kg de W. frutescens (c et d) et
le groupe traité avec 200 mg/kg de W. frutescens seul (e et f). CL : cellule de Leydig, Sg :
spermatogonies, Sz : spermatozoides, TI : tissus interstitiel. (HE).
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Les mécanismes par lesquels W. frutescens a diminué les dommages testiculaires induits
par le Pb et le Cd peuvent étre probablement due a sa propriété antioxydante via la réduction
de la production de ERO. En effet, notre analyse phytochimique a révélée qu’elle est riche en
composants antioxydants et anti-inflammatoires (acide caféique, acide homovanilique, DDMP,
acide palmitique, a-Cyperone, et drosophiline A). Comme il a été noté précédemment, cette
plante est riche aussi en alcaloides, saponines, mucilages, polyphénols, tanins, flavonoides
(épicatéchine et apigénine) et acides phénoliques (acide caféique, acide férulique et acide p-
coumarique) (EL Moussaoui et al., 2019a, 2020c). Ces composés sont bien connus pour leur
bioactivité antioxydante, qui peut réduire la génération de radicaux libres et la peroxydation des
lipides. D’autre part, son puissant potentiel anti-inflammatoire peut réguler I'apparition
excessive des cellules apoptotiques dans les tubules séminiféres. Par ailleurs, il a été constaté
que les withanolides ont des effets prometteurs sur l'inhibition du NO, le facteur clé de
I'inflammation testiculaire. En effet, le docking (ou amarrage moléculaire) a revelé de fortes
affinités de ces composés avec la protéine de I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (Dong
etal., 2019). Ces phytostéroides servent freqguemment de molécules de signalisation et semblent
étre essentiels au maintien de la perméabilité et de la fluidité des membranes. Ils ont également
été utilisés pour traiter une série de maladies, notamment le cancer, le diabete et I'inflammation
(Marahatha et al., 2021). En outre, le role bénéfique des antioxydants naturels dans la lutte
contre l'infertilité causée par les métaux lourds a été largement élucidé dans de nombreux
travaux récents (Ghafouri-Fard et al., 2021; Iftikhar et al., 2022; Marini et al., 2022;
Takalani et al., 2023).

Cependant, I'examen microscopique du testicule des groupes de rats soumis au co-
traitement métaux-extrait de W. frutescens a la dose de 400 mg/kg a révélé une mosaique de
tubules séminiferes différents, allant de tubules présentant une spermatogenése compléte, ou
incompléte bien que réduite, a des tubules dont la maturation est arrétée jusqu'au niveau des
spermatocytes (Fig. 26). Les images histologiques ont montré que le tissu testiculaire reste
endommagé y compris la diminution des spermatozoides dans la lumiére et I’éloignement des
spermatogonies de la lame basale plaiderait en faveur de la séparation des compartiments
cellulaires basaux (les spermatogonies) et adluminaux (Les spermatocytes, spermatides...etc.)

dans certains tubules. Par contre, ’absence des cellules géantes et apoptotiques a été remarqué.
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Figure 26 : Coupes histologiques des testicules chez le groupe traité avec le Pb + 400 mg/kg
de W. frutescens (a et b), le groupe traité avec le Cd + 400 mg/kg de W. frutescens (c et d) et
le groupe traité avec 400 mg/kg de W. frutescens seul (e et f), DSg : détachement des

spermatogonies. (HE).

Les premiers signes de dégénérescence des cellules germinales pourraient entrainer une
perturbation de la structure de leurs plasmalemmes, ce qui provoquerait leurs détachements et
leurs apparitions dans la lumiére des tubules séminiféres. Par conséquent, la réduction des
niveaux plasmatiques de testostérone peut avoir entrainé cet effet négatif sur la spermatogenése.

Plusieurs études ont supposé que la consommation élevée de fructose chez les rats pubéres et
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péripubéres provoque une altération de la spermatogenése et de la production quotidienne de
spermatozoides. Effectivement, des rats Wistar exposés au fructose (30 % ou 20%) ont présenté
une dégénerescence, une nécrose, une atrophie des tubules séminiféres, une vacuolisation des
cellules de Sertoli et des spermatogonies, des cellules immatures dans la lumiere et une
apoptose des cellules germinales (Dokumacioglu et al., 2018; Medaglia et al., 2021;
Meydanli et al., 2018; Yildirim et al., 2018). Or, I’analyse GC-MS de ’extrait de racines de
W. frutescens a démontré la richesse de cet extrait en fructose, en plus du saccharose qui sera
métabolisé en glucose et fructose, on peut conclure que I’extrait de notre plante dosé a
400mg/kg contiendrait une quantité supérieure de fructose. Cette teneur élevée en fructose dans
I’extrait a la dose de 400mg/kg aurait été probablement ’agent responsable de la genése de
toutes ces altérations testiculaires. Toutefois, I’effet inhibiteur de ’extrait & 400mg/kg sur la

fonction testiculaire mérite d’étre élucider.

9.2. Résultats morphométriques des parametres testiculaires

Les indices de différenciation tubulaire (TDI) et de spermiogénése (SPI) sont exprimés
en pourcentage dans le tableau 07. D’aprés ces résultats, il a €té remarqué que le TDI et le SPI
chez les rats exposés au Pb et au Cd ont montré une diminution hautement significative
(p<0.001) par rapport au groupe témoin avec des pourcentages de diminution de de 49,2 % et
67,2 % respectivement pour le Pb, et 75.4 % et 79.1% respectivement pour le Cd.

En revanche, Il est important de souligner que l'administration de I’extrait de W.
frutescens a la dose de 200 mg/kg a des rats intoxiqués au Pb et au Cd a restauré de maniere
hautement significative (p<0.001) les TDI et SPI par rapport au groupes exposés au Pb et au
Cd seuls. Alors que, aucune différence n’a ét¢ montrée dans ces parametres par rapport au
groupe non traité (témoin). De méme, chez les rats traités uniquement avec I’extrait de W.
frutescens dosé a 200 mg/kg, les parametres mentionnés ne différaient pas de maniére
significative par rapport aux rats témoins.

L’exposition des rats aux métaux lourds Pb/Cd combinée a I’extrait de W. frutescens
concentré a 400mg/kg, les pourcentages de ces deux parametres (TDI et SPI) sont réduits de
facon hautement significative (p<0.001) par rapport aux témoins. De plus, le groupe traité avec
I’extrait de W. frutescens seul dosé a 400 mg/kg a manifesté une diminution hautement

significative (p<0.001) dans ces deux parametres par rapport aux témoins.
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Tableau 07 : Indice de différenciation tubulaire (TDI) et indice de spermiogénese (SPI)
dans les différents groupes.

Groupes TDI (%) SPI (%)
Témoin 79.61 + 17.40 78,74 £12.69
Pb 40.37 + 17.74 *** 25.78 + 19.47 ***
cd 19.51 + 11,55 *** 16.38 + 10,75 ***
Pb + 200 mg/kg de W. f 75.86 + 13.46 ## 74.48 + 11.83 #4#
Cd + 200 mg/kg de W. f 76.28 + 13.95 @00 80.72 + 11.35 @00
Pb + 400 mg/kg de W. f 54.93 + 22.36 *** 43.76 % 10,10 ***
Cd +400 mg/lkg de W. f  44.54 + 11.56 *** 3@ 41.99 + 1245 ***
200 mg/kg de W. f 84 +7.95 78.93 + 11.06
400 mg/kg de W. f 41.16 % 9.75 *** 51.53 £ 22,01 ***

*** p <0.001 en comparaison avec le groupe témoin, ### p<0.001 en comparaison avec le

groupe traité au Pb, @@@ p<0.001 en comparaison avec le groupe traité au Cd.

Les indices de différenciation tubulaire (TDI) et de spermiogénese (SPI) peuvent fournir
des informations sur le degré d'endommagement du testicule en tant que conséquence de la
perte de cellules germinales. Le processus d'oxydation induit par le Pb et le Cd entraine la
production de radicaux libres, qui provoquent par conséquent une diminution du niveau de
testostérone d’un coté, et une réduction significative de ces indicateurs dans les tubules
séminiferes d’un autre coté. Plusieurs études dans la littérature scientifique ont également
exprimé ces résultats (Chen et al., 2020; Masoud et al., 2015; Shubina et Dudenkova, 2016).
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La testostérone en tant qu’hormone essentielle pour la spermatogenése, la maturation et
la motilité des spermatozoides, toute perturbation de sa biosynthése ou sa sécrétion peut affecter

négativement la structure et la fonction du testicule et conduire a une infertilité.
9.3. Histologie de I’épididyme

Les coupes histologiques de I'épididyme distale (EPD) du groupe témoin ont illustré des
tubules réguliers et circulaires avec un épithélium cylindrique pseudostratifié qui est séparé du
tissu conjonctif par une membrane basale intacte. Une quantité dense de spermatozoides a été
observee dans la lumiére tubulaire. L'espace extra-tubulaire contenait des vaisseaux sanguins
dans le tissu conjonctif interstitiel (Fig. 27 a). L’examen histologique de I’EPD des groupes de
rats traités au plomb et au cadmium n’a révélé aucune différence dans la morphologie de
I’épididyme, a 1’exception de 1’absence des SPZ dans la lumiere et la présence de quelques
débris cellulaires pouvant étre des cellules germinales dégénerées qui se sont détachées de
I’épithélium germinal (Fig. 27 b, c). La structure histologique de I’EPD des rats intoxiqués au
plomb et au cadmium et traités avec 1’extrait éthanolique de racines de W. frutescens a la dose
de 200mg/kg, est comparable a celle des rats témoins, les tubules ont un pourtour regulier et
sont remplis de nombreux spermatozoides (Fig. 27 d, e€). Les mémes caractéristiques
structurales ont été observees dans le groupe de rats traités avec ’extrait de W. frutescens seul
a la dose de 200mg/kg (Fig. 27 f). Au contraire, une prolifération du tissu conjonctif
intertubulaire et un épaississement de la paroi musculaire avec une nette réduction de la densité
des SPZ dans la lumiére de ’EPD ont été examinés dans les trois groupes de rats exposées aux
métaux Pb/Cd mélangés avec I’extrait dosé a 400mg/kg (Fig. 27 g, h) et ceux administrés avec

I’extrait seul (Fig. 27 i).
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Figure 27 : Coupes histologiques de 1’épididyme distal chez le groupe témoin (a), les groupes
traités avec le Pb et le Cd (b et ). Les groupes traités avec les Pb/Cd + 200 mg/kg de W.
frutescens (d et e) et le groupe traité avec 200 mg/kg de W. frutescens seul (f). Les groupes
traités avec les Pb/Cd + 400 mg/kg de W. frutescens (g et h) et le groupe traité avec 400
mg/kg de W. frutescens seul (i). Sg : spermatogonies, Sz : spermatozoides, TI : tissue
interstitiel. (HE).

La diminution des spermatozoides dans la lumiere des tubules chez les groupes traités par
le Pb et le Cd a été notée dans plusieurs études précédemment (Abarikwu et al., 2018; Ouarda
et al., 2021; Sayed et al., 2014). Un impact dévastateur du cadmium sur la morphologie de
I’épididyme et une nette diminution des SPZ dans sa lumiére ont été mentionnés par (Lamas et
al., 2017) chez le rat recevant 1.2 mg/kg de Cd par voie injectable pendant 80 jours. Cette
observation est le reflet des résultats histologiques des testicules et leur faible densité de
spermatozoides dans la lumiére des tubules séminiféres. Chez des rats, aprés une administration
per-orale subchronique de cadmium a 30 mg/L, de diazinon a 40 mg/L, de cadmium a 30 mg/L
et de diazinon a 40 mg/L, respectivement, I'analyse histologique n'a pas révélé de différences

dans la morphologie de I'épididyme des rats, a I'exception de la formation de vacuoles au sein
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de I'épithélium pseudostratifié suite a I’exposition au cadmium et a I'exposition combinée au
cadmium et au diazinon dans laquelle en outre un élargissement de I'espace interstitiel a été
constaté. De plus, aucune altération marquée de l'intégrité structurelle de I'épididyme n'a été
observée chez les rats aprés exposition au diazinon seul (Adamkovicova et al., 2014). D’autres
métaux lourds tel que I’arsenic provoquent des effets défectueux sur la morphologie et la
physiologie de I’épididyme (da Cunha de Medeiros et al., 2019; Machado-Neves, 2023).

De méme, des altérations structurales avec hypertrophie du tissu interstitiel, une
augmentation des marqueurs de I’inflammation et un effondrement des enzymes du systéme
antioxydant avec une augmentation du MDA et RONS (reactive oxygen and nitrogen species)
ont été rapportés chez des rats exposés au manganeése (15 mg/kg p.c.) par gavage pendant 14
jours consecutifs (Owumi et al., 2020). Les mémes altérations sur les parametres spermatiques,
le profil hormonal, I’histologie du testicule et les marqueurs du stress oxydant ont été ont
démontrés dans les testicules des rats sous injection intramusculaire chronique d’une faible dose
de 0.07ug/kg/j de chlorure de Mercure (HgCl) pendant 60 jours (Martinez et al., 2014;
Massany et al., 2020).

L’amélioration de ce paramétre chez les rats co-administrés avec le mélange métaux
lourds/extrait de W. frutescens a la dose de 200 mg/kg renvoie toujours au taux de testostérone
sérique qui a eté rétabli a une valeur similaire a celle des témoins. Par contre, la réduction du
taux de cette hormone chez les rats traités avec I’extrait seul a la dose 400 mg/kg peut avoir

entrainé cet effet négatif sur la densité des spermatozoides dans les tubules.
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L’infertilité est un probléme de santé publique majeur car la santé reproductive est
cruciale pour la survie de I’espéce humaine. La littérature actuelle établit un lien entre les
contaminants environnementaux et I'infertilité, et les métaux lourds sont considérés comme
I'un des principaux composés responsables du déclin de la fertilité masculine. La médecine
conventionnelle se retrouve inapte a apporter le remede approprié. Or, méme si la solution a
I’infertilité réside dans la médication de synthése, cette derniére n’est pas réellement efficace
et est associee a de nombreux effets secondaires. Le recours a la médecine traditionnelle est
indispensable car elle a fait ses preuves sur I’amélioration de la fertilité dans de nombreux cas
d’infertilité. En plus, elle est peu couteuse, aisément accessible et sans effets indésirables.
L’objectif de cette étude est 1'utilisation d’une plante médicinale, Withania frutescens contre la
reprotoxicité liée aux metaux lourds (cadmium et plomb). La Withania frutescens appartient au
patrimoine végétal algérien non valoris€ car elle n’a fait 1’objet d’aucune étude
pharmacologique, ethnobotanique et phytochimique en Algérie.

Les résultats obtenus ont révélé la richesse de I'extrait éthanolique des racines de Withania
frutescens en composés phénoliques avec une valeur de 63,23 + 3,82 mg EAG/g d’extrait. La
GC-MS et GC-MS/MS a identifié plusieurs composés phénoliques dotés de diverses activités
biologiques. Une activité antiradicalaire importante a été notée sur DPPH (25.16 + 1.21 pg/ml)
et un pouvoir réducteur du fer modéré a été révélé avec le FRAP (163.19 £ 6.01 pg/ml). Par
contre, les racines de la plante sont pourvues d’une capacité antiinflammatoire importante, mise
en évidence avec les tests, d’inhibition de 1’hémolyse (stabilisation de la membrane
érythrocytaire) et d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA).

L’¢tude in vivo a deémontré un serieux endommagement histopathologique et
morphométrique du testicule, exprimé sur des cellules germinales dégénérées avec absence de
spermatozoides et des cellules de Leydig et de Sertoli vacuolisées ; les parametres spermatiques
et la production de testostérone sont extrémement altéres.

Le traitement avec W. frutescens a la dose de 200 mg/kg a nettement amélioré la quasi-
totalité des changements pathologiques hormonal, spermatique et tissulaire. Cette dose a rétabli
les niveaux de testostérone serique a la valeur normale ce qui a conduit a I’activation de la
spermatogenc¢se et donc 1’augmentation de la densité spermatique. Contrairement a la dose
400mg/kg dont les répercussions sont négatives sur tous les parametres étudiés. Ce qui nous
ameéne a conclure que W. frutescens est inhibitrice a dose élevée.

Ce modeste travail est considéré comme une étape préliminaire et pose les bases

scientifiques pour démontrer et valider les avantages thérapeutiques de W. frutescens comme
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plante meédicinale avec un statut antioxydant et antiinflammatoire par excellence. Les désordres
occasionneés a la fonction testiculaire par les métaux lourds testés ont été nettement améliorés
par les racines de cette plante. Les données présentées caractérisent, le plomb et le cadmium
comme étant sérieusement toxiques pour les processus de la spermatogénése et la
stéroidogenése ainsi que 1’axe gonadotrope, et apportent des informations précieuses sur le
bénéfice de la plante alloué a la sphere génitale juste avec une faible dose de 200mg/kg/j.
Withania frutescens peut donc étre considéré comme un produit thérapeutique naturel potentiel
recommandé dans le traitement des troubles de la fertilité masculine liés a ces agents polluants

et dans la prise en charge de I’infertilité en général.

Cette investigation ouvrira de nouvelles perspectives, pour tirer profit pleinement des

vertus thérapeutiques de cette plante, il est important de :

» Etendre I’étude sur les parties aériennes de la plante et varier les solvants.

> Doser les métaux lourds dans les homogénats tissulaires et dans le plasma séminal par
le SAA.

> Evaluer les paramétres du stress oxydatif dans les homogénats tissulaires et le plasma

séminal.
» Envisager de mener une étude sur les prépubeéres, in utero et les femelles.

» Compléter et confirmer les résultats histologiques par des données ultra-structurales

avec 1'usage de la microscopie ¢lectronique.
» Focaliser un travail approfondi sur la cellule de Leydig et la cellule de Sertoli.

> Approfondir le travail sur les effets hépatoprotecteur, néphroprotecteur,
antiinflammatoire et antioxydant in vivo, antidiabétique in vitro et in vivo, et

antimicrobien.

» Envisager de tester la plante contre les effets délétéres des perturbateurs endocriniens et
des agropesticides sur les fonctions physiologiques et essentiellement sur la fonction de

reproduction.
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Elargir le travail sur les autres organes reproducteurs et I’axe gonadotrope en dosant la

FSH et la LH et éventuellement d’autres hormones.

Aborder le volet enzymatique telles que les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et
leur role déterminant dans le remodelage tissulaire en particulier sur la barriére hémato-
testiculaire et les remaniements structuraux du compartiment intertubulaire et la lame

basale.

Etendre I’¢tude sur les éventuelles répercussions de la plante sur les désordres
neurologiques, métaboliques et les néoplasies. Les bénéfices analgésiques, sédatifs,

antispasmodique et gastro-intestinaux.

Employer d’autres méthodes (immunohistochimie, western blot, PCR, etc.)
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Annexe 01 : Géographie de Sidi Belattar.

Annexes

Coordonnées géographiques

Latitude: 36.0267, Longitude: 0.26931
36° 1'36" Nord, 0° 16’ 10" Est

Altitude 12m
) Semi-aride sec et chaud (Classification de
Climat
Kdppen: BSh)
Superficie 8 800 hectares (88,00 km?)

Annexe 02 : Composition des granules a base de mais ONAB (régime standard)

Compositions

Quantité (%)

Protéines 14.5
Lipides 7.5
Glucides 55.8
Cellulose 5.4
Eau 11
Matériel minérales 9.5
Energie métabolisable (KJ/g) 14.6
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Annexe 03 : Courbes d’étalonnage de I’acide gallique, la quercétine et la catéchine.
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Figure 01 : Droite d’étalonnage d’acide gallique.
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Figure 02 : Droite d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 03 : Droite d’étalonnage de la catéchine.
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Annexe 04 : Chromatogramme des compositions phytochimiques
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Figure 01 : Chromatogramme de GC-MS de I'extrait éthanolique de racines de W. frutescens.
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Figure 02 : Chromatogramme de GC-MS/MS de I'extrait éthanolique de racines de W.

frutescens.



Annexe 05 : Activités biologiques.

Annexes

Testes Standard

Extrait de racines de W. frutescens
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Figure 05: Pouvoir anti-hémolytique de

ascorbique. ERWF.
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Figure 06: Pouvoir anti-hémolytique
de ERWF.
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Figure 07: Inhibition de dénaturation
d’albumine par Diclofénac.
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Publication internationale :

Bentaiba, K., Belhocine, M., Chougrani, F., Bououdina, M., Mostari, A., Fernini, M.,
and Bouzouina, M. (2023). Effectiveness of Withania frutescens root extract on testicular
damage induced by lead acetate in adult albino rats. Reproductive Toxicology, 115, 102-110.
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2022.12.006.

Communications nationales :

> 10°™ Journées Nationales des Sciences de la Nature et de la Vie (JNSNV 2021). Les
16, 17 et 18 novembre, Université : Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem : Titre :
Cadmium et infertilité masculine. Auteurs : Bentaiba Karima, Belhocine Mansouria,
Chougrani Fadela, Homrani Abdelkader.

» 1% séminaire national sur : Valorisation des ressources naturelles et de I'environnement
(VNRE 2022) tenu le 30 mars 2022, Universiteé : Université de Sétif. Titre : Etude de
l'activité antioxydante de I'extrait de Withania frutescens. Auteurs : Bentaiba Karima,

Belhocine Mansouria, Chougrani Fadela, Homrani Abdelkader.

Communications internationales :

» 1° Séminaire International sur les perturbateurs endocriniens, I'environnement et la
reproduction (PEER 2021), Université : Saad Dahlab BLIDA 1, Faculté des sciences
naturelles et de la vie, Prix de la meilleure "communication par affiche électronique™.
Titre : Effets toxiques du plomb sur les testicules des rats Wistar. Auteurs : Bentaiba
Karima, Belhocine Mansouria, Chougrani Fadela, Homrani Abdelkader.

> 1°¢ Journées Internationales des Sciences de la Nature et de la Vie (INDNS 2022)
Organisées les 01 et 02 mars 2022. Université de Ouargla. Titre : Effets toxiques du
cadmium sur les testicules des rats Wistar. Auteurs : Bentaiba Karima, Belhocine
Mansouria, Chougrani Fadela, Homrani Abdelkader.

» 1% International Seminar on Valorisation of Bioresources in Environment and Health
(VBEH 2023), Organisées les 10 et 11 May 2023, Université Echahid Hamma Lakhdar-
El Oued, Titre : L’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait hydroalcoolique des
racines de Withania frutescens, Auteurs : Bentaiba Karima, Belhocine Mansouria,
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