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Résumé

Le tabac est I'un des agents les plus incriminés dans les infertilités masculines. Toutefois,
ses répercussions sur la reproduction, en dehors de la grossesse et du développement
embryonnaire et feetal, sont peu évaluées. L’'objectif principal de notre étude est d’évaluer les
effets des alcaloides totaux du tabac (ATT) sur la structure histologique des testicules, les
parameétres du sperme et le taux des hormones sexuelles, et de mettre en évidence le lien entre
ces effets et le stress oxydatif supposé d’étre un mécanisme majeur d’'induction de ces derniers.
Une deuxiéme partie de la recherche est désignée a examiner l'effet protecteur des polyphénols
de thé vert in vivo, aprés avoir réalisé une étude phytochimique in vitro en vue d'une optimisation
de l'utilisation de thé vert en tant qu'une source d’antioxydants. Pour la premieére partie, deux
groupes de rats males de souche WISTAR (n=5) d’'un 4ge moyen de deux mois ont été utilisés. Les
rats ont recus par gavage pendant 30 jours, les ATT a raison de 2,5 mg/kg et 5mg/kg de poids
corporel (G1 et G2 respectivement). Quant a la deuxieme partie, trois autres groupes ont recu la
fraction d’acétate d’éthyle de I'extrait de thé vert (FAE) a raison de 50mg/kg combinée aux ATT a
faible dose (G3) et a forte dose (G4), alors que les animaux du (G5) ont été traités par la FAE seule
pour déterminer la sécurité de ce traitement. Le sixiéme groupe (G6) est considéré comme témoin
pour les deux parties de I’étude. Les animaux de ce groupe ont été traités par le véhicule des
différents extraits (ATT et FAE). Les résultats de I'étude phytochimique ont montré que la FAE
possede 'activité antioxydante la plus puissante par rapport a I'extrait total de thé vert et a ces
autres fractions. Nos résultats ont montré un effet reprotoxique dose dépendant considérable des
ATT a différents niveaux. La diminution de la qualité du sperme a savoir une réduction du nombre,
de la mobilité et de la viabilité des spermatozoides a été constatée. Des atteintes histologiques
notamment une hypotrophie du tissu interstitiel, une réduction du nombre des cellules de la
lignée germinale ainsi qu'une diminution du nombre de spermatozoides dans la lumiére des tubes
séminiféres ont été également notées. Ces effets semblent étre plus prononcés a forte dose des
ATT atteignant la rupture de la barriére hémato-testiculaire et une diminution du nombre des
cellules de Sertoli. Sur le plan hormonal, une diminution sévére du taux de la testostérone quelle
que soit la dose administrée des ATT et une diminution moins importante de la FSH associée a
une augmentation du taux de la LH ont été enregistrées. Ces effets reprotoxiques ont été liés a une
diminution de l'activité antioxydante d’autant plus au niveau testiculaire et épididymaire qu’au
niveau du plasma sanguin, et a une augmentation des taux de TBARS qui témoigne d'une forte
peroxydation lipidique. En outre, la FAE a significativement réduit ces effets avec une
conservation quasi-compléte des différents compartiments et fonctions de la reproduction quand
elle est combinée a la faible dose des ATT, alors qu’avec la forte dose, elle a pu significativement
minimisée les effets des ATT. Cependant, aucun effet toxique n’a été enregistré chez le groupe
traité par la FAE seule. En conclusion, les ATT sont capable d’induire une forte reprotoxicité stress
oxydatif dépendante qui peut étre réduit par I'utilisation des polyphénols de thé vert.

Mots clés : tabac, thé vert, rats males, reprotoxicité, stress oxydatif, antioxydants.




Abstract

Tobacco is one of the most susceptible agents that can induce male infertility. However, its
effects on reproductive system, apart from pregnancy, embryonic and fetal development, are not well
evaluated. The principal aim of our study is to assess tobacco total alkaloids (TTA) effects on the
histological structure of testes, sperm parameters and on sexual hormones, and to highlight the
relationship between these effects and oxidative stress supposed to be a major mechanism of their
induction. A second part of this study was carried out to assess the in vivo green tea protective effects.
Before that, an in vitro phytochemical study was conducted in order to optimize the green tea use
as antioxidants source. First of all, two groups of male WISTAR rats aged of two months (n=>5)
received during 30 days by gavage, TTA at 2,5 mg/kg and 5mg/kg of bodyweight (G1 and G2
respectively), while, for green tea protective effect assessment, animals received the ethyl acetate
fraction of green tea extract (EAF) at 50mg/kg combined with TTA at either low (G3) or high dose
(G4), whereas the animals of the fifth group (G5) were treated by the EAF alone, in order to assess
its safety. For control group (G6), animals received the vehicle of different extracts (TTA and EAF).
Results obtained from the phytochemical study showed that EAF possesses the most powerful
antioxidant activity as compared to green tea total extract and its other fractions. The in vivo study
results showed a dose-dependent reprotoxic effect of TTA on all studied parameters. TTA induced
a dose-dependent decrease in sperm count, motility and viability of sperm cells. These
observations were associated with a histological alteration of testes with interstitial tissue
hypotrophy, reduced sperm cells number in the lumens and a deterioration of spermatogenesis
within seminiferous tubules. These effects seem to be more pronounced at high dose of TTA, with
ruptured blood-testis barrier and a reduced number of Sertoli cells. The hormonal study showed
reduced levels of testosterone and FSH related to a significant increase in LH level at only high
dose. These findings were associated with a decrease of blood plasma, testes and epididymis total
antioxidant activity and high levels of lipid peroxidation. It is to note that EAF treatment has
significantly decreased TTA reprotoxiciy in particular on testes histological structure, sexual
hormone levels and sperm parameters. Furthermore, no related toxic repercussions of EAF has
been observed in G5. In conclusion, TTA exposure can involve a considerable oxidative stress-
dependent reproductive toxicity, which can be reduced using green tea phenolic compounds.

Key words: Tobacco, Green tea, male rats, reptoductive toxicity, oxidative stress, antioxidants.
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Liste des abréviations
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Introduction générale

Introduction

Plusieurs facteurs toxiques qui seraient a l'origine de l'infertilité de toute une
génération, ont commencé a étre répertoriés au cours de la derniere décennie. Ces
facteurs peuvent agir dés la vie intra-utérine de la mere: des polluants, qui se
comporteraient comme des perturbateurs endocriniens sur le feetus male
particulierement, et d’autres toxiques dépendant du comportement. La fertilité peut
également étre altérée par des facteurs environnementaux a I'dge adulte tels que le
cannabis, les antidépresseurs, le poids excessif lié a une alimentation non équilibrée, le
sport intense et le stress, ainsi que I'exposition professionnelle a des substances toxiques
(Hassan et Killick, 2004 ; Alvarez et Devouche, 2012).

Il n'y a pas encore si longtemps, la femme était le plus souvent tenue pour
responsable de la stérilité tout en se fondant sur une logique primaire (Cohen-Bacrie et
al., 2007), cependant, la science vient contredire ce raisonnement traditionnel non fondé
et met l'accent sur 'implication de '’homme dans le retard ou I'absence de grossesse. En
effet, dans environ un tiers des cas, l'infertilité est d’origine masculine et dans un second
tiers les facteurs masculins et féminins sont associés (Khallouk et al., 2010)

Pendant les derniéres décennies, aussi bien la compréhension que le traitement
des infertilités masculines ne sont pas arrivés a résoudre tous les problemes liés a cette
pathologie. Un traitement spécifique et efficace peut étre prescrit seulement dans de tres
rares cas, dont les mécanismes physiopathologiques sont bien compris (Timothy et
Christopher, 2003). En outre, dans une grande proportion des cas, ces mécanismes sont
peu ou pas élucidés, et l'infertilité est classée comme idiopathique. De ce fait, plusieurs
études en font toujours leur objet. Des enquétes menées sur l'infertilité masculine depuis
les années 1980 ont mis en évidence une diminution de la qualité du sperme par la prise
en compte des différents facteurs méthodologiques (standardisation des techniques, délai
d’abstinence, etc...) ce qui a exclu la possibilité que ceci soit lié a une fausse exploration,
puis a orienté les scientifiques vers la recherche des étiologies pour I'expliquer (Jouannet
et al.,, 2001). Des lors, plusieurs substances auxquelles 'homme pourrait étre exposé ont
été soupconnées d’'étre responsables des infertilités masculines (Nudell et al., 2002).
Malgré cet intérét accru pour identifier les causes des infertilités idiopathiques, la
proportion de ces dernieres reste importante de nos jours, avec plus de 30% des cas

dans lesquelles aucune cause n’a pu étre identifiée (Garg et Kumar, 2015).
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Par ailleurs, parmi les différentes substances toxiques auxquelles les infertilités
masculines sont attribuables, I'accent a été mis sur le tabac du fait de sa grande
consommation a travers le monde (Commenges-Ducos, 2006). Le tabac contient plus de
4000 substances toxiques qui peuvent induire des problémes de la santé de tout genre a
savoir des maladies cardiovasculaires, respiratoire et oncologiques (Rodgman et al.,
2000). Cependant les données disponibles sur la reprotoxicité du tabac n’ont pas
démontré d'une maniere concluante de cette reprotoxicité, mais elles n’ont permis que de
considérer le tabac comme facteur de risque qui peut favoriser le développement d’une
infertilité masculine (Taymour, 2010). Néanmoins, nombreuses sont les études qui ont
rapporté une diminution de la qualité du sperme chez les fumeurs (Shi et al., 2001;
Sepaniak et al., 2005 ). Des oligospermies et des asthénospermies ont été constatées avec
une grande proportion chez les fumeurs (Cavallini, 2006 ; Tremellen, 2008), de méme que
des études expérimentales menées sur des animaux de laboratoire qui ont révélé des
répercussions négatives de de la fumée de cigarettes sur la structure histologique
testiculaire (Miyagawa et Sofikitis, 2004), et le taux de la testostérone (Yardimci Et AL,
1997).

L’élucidation de la relation existante entre la consommation du tabac et ces divers
problémes de la santé a conduit aulancement d’'une compagne de sensibilisation contre
le tabac (OMS, 2010). Celle-ci a donné de bons résultats qui se résument dans la
diminution de la consommation du tabac surtout dans les pays développés, cependant ce
probléme persiste encore dans les pays en voie de développement (Tweed et al.,, 2012).

A partir de ce moment-1a, les producteurs de tabac ont amplifié la production des
produits de tabac non fumées visant la compensation de la diminution de la
consommation du tabac (Carpenter et al, 2009). En effet, on estime que 2.4 milliards
personnes, hommes et femmes, dans le monde consomment les produits de tabac,
représentant presque un tiers de la population mondiale, et dont environ 50 a 55% des
hommes fument alors que 50% consomment les produits du tabac non fumé (Marie et al,,
2014). Toutefois, ces produits peuvent engendrer un effet psychoactif et addictif
semblable a celui du tabac a cause de la présence de la nicotine. Cette derniére constitue
90% des alcaloides totaux du tabac et elle est considérée comme la clé de la dépendance
a ce dernier. La nicotine peut étre absorbée par différentes voies selon le type de tabac
consommé. Sa voie d’administration conditionne sa biodisponibilité, pulmonaire par

inhalation avec une absorption maximale, percutanée par patch a taux sanguins constants
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et digestive par voie orale (comprimé et gomme) avec une dégradation au passage
hépatique qui peut réduire la biodisponibilité (Commenges-Ducos, 2006).

De méme pour la nicotine, une cytotoxicité a été rapportée par plusieurs
chercheurs, chez des animaux de laboratoire et in vitro (Bagchi et al,, 1998 ; Marinucci
et al, 2014). Cependant, il n’est pas encore bien élucidé si la nicotine peut engendrer les
mémes effets sur le sperme que la fumée du tabac, et si elle peut constituer un risque pour
la fertilité masculine quel que soit le mode de son usage (Oyeyipo et al., 2011).

Par ailleurs, les mécanismes de toxicité impliqués dans la toxicologie de la
reproduction sont difficiles a étudier en raison de la complexité des processus des
systéemes reproducteurs. En effet, les substances toxiques peuvent exercer leurs effets
nocifs sur le systeme reproducteur du male et perturber la reproduction en agissant a
plusieurs niveaux et sur plusieurs processus cellulaires (Hamelin, 2009). Néanmoins, le
stress oxydatif est considéré comme un mécanisme contemporain par lequel les
substances reprotoxiques peuvent induire leurs effets (Agarwal et al., 2014). Plusieurs
substances ont montré la capacité d’induire une infertilité liée a un stress oxydatif (Li et
al.,, 2010 ; Duan et al,, 2016). Chez les fumeurs, des anomalies du spermogramme sont
associées dans une grande proportion a la présence des radicaux libre d’oxygéne
(reactive oxygene species (ROS)) dans le sperme, ce qui indique la présence d’un stress
oxydatif a ce niveau (Zhang et al.,, 2001 ; Tremellen, 2008). Ajoutant a ceci, la capacité de
la nicotine de générer un stress oxydatif (Muthukumaran et al., 2008), ce dernier est
probablement le mécanisme majeur par lequel le tabac peut s’interférer avec la qualité du
sperme.

D’autre part, la capacité antioxydante des composants diététiques notamment le
thé vert a été postulé étre responsable de la prévention de plusieurs maladies a savoir le
cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénérative (Khalaf et al., 2012). Ainsi,
le thé vert, largement utilisé en phytothérapie, est réputé d’étre un modulateur tres
efficace des effets toxiques surtout cancérigenes et mutagenes liés a I'exposition aux
produits toxiques (Tang et al., 2008). Bien qu'’il soit tres riche en polyphénols, I'activité
antioxydante que ces substances lui conferent, a été supposée d’étre responsable de ses
effets bénéfiques contre ’hépatotoxicité et la neurotoxicité stress-oxydatif dépendantes
de la nicotine chez les animaux de laboratoire (Gawish et al., 2012 ; Khalaf et al., 2012).

De ce fait, il semble que ces mémes substances, ayant des propriétés thérapeutiques,
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peuvent avoir des effets préventifs contre les répercussions que le tabac peut induire sur
la fertilité masculine.

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’'une évaluation de la reprotoxicité du tabac
quelle que soit sa forme de consommation. Dans ce contexte, nous nous sommes proposé
de réaliser une étude expérimentale multiparamétrique pour tester les effets des
alcaloides du tabac, constitué a 90% de la nicotine, chez les rats males. Ceci nous
donnerait la possibilité de relier les effets toxiques a tous les modes de consommation du
tabac, approvisionnant l'organisme par la nicotine. En prenant en considération les
données de la littérature sur la relation entre le stress oxydatif et les problemes de fertilité
chez les consommateurs du tabac en 'occurrence 'altération des différents parametres
du liquide séminal, nous nous sommes également proposé de montrer le lien entre le
stress oxydatif et la reprotoxicité du tabac. La variété des tests que nous avons proposés,
nous a également fourni la possibilité de rechercher d’autres mécanismes par lesquels le
tabac peut induire une reprotoxicité.

D’autre part, une deuxiéme partie de cette étude a été consacrée au développement
d’'une approche préventive vis-a-vis des répercussions du tabac sur la fertilité masculine.
Pour ce fait, différents traitements et tests du potentiel antioxydant de thé vert seront
réalisé in vitro avant de passer a I’étude in vivo tout en visant d’établir une optimisation

de l'utilisation de thé vert pour la prévention de la fertilité masculine.
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Chapitre | :Problemes de la fertilité masculine liés d la reprotoxicité

« Ce chapitre décrit le fonctionnement et la régulation de la fonction reproductrice
masculine, suivie par une synthése des données en ce qui concerne la toxicologie de la
reproduction et les mécanismes qui pourraient étre inducteurs de la reprotoxicité, afin de
bien connaitre ces différents processus et la nature des expériences et des tests qui peuvent
étre envisagés lors de I'étude de la reprotoxicité d’'un produit toxique ».
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1. Rappel anatomophysiologique sur la fonction de la reproduction

masculine

1.1 Le déterminisme génétique a médiation hormonale et différenciation sexuelle

masculine au cours de la vie embryonnaire

La formation des gonades de Vertébrés, testicule ou ovaire, a partir d’ébauches
neutres, est une organogenése au cours de laquelle on peut successivement mettre en
évidence 'activité de genes régulateurs de la différenciation sexuelle male et femelle et le
role d’hormones. A la suite de la détermination génétique du sexe, les ébauches génitales
se différencient, avec la collaboration d’autres genes régulateurs, en un des deux types de
gonades. Celles-ci sécretent différentes hormones qui sont responsables de I'évolution

des tractus génitaux par la suite (Le Moigne et Foucrier, 2009).

1.2 Différenciation des gonades (Déterminisme génétique)

Le développement précoce des gonades se déroule d’'une facon identique chez le
male et chez la femelle. Dans les deux sexes, les gonades dérivent d’'un précurseur
commun formé de deux tissus distincts, le mésenchyme somatique, qui forme la matrice
de la gonade et les cellules germinales primordiales (CGP) issues de l'épiblaste, qui
migrent dans cette matrice pour la coloniser et former les gameétes. Les crétes génitales
primordiales sont deux renflements de mésenchyme recouverts par un épithélium
monostratifié. Dans I'embryon humain, ces ébauches se développent a 1'age de 3 a 5
semaines. Les CGP naissent en dehors de la région de la créte génitale et sont identifiables
dans l'embryon humain a partir de la 3®me semaine a proximité de I'ébauche
allantoidienne. Elles sont reconnaissables par leur caractéristiques morphologiques
(grande taille comparativement aux cellules voisines, un noyau volumineux arrondi avec
de gros nucléoles, du glycogéne abondant et de nombreuses gouttelettes lipidiques dans
leur cytoplasme), et par leur charge en phosphatase alcaline. A partir du 30¢me jour de la
vie embryonnaire, la majorité de ces cellules seront arrivées a la région de I'ébauche de la
créte génitale. Pendant cette phase de migration et de colonisation précoce des CGP, il est
impossible de distinguer les gonades male et femelle. La détermination chromosomique
«Y » du sexe de la gonade ne devient visible dans I'embryon humain qu’a partir de la 6éme

semaine, lorsque sa colonisation par les CGP est quasiment achevée. A ce moment, une
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prolifération puissante en profondeur des cordons sexuels vers la région médullaire de la
gonade du male aura lieu, pour former les cordons testiculaires définitifs. Ces derniers
contiendront la plupart des CGP et se délimiteront par la formation d'une membrane
basale externe, et ils prendront des lors le nom des cordons séminiferes, lesquels
produiront les tubes séminiferes de I'adulte (Figure 1) (Johnson et Everitt, 2007). C’est
pendant cette période que le géne principal impliqué dans la détermination du sexe situé
sur le bras court du chromosome Y; « sex determining region » (Sry), chez le male
seulement, est activé. L'événement impliqué le plus tét dans la détermination du sexe
masculin est 'expression de « Sry » dans les cellules pré-Sertoliennes des gonades, qui
deviendront sous I'effet de produit protéique de ce gene, des cellules de Sertoli (CS) (Hunt
et Hassold, 2002). Par ailleurs, les gonades femelles restent indifférenciées et n’expriment

pas ce gene.

1.3 Différentiation des appareils génitaux (médiation hormonale)

A leurs tours, les CS induisent la transformation des cellules originaires du
blasteme mésonéphrique en cellules de Leydig (CL). Chez 'homme, on détecte la
testostérone a partir de la 7¢me semaine de grossesse environ. Cette activité est controlée
par ’'hormone chorionique de croissance (HCG) secrétée par le placenta (Le Moigne et
Foucrier, 2009). Plus récemment, d’autres chercheurs ont démontré I'implication d’autres
genes dans le développement testiculaire au cours de la vie embryonnaire. Le « Sox 9 »
semble étre activé par le « Sry », apres quoi le produit de ce gene interviendrait dans la
différenciation testiculaire. Par ailleurs, le « Sox9 »intervient dans 'activation du gene de
I’hormone antimiillérienne (HAM) dans les nouvelles CS (Barrionuevo et al., 2006).

Les organes génitaux internes males et femelles se développent a partir de deux
ébauches uni-potentielles. Les deux structures sont issues du mésonéphros; proches des
gonades en développement, elles sont dénommées le canal de Wolff (male) et le canal de
Miiller (femelle). Chez la femelle, le canal de Wolff subit une régression spontanée, alors
que le canal de Miiller persiste et se développe pour former les oviductes, I'utérus, le col
et le tiers supérieur du vagin. En outre, Si un feetus de sexe féminin est castré, les organes
génitaux internes se développent normalement dans le sens féminin. Cette observation
démontre que l'activité ovarienne n'est pas indispensable pour ce développement. Chez
le male, les deux hormones testiculaires (androgénes et HAM) empéchent le

développement spontané dans le sens féminin. Les androgenes maintiennent le canal de
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Wolff qui se développera en épididymes, canaux déférents et vésicules séminales, ainsi
ils orientent le développement des organes génitaux externes dans un sens masculin
(Johnson et Everitt, 2007). Cependant, la régression du canal de Miiller est contrdlée par
I'HAM, en exercant un effet autocrine sur les ébauches en voisinage (Figure 1). In vitro,
I’'HAM convertit le profil de la stéroidogenése dans les ovaires feetaux d'ovin, de lapin, et
de rat par le blocage de la synthese de I'aromatase; un autre effet masculinisant de cette

hormone (Tsepelidis et al., 2007).

1.4 Anatomie de l'appareil génital male

L’appareil génital masculin posséde différentes parties qui servent a I'élaboration,
la maturation et le transport des gameétes males. Une paire de testicules constituant le lieu
de la production des spermatozoides (SPZ) et de la quasi-totalité des androgenes. Ils sont
coiffés par les épididymes, ou s’effectue la maturation des SPZ naifs. Le reste du tractus
génital chez le male prend le relais pour I'évacuation des SPZ a 'extérieur du corps, alors

que les glandes annexes participent a la formation du sperme éjaculé.

1.4.1 Les testicules

Les testicules, de forme ovoide, assurent une fonction exocrine (production des
SPZ) et endocrine (production des androgenes essentiellement la testostérone) (L'Hote,
2009). IIs sont localisés dans le scrotum, de part et d’autre du pénis. La descente des
testicules dans cet environnement moins chaud (32 9C), un processus stimulé par la
testostérone secrétée par les testicules eux-mémes, est achevée vers la 34¢me semaine de
la vie embryonnaire. Cette étape est essentielle pour le bon déroulement de la
spermatogenese qui s’avere sensible aux températures élevées, nécessitant donc une
température plus basse que celle du noyau de I'organisme dans laquelle elle ne peut pas
avoir lieu, comme c’est le cas chez les sujets atteints d'une cryptorchidie (Johnson et
Everitt, 2002). En outre, la contraction réflexe au froid des muscles crémasters fait
remonter le scrotum et rapprocher les testicules de '’environnement abdominale plus
chaud, alors que la relaxation de ces muscles au contact de la chaleur permet par contre
le déplacement des testicules plus loin du noyau chaud du corps. Chez le rat, les testicules
sont normalement localisés dans un scrotum bien apparent entre l'anus et le méat
urinaire, cependant, il devrait étre noté que le rat est doté de la capacité de rétracter ses

testicules dans I'abdomen, et les relacher lors des coits (Lohmiller et Swing, 2006).
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Figure 1 : Schéma récapitulatif représentant la différence selon le sexe, entre le
développement des gonades et des organes génitaux internes au cours de la vie
embryonnaire de ’homme (Johnson et Everitt, 2007).

(a) 6°me semaine ; (b) 16¢me semaine ; (c) 28¢me semaine lors de la migration trans-abdominale des
testicules. Au début le canal de Wolff d’origine mésonéphrique, et le canal de Miiller d’origine para-
méseonéphrique existent chez les deux sexes. Le premier persiste chez la femme pour donner naissance aux
différentes structures du tractus génital féminin spontanément, alors que le deuxiéme est dépendant des
androgénes testiculaires, il forme les voies spermatiques intra et extratesticulaires, et les glandes annexes.
Le canal de Miiller se dégénére chez ’'homme, sous leffet de 'HAM.
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Les testicules sont formés d’'un grand nombre de tubes séminiferes (siege de la
spermatogenese), entourés d’'une capsule conjonctive, I'albuginée. Cette derniére se
contracte spontanément et rythmiquement, contribuant a propulser les SPZ et le liquide
testiculaire hors du testicule. Au bord supérieur du testicule, I'albuginée s’épaissit et
s’enfonce en profondeur pour constituer le corps d’Highmore, perforé par les vaisseaux
et les canaux qui constituent le rete testis.

L’espace entre le corps d’'Higmore et I'albuginée est occupé par des cloisons qui
délimitent les lobules testiculaires contenant les tubes séminiféres et le tissu interstitiel.
Le réseau en forme de labyrinthe du rete testis se poursuit par les canaux efférents qui

assurent la jonction avec le canal épididymaire (Figure 2) (Brugnon, 2009).
1.4.2 Voies spermatiques extra-testiculaires

1.4.2.1 L’épididyme

L’épididyme est un long tubule unique et contourné qui mesure environ 5m chez
I’'homme. Il coiffe le testicule sur sa partie dorso-latérale, et relie les canaux efférents et
déférents. Cet organe est présent chez tous les mammiféres, ol, quatre régions
anatomiques sont présentes contre trois seulement chez 'homme: le segment initial
(absent chez 'homme), la téte, le corps et la queue (parties communes). La lumieére de
I'épididyme est bordée d'un épithélium pseudo-stratifié cylindrique entouré de cellules
musculaires lisses, et composé de plusieurs types de cellules. L’épididyme joue un réle
essentiel dans le développement de la fertilité. Il est responsable du transport, de la
maturation, de la protection, et du stockage des SPZ. Le transit épididymaire prend en
moyenne d'une a deux semaines chez la plupart des especes, la durée pendant laquelle les

SPZ subissent une maturation post-testiculaire (Dubé et Cyr, 2007).

1.4.2.2 Différentes types cellulaires de I’épithélium épididymaire
1.4.2.2.a Les cellules principales

Les cellules principales sont retrouvées majoritairement dans la totalité de
I'épithélium épididymaire (Hermo et Robaire, 2002). Elles sont caractérisées par la
présence d’'un noyau basal, ainsi que des stéréocils assurant le transport des SPZ encore
immobiles. Entre les cellules principales, des jonctions serrées se mettent en place
progressivement aboutissant a la formation d'une barriére hémato-épididymaire, un

anneau étanche autour des cellules principales de I'épithélium. Ce n’est qu’au 21¢me jour
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postpartum chez le rat, que ces jonctions serrées deviennent étanches et la barriere
imperméable, ce qui permettra de controler la composition du fluide luminal par les
cellules principales en appliquant des mécanismes d’absorption et de sécrétion.
Cependant l'intégrité de la barriere peut étre compromise avec I'age. Cette diminution de
l'intégrité est accompagnée d’'une baisse de la spermatogeneése, de la stéroidogenese et de

la qualité du sperme (Dubé et Cyr, 2007).
1.4.2.2.b Les cellules basales

Les cellules basales sont identifiées dans toutes les especes étudiées jusqu’a nos
jours, y compris I'homme. Elles ont un aspect hémisphérique; elles adhérent a la
membrane basale mais elles n’ont pas un contact direct a la lumiere de I'épididyme, bien
que ces cellules se prolongent parfois jusqu’a celle-ci. Ces cellules ne sont pas capables de
se deviser ni de réagir autant que cellules souches pour remplacer les cellules principales,
mais il a été proposé qu’elles agissent autant que régulatrices du transport d'électrolytes

et de I'eau par les cellules principales (Hinton et Robaire, 2015).
1.4.2.2.c Les cellules apicales

Les cellules apicales se retrouvent principalement dans I'épithélium du segment
initial et de la zone intermédiaire qui le suit, bien qu'elles ont été observées dans d'autres
segments chez des rats agés. Elles ont pris leur nom de position apicale de leur noyau,

alors que le rdle de ces cellules n'est pas encore identifié (Hinton et Robaire, 2015).
1.4.2.2.d Les cellules étroites

Chez le rat et la souris, les cellules étroites n'apparaissent que dans 1'épithélium
du segment initial et de la zone intermédiaire. Elles sont caractérisées par la présence
d'un grand nombre de vésicules de position apicale, qui sont impliquées dans
I'endocytose. Ces cellules assurent une deuxiéme fonction sécrétrice des ions H* dans la

lumiere épididymaire (Hermo et al,, 2000).
1.4.2.2.e Les cellules claires

Les cellules claires sont de grande taille, caractérisées par une région apicale qui
contient de nombreuses vésicules, endosomes, lysosomes ainsi que des petites vésicules
apicales. Apres injection des traceurs dans la lumiere de la queue de I'épididyme, les
vésicules apicales, les endosomes et les lysosomes des cellules claires ont été marqués,

ce qui témoigne de I'activité d’endocytose qui sert normalement a éliminer les lipides
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libérés lors des modifications membranaires des SPZ, nécessaires pour 'augmentation de
la fluidité de leur membrane au cours de leur maturation trans-épididymaire. D’'une autre
part, l'acidification du fluide luminal de la queue de I'épididyme est également

attribuable aux cellules claires (Robaire et al., 2006).
1.4.2.2.f Les cellules en Halo

Les cellules en halo sont rondes et de petites tailles avec un cytoplasme réduit. Elles
sont présentent tout le long de I'épididyme et se situent vers la base de I'épithélium.
L’ensemble de ces cellules constitue probablement un systeme de défense pour
I'épididyme. Il s’agirait de lymphocytes T ou de monocytes qui peuvent assurer une
réponse immunitaire vis-a-vis des agents pathogenes au niveau de I'épididyme (Hermo et

Robaire, 2002).
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Figure 2 : Anatomie du testicule chez 'homme et les mammiferes.

(sherwood, 2010).

(a) coupe longitudinale du testicule montrant la liaison entre les voies
spermatiques intra et extra-testiculaire ; (b) une coupe transversale d’un
testicule analysée par microscopie électronique a balayage montrant des
tubes séminiféres contenus dans le tissu conjonctif, et dont la lumiére est
remplie par les SPZ.
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1.4.2.3 Le canal déférent

Le canal déférent est un organe pair qui fait suite a I'épididyme et passe dans le
canal inguinal pour entrer dans la cavité pelvienne. Chez 'homme, il se palpe facilement
a I'endroit ou il passe devant 'os pubien. Le canal déférent se courbe ensuite au-dessus
de l'urétre, avant de redescendre le long de la face postérieure de la vessie. Son extrémité
terminale s’élargit pour former I'ampoule du conduit déférent, qui s’'unit au conduit
excréteur de la vésicule séminale pour former le conduit éjaculateur. Les deux conduits
éjaculateurs pénéetrent dans la prostate ou ils déversent leur contenu dans l'uretre
(Marieb, 1999). Le canal déférent assure le transport du sperme jusqu’au l'uretre grace
aux muscles lisses qui lui sont propres, en se contractant au moment de 1’éjaculation et

créant une force qui pousse rapidement les SPZ vers I'uretre (Strauss et Barbieri, 2009).

1.4.2.4 L’urétre

Il constitue la portion terminale des voies génitales; ainsi, il transporte I'urine et le
sperme (séparément et dans des moments différents), du fait qu'’il fait partie a la fois des
deux systemes génital et urinaire. Il est divisé en trois parties : la partie prostatique, la
partie membranacée qui se trouve dans le diaphragme uro-génital et la partie spongieuse

qui passe dans le pénis (Marieb, 1999).

1.4.2.5 Les glandes accessoires

Le rat possede essentiellement cinq paires de glandes sexuelles accessoires situées
dans la cavité pelvienne et a I'entour de la vessie. Deux paires de prostates, en position
dorsale et ventrale de I'uretre; Une paire de glandes vésiculaires et une paire de glandes
de coagulation qui leur sont associées, et en fin les glandes bulbo-urétrales nommées
aussi glandes de Cowper (Figure 3) (Suckow et al, 2006). Cependant, les glandes
accessoires majeures chez 'homme, dont les sécrétions constituent la plus grande partie
du sperme, sont les vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrales

(sherwood, 2010).
1.4.2.5.a Les vésicules séminales

Les vésicules séminales (VS) sont des organes glandulaires pairs qui secretent 40
a 60% du liquide séminal. Elles sont en dérivation sur la voie séminale principale au
niveau de la terminaison du canal déférent. Elles sont de forme piriforme et aplatie. Les

deux VS sont placées en symétrie, en dessous et en arriere de la vessie et au-dessus de la
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prostate. Au bord interne de la vésicule séminale vient se terminer les canaux déférents
par leurs ampoules terminales (Brugnon, 2009).

Chez 'homme, les VS secretent le fructose, premiere substance énergétique pour
les SPZ au cours de leur trajet dans les voies génitales de la femme. Leur sécrétion
contribue également a la basification du pH du sperme en provenance des épididymes qui
est déja acide. Lors des examens biochimiques du liquide séminal, une baisse de fructose
et un pH acide sont deux signes évocateurs d’une agénésie des VS ou encore plus une
obstruction des canaux éjaculateurs qui leur font suite (Khallouk et al,, 2010). Chez le rat,
des substances de coagulation sont ainsi produites par les VS en collaboration avec les
glandes de coagulation. Ces substances sont indispensables pour la formation du bouchon
vaginal. La confirmation d'une monte réussie passe par la présence de ce bouchon
blanchatre, appelé aussi coagulum, au niveau de la vulve de la femelle. Ce bouchon vaginal
peut étre directement visualisé en soulevant la queue (Doumerc, 2004). Cette coagulation
semble étre due a des protéines secrétées par les VS; les transgelines chez les rongeurs
dont plusieurs homologues ont été décrites chez différentes espéces. En outre, la
semenogeline, une protéine majeure exprimée exclusivement chez '’homme indique la
coagulation du sperme, qui sera liquéfié plus tard par des enzymes d’origine prostatique.
En effet, cette liquéfaction est assurée par I'antigene spécifique de la prostate (PSA). Cette
protéase, sécrétée par la prostate, joue un rdle de protéolyse des semenogelines
conduisant a la liquéfaction du sperme (Kaci-Ouchfoun et al, 2013). Lors d'un
spermogramme, avant de commencer 'analyse du sperme, une période de temps doit étre
accordée pour la liquéfaction. La durée normale de liquéfaction chez 'homme est de 30
minutes. Si celle-ci n’est pas réalisée apres I'écoulement du temps qui lui est nécessaire,
elle sera considérée comme une liquéfaction lente plutét que normale, indiquant un

probleme de la viscosité du sperme (Dussault, 2009).
1.4.2.5.b La prostate

Chez 'homme, elle s’agit d’'une glande unique constituée de glandes tubulo-
alvéolaires ramifiées dont les canaux excréteurs se convergent dans l'uréetre prostatique.
Elle est responsable des sécrétions de natures variées entrant dans la composition du
plasma séminale (Rezgoune, 2007). Lors des examens biochimiques du sperme; le zinc,
les citrates et les phosphatases prostatiques sont de bons marqueurs du fonctionnement

de cette glande (Poncelet et Sifer, 2011). Les sécrétions prostatiques jouent
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essentiellement un role dans la liquéfaction du sperme éjaculé, de plus, une forte activité
antioxydante induite par le Zinc, dans la protection des SPZ éjaculés est lui attribuable.
Le PSA est un marqueur largement utilisé cliniquement pour le contrdéle du
fonctionnement prostatique. Dans les conditions normales, cette enzyme est
principalement impliquée dans la dégradation poste-éjaculatoire des protéines de

coagulation (Robert et al.,, 1997).
1.4.2.5.c Les glandes bulbo-urétrales

Les glandes bulbo-urétrales, ou glandes de Cowper, s’ouvrent par un canal dans
I'urétre membraneux (Brugnon, 2009), et ont pour fonction la sécrétion d’'un fluide
lubrifiant précédant I'éjaculation, pour neutraliser les traces d’acide urique présentes

dans le tractus urogénital suite aux mictions urinaires précédentes (Chughtai et al., 2005).
1.4.2.5.d Les glandes préputiales

Il s’avere important de signaler la présence d’un autre type de glandes chez les
rongeurs, les glandes préputiales qui sont trés développées chez ces animaux, en jouant
un role tres essentiel dans la régulation des comportements reproducteurs, par I'émission

de phéromones dans les urines (L’Hote, 2009).
2. Physiologie de la reproduction

2.1 Déclenchement de la puberté

La puberté chez le male se rapporte aux changements morphologiques observés
quelques semaines avant l'apparition des SPZ dans l'éjaculat. Ces changements
correspondent a une conformation corporelle, une augmentation de I'agressivité envers
les autres males, une augmentation de la libido ainsi qu'une croissance rapide du pénis et
des testicules (Bearden et al,, 2004). Dans I’espece humaine, elle commence généralement
a l'age de 11a 12 ans et s’étale sur plusieurs années. Néanmoins, des variations
importantes selon le sexe et les individus peuvent étre constatées.

La leptine, découverte en 1994, est une protéine sécrétée par les adipocytes, elle
joue le role d’'un messager corporel indiquant au cerveau que l'état des réserves
adipeuses et le développement staturo-pondéral est suffisant pour le déclenchement de
la puberté (Zhang et al., 1994 ). Elle agit par I'intermédiaire de récepteurs membranaires

situés, en particulier, au niveau de I'hypothalamus. Le moment de la puberté se caractérise
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par une augmentation des concentrations des gonadotrophines hypophysaires et des
hormones stéroides sexuelles qui vont permettre le développement des gonades,
I'apparition des caracteres sexuels secondaires et la maturation de la fonction
reproductrice. Ces modifications hormonales sont sous le controle d’'une gonadolibérine

secrétée par les neurones hypothalamiques (Styne, 1994).
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Figure 3: Vue ventrale de 'appareil génital du rat male (Suckow et al., 2006).

Ce Schéma représentatif de I'appareil génital interne chez le rat mdle montre la localisation des
gonades, des épididymes et de 'ensemble des glandes accessoires qui participent a la constitution
du sperme par la sécrétion de différents liquides et substances qui servent a I'évacuation des
spermatozoides vers l'extérieur, dans les voies génitales de la femelle.

2.2 Lacinétique de la spermatogenése

2.2.1 Lecycle de la spermatogenese

La Spermatogenese, une association complexe et continue de multiplication de
différenciation cellulaire et d’apoptose, est le processus de base de la reproduction
masculine, aboutissant a la production des SPZ. Elle est effectuée au sein des tubes
séminiferes du testicule adulte et comprend trois processus principaux. Tout d’abord, les

spermatogonies non différenciées subissent une série de division mitotique, la
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multiplication, suivie par la réduction méiotique du génome a la moitié pour devenir
haploide. Finalement, les cellules résultantes subissent la transformation morphologique
de la spermiogeneése, aboutissant a la sortie des SPZ compléetement formés dans la lumiere
des tubes (Figure 4) (Noakes et al., 2001). Par contraste avec 'ovogenése chez les femmes
qui épuisent progressivement leur réserve d'ovocytes disponibles en fonction de 1'age,
les mitoses des spermatogonies qui s’effectuent tout au long de la vie de I'homme
aboutissent au réapprovisionnement continu en cellules germinales (CG) et permettent

aux hommes de se reproduire méme a un age avancé (Rosenwaks et Wassarman, 2014).

2.2.2 Aspect moléculaire de la spermatogenese

Au cours de la prolifération mitotique de la spermatogeneése, la division nucléaire
est completement achevée, tandis que la division cytoplasmique reste incomplete. Les
spermatocytes primaires répliquent leur acide désoxyribonucléique (ADN) diploide a 2n
chromosomes) et entre en prophase-I de la méiose. La premiere division réductionnelle
de la méiose finit par la séparation des chromosomes homologues. Aprés quoi, chaque
spermatocyte secondaire contient un exemplaire de chaque chromosome, constitué de
deux chromatides liés par un centromere, entre dans la deuxieme division équationnelle
caractérisée par la séparation des chromatides sceurs aboutissant a la formation de deux
cellules haploides a « n » chromosomes. Dans le cas de la souris, d'une seule
spermatogonie, un maximum de 64 spermatocytes primaires et 256 spermatides Peut
s’en résulter. Cependant, les nombres réels sont significativement moins, en raison de

I’élimination des cellules par apoptose (Simon et Pellicer, 2009).

2.2.3 Lecycle de I’épithélium séminifere

Chez 'homme, le processus lent et continu de la spermatogenese se déroule en 74
jours en moyenne, sans que cette durée ne soit modifiée par la fréquence des éjaculations.
Pour permettre la production continue de SPZ, les cellules souches germinales sont
programmeées pour entrer en division par vagues spermatogénétiques tous les 16 jours.
La régulation de ce processus est attribuable aux CS. Les vagues spermatogénétiques ou
cycle de I'épithélium séminifére peuvent étre identifiées sur les coupes histologiques des
testicules (Figure 5). Six associations cellulaires sont classiquement décrites, dont la
durée cumulée est de 16 jours, représentant la durée d'un cycle de I'épithélium séminifere

(4,6 cycles d’épithélium séminiféere pour une spermatogenése complete) (Poncelet et
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Sifer, 2011). Cette organisation est assurée par des associations cellulaires sous forme de
ponts cytoplasmiques minces et persistants tout au long du processus de la
spermatogenese (division cytoplasmique non achevée) (Simon et Pellicer, 2009).
Cependant, ces associations vont étre interrompues en fin de la spermiogenése pour
libérer les SPZ dans la lumiéere des tubes. Chez le rat, la spermatogenése dure entre 48 et
53 jours. Le cycle de I'épithélium séminifere chez le rat dure 13 jours, divisé en 14 étapes

(Hess et de Franca, 2008).

2.2.4 Laspermiogenese

A la fin de la méiose, les spermatides sont de petites cellules rondes qui ne
ressemblent en rien a des SPZ. Elles vont subir par la suite des modifications
morphologiques et structurelles pour acquérir les caractéristiques et les fonctions de
ceux-ci. Cette phase de différenciation connue sous le nom de la spermiogeneése se déroule
en différentes étapes, réparties en fonction de la formation des différentes structures des
SPZ (figure 6) (Noblanc, 2013).

Ces modifications sont le résultat de la traduction d’ARN synthétisés et stockés

depuis le stade de spermatocyte primaire.

Spermatides

Spermatides

Ponts cytoplasmiques Jonctions

communicantes
entre deux cellules
de Sertoli

Spermatocyte Il

Spermatocyte |
(1= division

de méiose) Spermatocytes |

Jonction serrée ___
(barriére S
hémato-testiculaire)

Ponts cytoplasmigues

Spermatogonies
Spermatogonie
en division
mitotique

Lame basale Cellules myoides

Cellule de Sertoli

Figure 4 : Déroulement de la spermatogenese au sein de I'épithélium séminifere
(Le Moigne et Foucrier, 2009).

La spermatogenése se déroule a l'intérieur des tubes séminifére d’'une maniére concentrique
vers la lumiére des tubes. La division cytoplasmique n’est pas compléte est laisse des ponts
cytoplasmiques entre les cellules de la lignée germinale. Ces derniéres sont en contact avec
les cellules de Sertoli (et ne pas avec le milieu extra-tubulaire) qui contrélent leur division
et leur fournissent les nutriments nécessaire.
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La spemiogenese comporte plusieurs modifications nucléaires et morphologiques.
La chromatine se condense progressivement pour donner un noyau compact, alors que
I'acrosome va étre formé a partir d’'un grand nombre de vésicules fournis par I'appareil
de Golgi contenant des enzymes d’hydrolyse (hyaluronidase, et les protéases
essentiellement). De plus, Les microtubules de I'axonéme s’allongent a partir des amorces
formés par le centriole distal et repoussent la membrane plasmique pour former le
flagelle. Dans le cytoplasme, les mitochondries se regroupent autour de la racine de
I'axonéme et s’alignent pour former une spirale, réalisant un véritable manchon.
L’élimination de la quasi-totalité du cytoplasme sous forme de corps résiduels constitue

la derniére étape de la spermiogenése (Brugnon, 2009).

2.2.5 La maturation épididymaire

Les SPZ en quittant les testicules ne peuvent pas contribuer a la reproduction et a
donner une progéniture sans étre passé par plusieurs étapes de maturation aux
laboratoires. Dans le cas physiologique, on sait actuellement que les SPZ doivent agir avec
une diversité de substances dans les différentes régions de 1'épididyme; des réactions
préalables a la maturation qui doivent se produire au cours du trajet épididymaire
(Marengo, 2008).

Lors de la maturation épididymaire, la quantité de phospholipides diminue de 25%
a 48% selon les especes. C’est principalement la proportion des lipides contenus dans le
feuillet interne de la membrane plasmique qui décroit. Le contenu en cholestérol de la
membrane est également diminué au cours de la maturation (50% chez le rat). Par
ailleurs, on note globalement une diminution de la saturation des acides gras
membranaires au cours du trajet dans I'épididyme. Ces différents changements de
composition lipidique aboutissent a l'augmentation de la fluidité de la membrane
plasmique des SPZ (Grignard, 2005).

Le SPZ ne possédant qu'une petite quantité de cytoplasme du fait que la quasi-
totalité est éliminée au cours de la spermiogenese, c’est pourquoi le contréle de son
volume est trés important. La plus grande partie du fluide testiculaire est réabsorbée dans
les premieres régions épididymaires. Cette réabsorption de 'eau associée au mouvement
des ions dans le fluide épididymaire aboutit a I'atténuation du rapport Na+/K+ dans ce
dernier, entre la téte et la queue, et conséquemment a la préservation du cytoplasme des

SPZ (Dacheux et al., 2003).
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De méme, de nombreuses modifications de protéines membranaires ont été mises
en évidence lors du passage des SPZ dans I'épididyme. Une adsorption ou I'intégration de
protéines épididymaires dans la membrane plasmique des SPZ; la libération de protéines
préexistantes dans la membrane du SPZ, le réarrangement des protéines dans des
domaines membranaires spécifiques, ainsi que la conjugaison des protéines a des
groupements de nature glucidique sous l'effet des glycohydrolases et les
glycosyltransférases présentes dans le fluide épididymaire (Tulsiani, 2003).

Ces changements sont nécessaires pour plusieurs fonctions ultérieures des SPZ. A
titre d’exemple, Chez la souris, il a été démontré que les SPZ acquiérent au cours de leur
transit épididymaire des protéines tyrosine Kkinases fonctionnelles localisées dans le
flagelle, dont I'activation sera nécessaire lors de la capacitation et de la fécondation
(Brugnon, 2009), cependant les mécanismes par lesquels ces modifications trans-
épididymaires sont assurées sont mal connus. Or, L’adsorption des protéines d’origine
épididymaire a la membrane des SPZ a été proposée comme étant I'un des principaux
mécanismes de l'intégration protéique lors de la maturation épididymaire (Roberts et al,
2002).

De plus, la glutathion peroxydase (GPx) est une protéine antioxydante présente
dans le fluide épididymaire. La protection des SPZ contre les attaques des ROS est
quasiment attribuable a la GPx (Rejraji et al., 2002). Dans ce méme contexte, Le liquide
luminal de 1'épididyme est maintenu a un pH acide de 6.6-6.8 et possede une faible
concentration d'ions bicarbonate. Ces facteurs contribuent a maintenir les SPZ dans un
état de dormance pendant leur séjour dans I'épididyme, pour éviter 'épuisement des

réserves énergétiques qui sont leur propres (Breton et Da Silva, 2012).
2.3 Larégulation de la fonction reproductrice chez le male

2.3.1 Lerole de cellules de Sertoli dans le maintien de la spermatogenese

2.3.1.1 Role des cellules de Sertoli pendant la vie embryonnaire

Comme nous I'avons déja rapporté, les CS produisent 'HAM au cours de la vie intra-
utérine des que les cordons séminiferes sont mis en place. L’'HAM est impliquée dans la
régression des canaux de Miiller dans les feetus masculin, et sa sécrétion est maintenue
jusqu’a la période pré-pubertaire, ou elle assure un blocage de la stéroidogenese au
niveau des testicules assurant ainsi des taux tres bas de testostérone jusqu’a la puberté

(Rouiller-Fabre et al., 1998).
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2.3.1.2 La formation de la barriere hémato-testiculaire

Les CS sont liées entre-elles par plusieurs types de jonctions qui vont former la
barriere hémato-testiculaire (BHT) et délimiter 1'épithélium séminiféres en plusieurs
compartiments. Les types de jonctions intercellulaires dans le testicule sont tout a fait
similaires aux différents types de jonctions dans d'autres épithéliums, notamment les
jonctions communicantes, les desmosomes et les hémidesmosomes. En outre, un type
unique de jonction connue sous le nom de « spécialisation éctoplasmique » (SE) est
exclusivement trouvé dans les testicules, ce qui rend la BHT une barriére unique et
différente de tout autre type de barriere hémato-tissulaire. Une fois les jonctions SE
apparaissent en position apicale, elles remplacent les desmosomes et les jonctions
communicantes, devenant le seul dispositif d’ancrage des spermatides aux CS, jusqu’a la
derniére étape du cycle de I'épithélium séminifére, ou elles vont étre dégénérées pour
faciliter le spermiation et la libération des SPZ qui en résultent dans la lumiere des tubes.
En effet, différents complexes protéiques contenant des intégrines, des laminines et des
connexines sont trouvés dans les SE, ce qui leur confere la capacité de remplacer les
fonctions assurées par les différents types de jonctions intercellulaires (Yan et al.,, 2007).
De plus, un autre type de jonctions SE dites « basales » sont présentes dans le
compartiment basal entre les CS participant a la formation de la BHT (Cheng et Mruk,

2015).

2.3.1.3 ROle des cellules de Sertoli pendant la vie adulte

La BHT assure que les étapes postérieures de la spermatogenése se produisent
dans un microenvironnement tout a fait contrélé. Elle divise le compartiment intra-
tubulaire en un compartiment basal avec une communication restreinte avec le milieu
interstitiel, et un compartiment adluminal parfaitement isolé, dans lequel la plupart des
événements de la spermatogeneése se produisent, ce qui va privilégier la protection des
CG en différentiation contre les attaques des cellules immunitaires (Johnson et Everitt,
2007).

Du fait que les CG ne sont pas en contact direct avec le milieu extra-tubulaire ni le
sang, les CS vont leur fournir les nutriments nécessaires pour leur développement.
Cependant, le nombre de CS dans I'épithélium séminifere est limité a I'age adulte, a savoir
40 millions de cellules environ chez le rat, ou elles cessent de se diviser a partir du 15&me

jour du postpartum, et demeurent relativement stable durant toute la vie d’adulte. De

23



Revue bibliographique Chapitre I :Problemes de la fertilité masculine liés a la reprotoxicité

plus, chaque CS ne peut prendre en charge qu’environ 30 a 50 CG a différents stades de
développement (Wong et al., 2008). Les CG en exces doivent subir donc une dégénération
spontanée par apoptose afin de maintenir un nombre de CG adéquat que les CS peuvent
supporter. Ces dernieres se comportent comme des cellules phagocytaires, qui vont
digérer les corps apoptotiques apres endocytose (Pineau et al., 1991).

Elles engloutissent également les débris cytoplasmiques des spermatides
pendant leur transformation en SPZ, et détruisent les CG défectueuses qui ont échoué
I'accomplissement de toutes les étapes de la spermatogenese.

Parmi les plus importantes substances que les CS secrétent, il y a une protéine
connue sous le nom d’androgen-binding protein (ABP). Comme son nom l'indique, cette
protéine assure la rétention des androgénes (la testostérone) pour maintenir des taux
trés élevés de cette hormone dans le milieu intra-tubulaire. En effet, La concentration de
la testostérone est 100 fois plus élevée dans les tubes séminiferes que dans le sang. Cette
haute concentration est cruciale pour la production des SPZ. Pour élucider I'importance
de ’ABP dans cette rétention de la testostérone, il est a signaler que la nature stéroide des
androgenes les rend tres liposolubles et capables de franchir facilement les membranes
cytoplasmiques, nécessitant une conjugaison avec d’autres molécules pour diminuer la

liposolubilité des androgenes (sherwood, 2010).

2.3.1.4 Transport des CG et dynamique des jonctions Cellule de Sertoli/cellule germinale

Le testicule est doté de la capacité de restructuration des jonctions CS/CG facilitant
la migration des CG pendant la spermatogenese. Plusieurs études ont montré que les
laminines y 3, a3 et 3 formant un ligand fonctionnel (laminine-333) de la membrane des
spermatides, assurent 'adhérence aux intégrines des CS. On sait que la phosphorylation
des tyrosines associées aux protéines des jonctions intercellulaires jouent un role crucial
dans la régulation de la dynamique des jonctions dans la BHT, ou il a été prouvé que des
membres de la famille des tyrosines kinases non membranaires, des « Src » sontlocalisés
dans les SE. En effet, les « Src » sont sous forme inactive ou active phosphorylée (p-Src),
localisées au niveau des SE basales et apicales, avec une prédominance apicale des p-Src.
La restructuration des protéines semble étre assurée par les protéosomes (ubiquitine
dépendants), pour la dégradation des celles-ci, alors que I'endocytose des protéines
dégradées assure la réintégration de ces derniéres dans des nouvelles jonctions.

Néanmoins, la coexistence des métalloprotéases avec les complexes protéiques des SE
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indique que ces enzymes jouent un role dans le clivage des complexes d'adhérence des SE
apicales lors de la spermiation. Outre ceci, la suppression de la testostérone intra-
testiculaire a provoqué une rupture des SE apicales et le détachement des spermatides
de 1'épithélium séminiféres avant méme que la spermiation prend fin, suggérant un role
régulateur de la dynamique des SE par les androgenes (Wong et al,, 2008).

L'intégrité des SE soutenue par les protéines kinases inactives notamment les Src,
fait intervenir des filaments d'actine fournissant également des emplacements appropriés
d'attachement pour maintenir I'adhérence des complexes des protéines aux SE tel que les
laminines/integrines. En fin de cycle séminifere, les changements d'organisation des
filaments d’actine favorisent I'’endocytose et le trafic des endosomes au sein du
cytoplasme des CS, contenant les protéines dégradées, apres 'activation des Src par les
protéines kinases membranaires, permettant leur réutilisation pour assembler des
nouvelles SE apicales avec les spermatides nouvellement formées. En outre, les chaines
de laminine subissent également un clivage induit par les metalloprotéases, produisant
des fragments biologiquement actifs de laminine, qui sont remployés également dans les

SE des CS/spermatides (Cheng et Mruk, 2015).

2.3.2 Larégulation hormonale de la fonction reproductrice masculine

Au cours de la régulation hormonale de l'activité sexuelle, une gonadolibérine
« gonadotropin releasing hormone » (GnRH), un décapeptide secrété par le noyau arqué
de l'hypothalamus (Khallouk et al, 2010), stimule via le systeme sanguin porte-
hypophysaire, la production par I'hypophyse antérieure de deux gonadotrophines
hypophysaires : 'hormone lutéotrope (LH) et 'hormone folliculo-stimulante (FSH). La
GnRH est parfois désignée sous le terme de LH-RH (pour LH-Releasing Hormone) (Le
Moigne et Foucrier, 2009).

La sécrétion de la GnRH est pulsatile. Cette pulsatilité de fréquence et d’amplitude
bien définie, est critique pour maintenir une sécrétion normale des gonadotrophines par
I'adéno-hypophyse. En effet, apres suppression de la sécrétion naturelle de la GnRH, la
perfusion continue de la GnRH exogene n’a pas pu restituer la sécrétion de la FSH et de la
LH. Cette restitution a nécessité I'utilisation d’'un systéme de pompe programmé a libérer
de la GnRH exogene de la méme fréquence naturelle. Cette exigence est due a une
succession d’étapes préparatoires pour la sécrétion des gonadotrophines qui impliquent

une stimulation a nouveau par la GnRH pour passer d'une étape a I'étape suivante.
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La biosynthese, la migration des vésicules sécrétoires chargées de la FSH et de la LH
en position sous-membranaire, et la libération progressive du contenu de ces vésicules,
requierent une libération des récepteurs apres dégradation de la GnRH déja liée pour
qu’ils soient a nouveau stimuler entrainant le déclenchement du phénomene suivant.
Pour cette raison, 'administration continue de la GnRH exogene n’a induit aucune
libération des gonadotrophines a cause de I'occupation permanente des récepteurs de la
GnRH sur les membranes cellulaires des cellules gonadotropes de 1'adénohypophyse
(Johnson et Everitt, 2002).

Chez 'homme, la sécrétion de la LH est pulsatile, avec des épisodes irréguliers
toutes les 2 a 4 heures. La LH réagit sur les CL, et favorise la stéroidogeneése en réglant la
conversion du cholestérol en prégnenolone, précurseur de la testostérone. Les
concentrations sériques maximales de la testostérone surviennent apres environ 40
minutes, et diminue a nouveau dans les 40 a 80 minutes qui suivent. La testostérone est
essentielle pour la production des SPZ, leur maturation dans I'épididyme, pour le
fonctionnement des glandes accessoires et pour le développement des caractéristiques
sexuelles secondaires masculines. En fait, dans la lumiére des tubes séminiferes, la
testostérone est convertie en 5a-dihydrotestosterone, plus efficace que la testostérone
elle-méme, pour amplifier son effet stimulateur de la spermatogeneése. Ainsi, la
testostérone sérique est responsable du feedback négatif sur la sécrétion de la LH par I'axe
hypothalamohypophysaire, et controle également le comportement masculin (Noakes et
al, 2001).

Pa railleurs, la cible principale de la FSH est les CS, ou elle stimule la sécrétion de
I’ABP. Un autre réle de la FSH dans la stimulation de la production du pyruvate et du
lactate, substrats énergétiques principaux pour les CG, a été également suggéré. De plus,
sa sécrétion est réglée par les stéroides et I'inhibine B sécrétée par les CS (Figure 7)
(Noakes et al., 2001).

D’autre part, lors de I'hypophysectomie de rats males, une administration de la FSH
et de la LH n’a pas suffi a leur restaurer un rendement normal de la spermatogenése qui
se déroulait pourtant complétement. La prolactine, autre hormone hypophysaire, était
nécessaire a I'amélioration de la spermatogenese. Elle semble jouer un réle via la
facilitation de la stéroidogenese. Chez '’homme, la prolactine permet une augmentation
du nombre de récepteurs a LH au niveau des CL, et de la fixation de la LH a ses récepteurs

(Poncelet et Sifer, 2011).
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Figure 6 : Schéma représentatif des différentes étapes de la spermiogenése

(Noblanc, 2013).

Les spermatides, des cellules rondes et de petite taille, entre en une succession de modifications
morphologiques aboutissant a la formation d’'un acrosome, d'un noyau plus condensé, d’un
manchon qui contient la quasi-totalité des mitochondries, et d’'un flagelle qui se finit par une piéce
terminale.
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Figure 7 : Régulation de la fonction reproductrice masculine par les différentes

hormones gonadiques et gonadotropes (sherwood, 2010).

La production hypophysaire de la FSH et de la LH se fait sous I'action de la GnRH secrétée
par I'hypothalamus. La testostérone produite par les CL, exerce un rétrocontréle ou feedback
négatif sur la LH hypophysaire, alors que l'inhibine produite par la cellule de Sertoli assure le
rétrocontréle négatif sur la production hypophysaire de la FSH.

3. Infertilité masculine et reprotoxicité

Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l'infertilité est définie par
I'absence de grossesse aprés au moins 12 mois de rapports sexuels non protégés. Ces
rapports sexuels doivent étre normaux en fréquence et en qualité a l'intérieur d'un couple
vivant régulierement ensemble. L’infertilité masculine représente une proportion assez
importante des infertilités des couples ou dans environ un tiers des cas, une infertilité
masculine est toujours signalée, alors que les infertilités d'origine mixte (masculine et
féminine) représentent un deuxieme tiers des cas (Khallouk et al., 2010).

Les données épidémiologiques récentes concernant linfertilité masculine
indiquent que l'incidence de celle-ci est en augmentation significative durant les
dernieres décennies (Gorbel et al, 2002). L'infertilit¢é masculine peut résulter d'un
dysfonctionnement a divers niveaux le long de 'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique,
a savoir des atteintes pré-testiculaires (dommages au niveau de I'’hypothalamus ou de la

glande pituitaire), testiculaires (cryptorchidie, infections, cancer testiculaire et
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chimiothérapie), et post-testiculaires (fonction testiculaire normale avec obstruction ou
inflammation des voies spermatiques extra-testiculaires), ou a la combinaison de ces
dernieres (Agarwal et al, 2014). Dans ces cas, dont les physiopathologies sont bien
connues, un traitement de l'infertilité est toujours envisageable (Abid et al,, 2008).
Néanmoins, dans une grande proportion des cas, les causes d’infertilité sont
indéterminées, ce qui minimise les chances de l'installation d'un traitement adéquat, et
'infertilité persiste. D’autres facteurs sont des lors incriminés dont notamment
I'exposition environnementale aux produits toxiques classifiés comme facteurs de risque
pour l'infertilité des hommes (Benalia et al., 2015). La détermination d’'une substance en
tant que reprotoxique ne semble pas étre suffisante, et ¢a ne constitue qu'une premiere
étape, qui devrait étre suivie par une recherche sur ses mécanismes d’action. Cependant,
la fonction de la reproduction masculine fait intervenir des processus complexes, et une
reprotoxicité peut étre induite par de multiples mécanismes. Les études de toxicologie sur
les modeles d’animaux sont donc essentielles pour comprendre ces mécanismes (Jana et

Sen, 2012).

3.1 Principaux mécanismes d’actions des substances reprotoxiques

La perturbation de la fonction reproductrice masculine peut étre induite
principalement par I'altération de ’ADN, l'induction de 'apoptose des CG, la dérégulation
de la signalisation hormonale et la rupture de l'intégrité et du fonctionnement des
CS (Phillips et Tanphaichitr, 2008). En effet, mise a part la perturbation hormonale, le
stress oxydatif induit par les toxiques environnementaux pourrait étre un mécanisme
commun, par lequel les toxiques induisent leurs effets (Wong et Yan Cheng, 2011). Un état
de stress oxydatif a été déterminé chez 80% des cas cliniques des hommes infertiles

(Tremellen, 2008).

3.1.1 Perturbation de la fonction endocrinienne

Pour les perturbateurs endocriniens (PE), plusieurs définitions ont été proposées.
La Commission européenne définit un PE comme toute substance étrangere al’organisme
capable d’induire des effets pathologiques sur I'organisme ou sur la descendance a la
suite d’'une modification de la fonction hormonale. En outre, 'Agence américaine de
I'environnement a donné une autre définition ou elle n’a pas inclus I'existence ou pas d'un

effet pathologique sur I'organisme ou sur la descendance, et a considéré comme PE, tout
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agent exogene qui interfere avec la production, la libération, le transport, le métabolisme,
la liaison, 'action ou I’élimination des hormones (Adamo et al,, 2011).

Comme tout processus homéostatique, la capacité du systéme endocrinien a
maintenir les parametres physiologiques a 1'équilibre est limitée, et une fois dépassée,
principalement lors de I'exposition a des produits chimiques, des effets indésirables
peuvent s'ensuivre.

ChezI’homme, les conséquences de ces produits chimiques considérés comme des PE

sur le systéme endocrinien peuvent inclure notamment :

e Desaltérations des fonctions de reproduction masculine, anomalies du sperme (de
la quantité et de la qualité);

e Des malformations du systéeme reproducteur : cryptorchidie, hypospadias,
hypoplasie testiculaire, kyste épididymaire;

e Une augmentation de la fréquence de certaines tumeurs testicules; prostatatiques;

e Une perturbation de la fonction thyroidienne (Pilliére, 2005).

Selon leur nature chimique , les PE peuvent étre classés en deux grandes catégories:
les substances synthétiques qui sont utilisées pour un usage industriel (agents de
nettoyage, produits antirouille, plastifiants etc...), et dans l'agriculture (pesticides,
herbicides, insecticides, fongicides etc...), ou encore plus dans les produits de
consommation courante (cosmétiques, produits d’entretien, emballages etc...); et les
substances naturelles comme les phyto-estrogenes (soja), et les isoflavonoides
retrouvées dans certains végétaux comestibles. Chez 'homme, ces PE peuvent interférer
avec le fonctionnement du systeme endocrinien endogene selon trois mécanismes : par
antagonisme de laliaison de 'hormone a son récepteur dans les cellules cibles ; en mimant
'action de 'hormone endogene, induisant ainsi des effets similaires a ceux de I'hormone

endogeéne mais de maniere dérégulée (Mauduit et al., 2006).

3.1.2 Stress oxydatif et reprotoxicité

Un état de stress oxydatif ou stress oxydant est traduit par la peroxydation et
I'oxydation de beaucoup de molécules cellulaires de différents types, des lipides, des
protéines, et méme des acides nucléiques. Le stress oxydatif en n'importe quel tissu

résulte d'un déséquilibre entre la production des ROS, et le pouvoir de la neutralisation

30



Revue bibliographique Chapitre I :Problemes de la fertilité masculine liés a la reprotoxicité

de ces derniéres par le systeme antioxydant disponible au niveau tissulaire (Turner et

LYSIAK, 2008).

3.1.2.1 Sources et production des ROS

Pouvant s’agir de molécules neutres, d’ions ou de radicaux, les ROS sont des molécules
issues du métabolisme aérobie des cellules, qui sont composées d’oxygene et comportent
soit des électrons non appariés dans la couche de valence, soit une liaison instable entre
deux atomes, ce qui leur confere un pouvoir oxydant exacerbé. Les mitochondries
constituent la principale source des ROS, via les complexes de la chalne respiratoire
(Berger, 2006). En fait, la phosphorylation oxydative représente la voie métabolique
énergétique principale de 'organisme qui assure une production importante d’adénosine
triphosphate (ATP) en permanence, pour fournir de I'énergie a l'organisme. Les
mitochondries sont le lieu de la synthése d’ATP a partir des pyruvates et de I'Acyl-
coenzyme A (AcylCoA) issus de glucose et des acides gras. Grace al’énergie qui résulte du
transfert des électrons du nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et la Flavine
adénine dinucléotide (FADH) al'oxygene par I'intermédiaire d'une série de transporteurs
d’électrons appelés la chaine de transport d’électrons lors d'un cycle de Krebs, les
molécules d’ATP sont synthétisées a partir d’adénodsine diphosphate (ADP) et un
phosphate inorganique. Dans ce processus, l'oxygéne intervient comme accepteur
terminal des électrons transférés par la chalne de transport d’électrons, et dont plus de
95 % sera converti en molécules d’eau par le systeme des cytochromes oxydases
mitochondriales (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Cependant, le processus de réduction de
I'oxygeéne en eau n’est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de 'oxygene sont transformés en
ROS particulierement réactionnelles. Dans une premiere étape, le radical libre anion
superoxyde est formé (ROS primaire), ce qui conduit par la suite a la production d’autres
ROS secondaires, comme le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle, etc... (Koppenol,
2001).

Par ailleurs, d’autres sources endogénes dotées des enzymes de type oxydase
peuvent étre en cause: le réticulum endoplasmique (cytochrome P450), les peroxysomes
(voie d’oxydation des acides gras), le cytosol (NO synthétase), et ’espace extracellulaire
(xanthine oxydase). De plus, La production des ROS pourra étre amplifiée lors d'une
exposition de 'organisme a différents facteurs environnementaux, a savoir les radiations,

les médicaments, le tabac, et les produits toxiques (Noblanc, 2013).
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Les ROS étant des molécules instables et réactives, elles forment une cascade de
réactions qui s’enchainent les unes apres les autres, générant a chaque fois de nouvelles
ROS. Cette cascade commence généralement par la production de I'anion superoxyde
(OZe-) par ajout d’un électron a une molécule de dioxygene (02). L’anion superoxyde est
une ROS primaire tres réactive ce qui rend donc sa durée de vie courte, bien que son
action est localisée a son site de production a cause de sa charge négative. Le O2e- peut
étre capable de dismuter spontanément en peroxyde d’hydrogene (H202). Le peroxyde
d’hydrogene étant une molécule plus stable et capable de franchir les membranes
cellulaires, elle peut avoir des effets a distance de son lieu de production. Elle est peu
réactive avec les différentes molécules biologiques, alors que les produits des différentes
transformations qu’ H202 peut subir, sont hautement réactifs et donc hautement
toxiques, a savoir le radical hydroxyle (OHe), extrémement réactif, et qui peut réagir des
sa formation, avec n’importe quelle molécule de son environnement immédiat (lipide,

protéine, ADN). En outre, 'oxyde d’azote (NO) naturellement synthétisé a partir de
I'arginine peut également réagir avec O2¢” pour former le peroxynitrite (ONOO-) qui est

plus réactif. Cette réaction se produit uniquement en cas de fortes concentrations des

deux réactifs, lors d’un stress oxydatif (Figure 8) (Noblanc, 2013).

Les réactions par les quelles ses ROS secondaires sont formées sont citées ci-
dessous :

En présence de Fe3* (réduction du fer ferrique en fer ferreux):

Q2 +Fed3~ 5 Fe2* +02

Le peroxyde d’hydrogene va réagir a son tour avec le fer ferreux en aboutissant a la
formation du radical hydroxyle selon la réaction de Fenton :

H202 + Fe2+ ——— & Fe3+ + HO- + HQe

La réaction de Haber-Weiss résume les deux premieres réactions en présence de

fer entre le peroxyde d’hydrogene et ’anion superoxyde :

H202 + 02 ——— & 02 + HO- + HOe
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3.1.2.2 Roles physiologiques des ROS

Les espéces réactives sont générées en permanence dans l'organisme. Ainsi, les
ROS générées par le métabolisme normal de l'oxygéne, peuvent agir comme des
modulateurs des voies de transduction du signal et de l'expression des genes qui
participent a I'homéostasie et a la production des antioxydants, et jouent le réle de
messager pour la cellule, dans I'apoptose et dans la défense contre les infections (Human,

2002).

SOD
— 02'- —_— H;0,

Xanthine oxydasc,

Lipoxygénases,
Cytochrome P450

o, ONOO’

NOS .
> NO

L-arginine

Figure 8 : Différentes voies de génération des ROS dans la cellule (Noblanc, 2013).

La succession de toute une cascade pour la formation des différentes ROS secondaires a partir
de l'anion superoxyde (02e-) issu de la chaine respiratoire mitochondriale: Superoxyde
dimustase (SOD). Radical hydroxyle (OHe), peroxyde d’hydrogene (H202), 'oxyde d’azote
(NOe), NO synthase (NOS), peroxynitrite (ONOO-).

Parmi les exemples les plus communs du réle physiologique des ROS, on cite la
production de superoxyde pendant la phagocytose, et la libération de NO par
I’endothélium, qui constitue un des mécanismes de régulation du tonus vasculaire
(Berger, 2006).

Le maintien de cette utilité nécessite un équilibre parfait entre la production des
ROS et les systemes de défenses antioxydantes pour éviter leurs effets déléteres

(Pincemail et al.,, 2002).
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3.1.2.3 Antioxydant enzymatiques et non enzymatiques de I’organisme

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde-dismutase (SOD), la
GPx, la catalase et la glutathion réductase ou oxidoréductase (GOR). Comme nous I'avons
déja mentionné, 1'02.- est le point de départ de la chaine de production des radicaux
libres. Dés lors, la SOD inactive cet ion superoxyde en le transformant en H202. Ce dernier
va étre lui aussi rapidement catabolisé par la catalase et les GPx en O2 et en molécules
d’eau (H20). Ainsi, différentes études ont confirmé que la production de H202 sous
'action de la SOD était bien le facteur déclenchant des mécanismes naturels de défenses
antioxydantes (Figure 9) (Menvielle-Bourg, 2005).

La réduction de H202 catalysée par la GPx et la catalase aboutis a 'oxydation du
glutathion (GSH), un complexe de deux molécules de GSH reliées par un pont de disulfure
s’en résulte et un complexe glutathion-S-S-glutathion se forme (GS-SG). Le complexe GS-
GS doit étre réduit pour qu'’il soit renouveler. La GOR est nécessaire pour cette réduction
ou elle va catalyser la réduction de de GS-SG en GSH, en présence de NADPH (TASER et
CIFTCI, 2012).

Figure 9 : Neutralisation des ROS par les enzymes antioxydantes
(Menvielle-Bourg, 2005).

La neutralisation des ROS nécessite une collaboration entre les enzymes
antioxydantes, superoxyde dimustase (SOD), glutathion peroxydase (GPx) et
catalase, pour aboutir a la formation des molécules neutres.
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3.1.2.4 Effets des ROS sur le plan macromoléculaire au niveau de la cellule
3.1.2.4.a Dénaturation des protéines

Les ROS provoquent une dénaturation des protéines, aprés avoir oxydé les
groupements thiols, favorisant la formation de ponts disulfures, accentuant le caractere
hydrophobe, et favorisant I'agrégation des protéines, ce qui les rend plus résistantes a la
protéolyse physiologique. Cela concerne en particulier les enzymes cytosoliques et les
protéines de transport qui perdent leurs fonctionnalités a la suite de ces modifications
déléteres (Frédéric, 2011).
3.1.2.4.b Peroxydation des lipides

Les ROS ciblent les doubles liaisons entre les atomes de carbone (C=C) dans les
acides gras polyinsaturés (AGPI) afin d'étre stables en leur arrachant un hydrogene, ce

qui induira la formation d'un radical alkyle (R*).

RH- R +H

Le R' formé lors de l'initiation de la peroxydation va réagir a son tour avec 02 pour
produire un radical peroxyle (ROO-). En devenant une espece instable, le radical peroxyle
cherche deés lors a se stabiliser, en réagissant avec un nouvel acide gras insaturé en
voisinage pour former des peroxydes (ROOH), en aboutissant a la formation d’'un nouveau
R’ au niveau de la nouvelle double liaison entre atomes de carbones. Ce méme processus
va prendre lieu plusieurs fois si jamais les radicaux ne sont pas neutralisés, en provoquant
une propagation de la peroxydation qui risque d’endommager quasiment la membrane
cellulaire. Une fois les radicaux lipidiques sont formés, il se produit de nombreux
réarrangements aboutissant a la formation des malondialdéhydes (MDA) notamment

(Jerzy, 2013).
3.1.2.4.c Action des ROS sur ’ADN

Les dommages oxydatifs de I’ADN par les ROS ciblent principalement les bases
azotées ainsi que le groupement « ose », en induisant des délétions, mutations et cassures
d’ADN, pouvant mener a l'apoptose. De plus, des liaisons ADN-protéines peuvent
également étre créées et empécher les processus de réparation, de réplication ou encore
de transcription de I’ADN. Comme la mitochondrie est le premier site de formation de ROS
et qu’elle est particulierement riche en fer ferreux (Fe2+), son ADN, dont les systémes de

réparation sont moins efficaces que ceux de I’ADN nucléaire, est particulierement sensible
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a l'attaque des ROS. Ceci altere des processus bioénergétiques importants étant donné

que I’ATP synthase est codée par '’ADN mitochondrial (Béguel, 2013).

3.1.2.5 Données sur la relation entre le stress oxydatif et I’hypofertilité

Bien que les ROS ont un role physiologique dans la fonction de la reproduction
masculine en augmentant la capacité des SPZ a franchir la zone pellucide de I'ovocyte,
stimulant la capacitation et I'hyperactivation des SPZ, et permettant la fusion de
I'acrosome a I'ovocyte (Saleh et Agarwal, 2002), elle peuvent engendrer en revanche, de
graves répercussions en dépassant la capacité antioxydante des organes génitaux et des
SPZ. De nombreuses études ont montré que dans 30-80% des infertilités masculines, les
pathologies de sperme sont associées a des taux élevés des ROS. Lors d’une infertilité
masculine stress oxydatif-dépendante, les ROS peuvent jouer sur l'intégrité de la
membrane et d’ADN des SPZ (Tremellen, 2008; Agarwal et al, 2014). En effet, la
composition lipidique de la membrane des SPZ n’est plus la méme que dans d’autres
cellules de I'organisme, avec un taux plus élevé des AGP]I, ce qui les rend plus susceptibles
aux endommagements induits par les ROS en excés (Alvarez et Storey, 1995). De plus, la
structure spécialisée de I'acrosome le rend également une éventuelle cible des ROS,
risquant d’affecter négativement sa structure et sa fonction (El-Taieb et al,, 2015). En
outre, les fragmentations de I'’ADN en relation avec la production des ROS peuvent avoir
des conséquences non seulement sur les taux de fécondation ou d’'implantation, mais
aussi sur le développement de la grossesse a plus long terme en entrainant des blocages
de division voire des grossesses interrompues ou fausses couches. Un dysfonctionnement
métabolique peut s’en résulter de I'atteinte de '’ADN mitochondrial des SPZ, souvent plus
vulnérable, par les ROS (Lemkecher et al,, 2005). Il s’avere important a signaler que les
ROS jouent un réle crucial lors de la compaction de ’ADN des SPZ, ou elles vont étre
utilisées par la glutathion peroxydase pour oxyder des groupements thiols des
protamines. Par contraste, Il a été observé que le stress oxydatif empéche le
remplacement des histones par les protamines au cours de la compaction d’ADN des SPZ

en réduisant la qualité de 'ADN spermatiques (Boissonnas et al., 2013).

3.1.3 Apoptose des cellules de la lignée germinale

Comme nous l'avons déja rapporté, I'apoptose des CG constitue un phénomene

physiologique lors de la spermatogéneése visant I’élimination des cellules défectueuses, et
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des CG en exces tout en évitant de dépasser la capacité des CS d’entretenir les cellules de
la lignée germinale au cours de leurs division et maturation pour devenir des SPZ
complétement formés a l'issu du cycle de la spermatogenese.

Cependant, l'intensité de I'apoptose pourra étre exacerbée lors d'une exposition aux
produits toxiques (Anjum et al.,, 2011), et une corrélation de cette pathologie avec le stress

oxydatif a été également évoquée (Lemkecher et al,, 2005).

3.1.3.1 Déclenchement de ’apoptose

Il existe deux voies essentiels de I'activation de I'apoptose, la mort des cellules agées,
endommagées, ou surnuméraires: la voie extrinseque qui est contrdlée par des
récepteurs membranaire de mort cellulaire, et la voie intrinseque qui est activée dans des
conditions de stress cellulaire ou de lésions d’ADN. Les protéines de la famille « B-cell
lymphoma-2» (BCl2), qui incluent des membres pro- et anti-apoptotiques, sont des
régulateurs critiques de la voie intrinseque. La balance entre les membres pro- et anti-
apoptotiques est un facteur déterminant du controle de la survie ou de la mort cellulaire

(Poncelet et Sifer, 2011).

3.1.3.1.a La voie extrinseque de I'induction de I'apoptose

La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort cellulaire est déclenchée par la
liaison de ligands a des récepteurs spécifiques appartenant a la super famille des
récepteurs du « Tumor Necrosis Factor » (TNF) situés au niveau de la membrane
plasmique. Ces récepteurs, via la présence dans leur portion intracellulaire d'un domaine
appelé « domaine de mort », assurent la transmission du signal de mort programmée.
L’activation consécutive des cystéine-aspartate protéases (caspases-3, 6 et 7), protéases
effectrices de 'apoptose responsables de nombreux clivages protéiques, par un clivage
protéolytique de la caspase-8 (caspase initiatrice dont le réle majeur est d’activer les
caspases effectrices) induit I'autodestruction cellulaire en clivant des substrats essentiels

au maintien de la vie cellulaire (Carmaux, 2008).

3.1.3.1.b Lavoie intrinseque de I'induction de I'apoptose

La voie intrinseque ou « voie mitochondriale » se déclenche dans des cas
anormaux a savoir 'absence de facteur de croissance, 'endommagement de 1'ADN, et

I'irradiation, etc. Dans ces cas, les altérations de I'ADN entrainent l'activation d’un facteur
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de transcription de type exonucléase, la protéine p53 qui se trouve inactive dans les
cellules normales. Sa fonction principale est de protéger l'organisme contre la
prolifération de cellules potentiellement cancérigenes dont I’ADN est endommagé. Son
activité enzymatique va lui permettre, en collaboration avec d'autres enzymes, de
participer directement a la réparation de I'ADN. Dans le cas ou l'altération de I'ADN
persiste, la protéine p53 induit l'expression de protéines pro-apoptotiques (Bcl-2-
associated X protein (Bax)) qui déclenchent le processus de mort cellulaire programmée.
La protéine Bax change de conformation et se fixe a la membrane externe des
mitochondries en induisant la perforation de cette derniere, au préalable bloquée par les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, et la libération par la suite du
cytochrome-c mitochondriale. Ce denier peut intervient dans I'amplification de Ila
production des ROS qui vont endommager les molécules de base de la cellule (ADN,
protéines, lipides) en induisant sa mort. De méme, il peut également activer la caspase-9
régulatrice, induisant a son tour l'activation des caspases effectrices telles que les

caspases-3, -6 et -7 (Carmaux, 2008).

3.1.3.1.c Apoptose des spermatozoides

Il est connu qu’une cellule transcriptionnellement inactive comme le SPZ, ne peut pas
enter en apoptose. Cependant, un certain nombre de signes apoptotiques ont été
identifiés dans les SPZ éjaculés de patients infertiles (Marchetti et Marchetti, 2005). Les
auteurs de la premiere étude de ce genre, ont rapporté cette découverte lors de I'analyse
des SPZ par microscope électronique a savoir une condensation de la chromatine, une
rupture partielle de la membrane nucléaire, et une présence de corps apoptotiques, ce
qui a été attribué a un probable apoptose des SPZ (Baccetti et al.,, 1996). D’autre part,
bien qu’il ne soit pas clairement défini si I'expression de cette apoptose dans les SPZ
éjaculés est la conséquence d’une apoptose testiculaire initiée et avortée, cette hypothese
est plus logique du fait que 'apoptose des SPZ n’est pas encore confirmé (Brugnon, 2009).

L’analyse de ces données de la littérature nous fait penser que les infertilités
idiopathiques doivent faire I'objet de beaucoup plus d’intérét pour les chercheurs afin de
bien élucider I'incrimination des différentes substances toxiques auxquelles les hommes
risquent de s’exposer, de bien définir les mécanismes d’action de ces substances sur le
large spectre de facteurs qui contrdlent la fonction de la reproduction, et de chercher des

solutions préventives ou encore plus, thérapeutiques, qui viseront la préservation de la
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fertilité masculine dont l'incidence est toujours en augmentation. De plus, le stress
oxydatif s’est avéré un mécanisme majeur, d'une intensité exacerbée et des répercussions
graves qui s’en résultent, devant prendre place lors de l'exploration des infertilités
masculines. L’accent doit étre mis donc sur la recherche de ses marqueurs, sa corrélation
avec les infertilités, et les facteurs environnementaux qui peuvent le provoquer, ainsi que
sur le développement de toute une stratégie préventive contre les effets déléteres que le
stress oxydatif pourrait induire sur les différents axes régulateurs et effecteurs de la

fonction reproductrice masculine.

39



Chapitre Il :Substances bioactives des plantes : Exemples

étudiés « tabac et thé vert »

« Ce chapitre traite essentiellement de la composition chimique des plantes et de leurs
substances bioactives qui peuvent avoir un effet toxique ou bénéfique chez '’homme. Ceci
concerne essentiellement les deux matieres végétales que nous nous sommes proposé
d’étudier et les différentes substances que nous pouvons trouver dans les extraits utilisées
lors de I'étude expérimentale ».
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1. Le développement de la connaissance de I’homme sur I’utilisation des

plantes

La connaissance de lI'homme de l'utilisation des plantes, qu'il s'agisse de
plantes alimentaires, médicinales ou toxiques, est tres ancienne (Sévenet et Tortora ,
1994). Depuis l'antiquité, 'homme a pu développer son utilisation des plantes, non
seulement pour se nourrir, mais aussi pour se soigner. Aprés avoir vécu plusieurs
expériences et accidents avec les plantes au cours des siecles, 'homme a acquis la
capacité de faire la distinction entre plantes comestibles et plantes toxiques, ainsi que
d’autres constatations qui lui ont permis de sélectionner des plantes pour soigner telle
ou telle des maladies. Ces connaissances empiriques accumulées ont permis aux
différentes civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de médicaments,
jusqu'au début du XXéme siécle, ou presque toutes les thérapies étaient de base végétale
(Mekkiou, 2005).

Quelle que soit la forme sous laquelle les plantes sont utilisées, elles vont fournir
toute une gamme de substances chimiques, dont quelques-unes seulement sont
responsables de I'effet thérapeutique ou de I'effet toxique de la plante et qui porte le nom
des métabolites secondaires; cela a permet la naissance de la science qui étudier les

compositions et les activités des substances d’origine végétale.

2. Les métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, mise a part les métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), les végétaux produisent
également une large gamme de substances ou métabolites secondaires dont la fonction
physiologique n’est pas indispensable pour la croissance de la plante. Les métabolites
secondaires sont produits en tres faible quantité, dont plus de 200000 molécules ont été
identifiées et classées selon leur appartenance chimique en composés phénoliques,
alcaloides et terpenes (Jeaun et al., 2005).

Des leur découverte, ces substances ont beaucoup intéressé les chimistes qui en ont
isolé et identifié un nombre croissant. Ces études étaient réalisées dans le but de

découvrir des applications potentielles comme drogues, médicaments, antibiotiques,
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insecticides ou herbicides. En outre, ce n’est que plus récemment que l'on s’est demandé
pourquoi les plantes synthétisaient un si grand nombre de métabolites secondaires, et

quelles fonctions assurent t’elles dans les organismes végétaux (Courtois, 2010).

2.1 Role des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ont des fonctions tres importantes pour la survie et la
propagation des plantes qui les produisent. Ils sont impliqués comme des signaux
chimiques, des moyens de défense contre les herbivores et les pathogeénes, comme ils
participent également a des réponses allélopathiques (compétition entre les plantes pour
la germination et la croissance), et assurent une protection contre les radiations solaires
(Bourgaud et al,, 2001).

Les métabolites secondaires peuvent aussi étre des moyens de signalisation et
d’interaction entre les plantes, les animaux et les insectes pollinisateurs, ou ils
interviennent dans les mécanismes d’attraction des animaux par les odeurs et les

couleurs qu'’ils fournissent a la plantes (Kabera et al., 2014).
2.2 Principales classes de métabolites secondaires

2.2.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répandues dans le regne végétal. Ces composés sont présents dans toutes les
parties des plantes avec une répartition quantitative variable entre les différents tissus
dont plus de 8000 structures ont été identifiées, allant de simples molécules comme les
acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins. Ils sont
synthétisés par I'’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de défense face a
différents stress biotiques (agents pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotiques
(lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols contribuent
a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, ardme, amertume)
(Boubekri, 2014).

IIs entrent dans la composition des produits de consommation les plus courants, en
particulier les fruits et les légumes mais également les produits transformés comme le

chocolat et le thé. A titre d’exemple, le régime meéditerranéen, caractérisé par une
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consommation élevée et variée de légumes et de fruits, est associé a un allongement de
I'espérance de vie. De récentes études épidémiologiques suggérent qu'une alimentation
riche en produits végétaux semble apporter contre le développement de diverses
pathologies dégénératives associées au stress oxydant telles que les maladies cardio-
vasculaires, les maladies neurodégénératives et divers cancers, serait due aux micro-
constituants des fruits et légumes dont les polyphénols sont les principaux représentants
(NKhili, 2009).

Les composés phénoliques sont toutes substances chimiques possédant dans leur
structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles appelé
« phénol » (Figure 10). Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux
noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composés
different les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la
nature de I'élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre
fixées ainsi que par la nature de la liaison hétérosidique (NKhili, 2009).

La structure des composés phénoliques naturels varie des molécules simples
(acides phénoliques simples) aux  molécules les plus hautement polymérisées

(flavonoides et tanins condensés), avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées

(Macheix et al.,, 2005).
OH

Figure10 : Structure chimique d'un phénol (Nkhili, 2009).

2.2.2 Les alcaloides

Les alcaloides contiennent de I'azote (N) et sont généralement dérivés des amino-
acides. On distingue plusieurs types d’alcaloides en fonction de leur structure chimique et
de leur origine biosynthétique. Le role de défense des alcaloides est confirmé par leur
large spectre d’effets physiologiques, toxiques et répulsifs contre les insectes et les autres

animaux (Courtois, 2010).
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A ce jour, plus de 15 000 alcaloides différents ont été isolés. La définition des
alcaloides étant déja difficile, la classification de ceux-ci n’est pas plus simple. Les noms
des alcaloides ne sont pas codifiés par une nomenclature officielle, mais en regle générale,
le nom dérive de la plante dont l'alcaloide a été extrait (Ex : la cocaine est extraite de la
coca) (Dunet, 2009).

Dans la plupart du temps, les alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le
tryptophane, 'ornithine, la lysine 'asparate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces derniers
sont ensuite décarboxylés en amines et enfin couplés a d’autres squelettes carbonés pour
aboutir a la formation des alcaloides. Vu leur toxicité considérable, les alcaloides sont
efficacement utilisés par les plantes comme systéme de défense contre les herbivores et

les pathogenes (Tikhomiroff, 2001).

2.2.3 Les composés terpéniques

Les terpénes sont des métabolites secondaires, tres répandu dans les plantes,
constituant le principe odoriférant des végétaux. Ils sont classés selon le nombre de
répétitions de leur unité de base « I'isopréne » (a 5 atomes de carbone). A ce jour, avec
plus de 30 000 molécules identifiées, les terpénes constituent 'une des plus grandes
familles de composés naturels, contenant des hémiterpenes (C5), des monoterpenes
(C10), des sesquiterpenes (C15), des diterpenes (C20), des sesterpenes (C25), des
triterpenes (C30), des tetraterpenes,(C40) et des polyterpenes (Harkati, 2011).

En effet, il n'y a pas de fonction chimique commune aux terpénes, et seule leur structure
et leur biosynthése en font une catégorie. A titre d’exemple, les monoterpenes sont émis
par les plantes et forment des aérosols pouvant servir de noyau de condensation des
nuages, alors que les sesquiterpenes jouent le role d'agent de défense dans les plantes.
Les triterpénes sont facilement transformés en cholestérol, d’ou vient le lien entre les

terpenes et les stéroides, etc. (Mansour, 2009).
3. La place du thé vert dans la phytothérapie

3.1 Les variétés et les modes de consommation de thé

Le thé est obtenu a partir de Camellia sinensis, une plante appartenant a la famille

des Theaceae. Elle est originaire de la chine, du sud et du sud-est de I’Asie, bien qu’elle
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soit cultivée partout dans le monde surtout dans les régions tropicales et subtropicales.
Avec un degré de consommation toujours en augmentation, le thé est la boisson la plus
consommée dans monde apres l'eau, le plus souvent sous forme d’infusion ou de
décoction (Namita et al.,, 2012).

A l'état sauvage, le théier (Camellia sinensis) est un arbuste de cinq a dix meétres
d’hauteur, bien qu'il soit taillé a environ 1,20 m dans les plantations pour faciliter la
cueillette des feuilles (Figure 11). Les jeunes feuilles a 'extrémité des branches donnent
les meilleurs thés, alors que les quatre ou cinq feuilles suivantes servent a la production
courante. Les facteurs environnementaux comme le climat, le type de sol et l'altitude
contribuent a la teneur en composés bioactifs présents dans le thé (Nkhili, 2009).

Apres leur récolte, les feuilles du théier, appelées par abus de langage « feuilles de
thé », sont commercialisées en trois grandes variétés : les thés noirs, les thés verts et les
thés Oolongs. En fait, I'origine de ces variétés est la méme (les feuilles de Camellia
sinensis), mais la différence se produit lors des traitements subis par les feuilles
fraichement cueillies. Pour le thé vert plus consommé en Chine, les feuilles sont
simplement roulées et séchées apres la cueillette, alors que le thé noir, plus consommé
en Europe, est obtenu apres une phase d’oxydation totale des polyphénols présents dans
les feuilles par les enzymes polyphénoloxydases. Le thé Oolong ne subit que
partiellement, cette phase d’oxydation (Mossion, 2007).

Lors des procédés de la manufacture, le thé vert est obtenu par stabilisation des
feuilles de thé sous la chaleur humide ou seche. Cette opération a pour effet de détruire
les polyphénols-oxydases pour inhiber I'oxydation des polyphénols. Par contraste, dans
le cas des thés noirs et oolongs, les feuilles sont roulées dans des machines spécialement
congues pour briser les parois cellulaires sans détruire la feuille (thé oolong), ou
completement écraser les feuilles entre deux rouleaux tournant en sens inverse (thé
noir). Ce traitement permet I'oxydation des polyphénols apres avoir induire des
dommages tissulaires facilitant le contact entre ces derniers et les enzymes qui les
oxydent, et permettant ainsi une amélioration du golit de thé (Figure 12) (Mossion,

2007).
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Figure 11: La forme des feuilles (a), et des fruits (b) du théier (Camellia
sinensis), matiére premiere de la fabrication de thé (Namita etal., 2012).

Le théier ou (Camellia sinensis), est le nom de 'arbuste cultivés partout dans le monde et utilisés pour
la fabrication de thé. La récolte de ses feuilles se fait le plus souvent manuellement, avec des périodes de
repos durant toute I'année. Ces feuilles seront traitées par la suite pour fabriquer les différentes variétés

de thé existantes de nos jours.

3.2 Composition chimique des feuilles de thé vert

Le thé contient principalement des polyphénols, en association avec d'autres
composés qui sont des alcaloides (caféine (CAF)), des acides aminés, des protéines, le
fluorure, l'aluminium, et d’autres oligoéléments. Les polyphénols présents dans le thé
sont dans la plupart du temps des flavonoides, des composés phénoliques dont les effets

bénéfiques de la consommation de thé leur sont attribuables. Il est a signaler que ces
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avantages concernent plus particulierement le thé vert qui a gardé sa composition

phénolique quasiment intacte lors de la manufacture (Namita et al.,, 2012).

Feuilles fraichement cueillies

Torréfaction Flétrissage
| [
Roulage Roulage
| [
Dessiccation Oxydation
l 1a2h | 3a4h
Tamisage
| ; : ; N
Thé vert Torréfaction Torréfaction
Tamisage Tamisage
1 |
Thé Oolong Thé noir

Figure 12 : Les principales étapes du traitement des feuilles de théier apres leur récolte
(MOSSION, 2007).

3.2.1 Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant aux polyphénols. Ils sont des pigments jaunes présents dans tous les
végétaux. Selon leur structure, les flavonoides peuvent étre répartis en plusieurs classes
de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones,
les isoflavones, les isoflavanones et les anthocyanes (tableaux 1) (Benguerba, 2008).

L’ensemble des flavonoides posséde une origine biosynthétique commune contenant
tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones « 2-phényl-1-benzopyrane
», constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et C), reliés par un cycle
pyranique central (B). Ce sont les radicaux liés a la structure de base qui vont déterminer

le type de la molécule (Figure 13) (Nkhili, 2009).
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Figure 13 : La structure de base des flavonoides contenant deux cycles aromatiques
(A et C) reliés par un cycle pyrane (B) (Nkhili, 2009).

3.2.1.1 La pharmacocinétique des flavonoides

L'absorption des flavonoides commencent dans I'estomac. Elle dépend de la prise
alimentaire et de la forme ingérée (par exemple, les extraits contenant des flavonoides),
de la dose, etc. Les aglycones peuvent étre absorbés dans l'estomac. Dés lors, ils sont
rapidement transformés en glucuronides et en sulfates dans le foie. Une exception pour
les anthocyanines (glycosides), se réside dans leur capacité d’étre absorbées intactes dans
I'estomac (Erdman et al., 2007).

En outre, La plupart des glycosides atteignent le petit intestin, sans avoir étre
dégradés. L'épithélium intestinal est riche en enzymes notamment les (3-glucosidases qui
jouent un role important dans le métabolisme des flavonoides, en éliminant le glucose
(Sauf les anthocyanines) sans changer la structures des flavonoides qui seront absorbés
dans le petit intestin puis métabolisés au niveau du foie (Erdman et al., 2007). Les
composés non absorbés dans le petit intestin passent dans le gros intestin ou ils sont
catabolisés par la flore bactérienne assurant ’hydrolyse des formes conjuguées et la
formation de catabolites de petit poids moléculaire qui vont étre absorbés par la suite

(Tabart, 2011). Dans le sang, les flavonoides sont présents conjugués a d’autres-
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Il :Substances bioactives des plantes :

Tableau 1 :tableau représentatif des principales sous-classes des flavonoides (Erdman et al.,

2007).
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substances suite a leur transformation au niveau du foie. La fraction des flavonoides
conjugués destinée finalement vers les tissus pourrait avoir un effet biologique
potentiel ou serait éliminée dans les urines. Cependant, d’autres flavonoides
conjugués pourraient étre acheminés vers l'intestin via la bile pour étre éliminés dans
la matiere fécale, cependant les fractions aglycones peuvent étre a nouveau réabsorber
en constituant probablement un recyclage entérohépatique des flavonoides qui

permet le maintien d’une concentration non négligeable dans le sang (Kebieche, 2009).

3.2.2 Les flavonoides de thé vert

Le thé vert contient principalement des composés phénoliques de la sous classe des
flavanols (flavan-3ols), représentés par des catéchines dont le plus importante est
'épigallocatéchine (EGC) et son gallate (de 48 a 55 % du contenu total en polyphénols).
L’ensemble des catéchines de thé vert sont: (-) épigallocatéchine-3-gallate (EGCG),I’EGC
(-) épicatéchine-3-gallate (ECG) et (-) épicatéchine (EC), (+) gallocatéchine-3-gallate
(GCG), (+) gallocatéchine (GC), (+) catéchine-3-gallate (C3G) et (+) catéchine (C) (Figure
14). De plus, des flavonols ont été également identifiés, principalement la quercétine (2-

3% de la composition des polyphénols de thé) (Nkhili, 2009).

3.3 Principales utilisations thérapeutiques et préventives du thé vert

La capacité antioxydante des composants diététiques notamment le thé vert a été
postulé étre responsable de la prévention du cancer, des maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative. Les polyphénols de thé vert préviennent ainsi l'athérosclérose en
diminuant le taux de la peroxydation des lipides, et en neutralisant les ROS (Khalaf et al,,
2012).

Des études expérimentales sur des animaux de laboratoires ont indiqué que les
catéchines sont capables de réduire significativement la tension artérielle chez des rats
spontanément hypertendus (Potenza et al., 2007), de diminuer la tolérance de glucose et
amplifier la sensibilité a I'insuline chez des souris diabétiques (Wolfram et al., 2006) .

Des données récentes ont soutenu le role des catéchines dans la diminution du poids
et l'inhibition du développement d'une obésité. Le thé vert posseéde également une
puissante activité anti-inflammatoire en réduisant l'expression des médiateurs de

I'inflammation (Cooper et al.,, 2005).
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De plus, Le thé vert protege le foie contre les effets néfastes de 1'alcool et d'autres
produits chimiques hépatotoxiques. Le métabolisme d'alcool a comme conséquence la
production des ROS en grande quantité, dont un dommage hépatique s’en résulte par la
suite. Le thé vert peut empécher ce processus en neutralisant les ROS en produisant des

radicaux stables beaucoup moins toxiques (Sharangi, 2009).
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Figure 14 : Structure chimique des différents catéchines présents dans le thé
vert (Nkhili, 2009).

3.4 Toxicité de thé vert

Suite a la consommation des produits a base de thé a forte concentration, quelques
cas seulement ont présenté une hépatotoxicité associée a une perturbation de I'activité
enzymatique du foie, notamment celle de la gamma-glutamyltranspeptidase (y-GT) et de
la phosphatase alcaline (PAL). Ces observations révelent une inflammation du foie liée a
la consommation de thé, bien qu’elles tentent a disparaitre une fois le traitement est

interrompu; et les valeurs des marqueurs biologiques seront désormais normales. Dans
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d’autres cas, et apres des expositions multiples a ce type d'inflammation, le foie n’était
pas capable a récupérer ses fonctions. Lors de cette étude épidémiologique, I'éventuelle
coexistence d'un ou de plusieurs autres facteurs qui peuvent induire cette hépatotoxicité
a été négligée, ce qui rend ces résultats incertains. En effet, la pharmacopée américaine a
assuré en 2008, la slireté de I'usage des produits a base de thé vert, en considérant le
nombre de cas de toxicité quasiment négligeable et qui a été pour certains produits de 1

sur 100,000 consommateurs (Sanchez et al., 2013).

4. Tabac et santé

D’apres 'OMS, le tabac est 'un des produits mortels les plus consommés, avec de pres
de 5 millions de déces par an dans le monde (OMS, 2010). De ce fait, la sensibilisation pour
la lutte contre le tabagisme est devenue une priorité de santé publique, dont plusieurs
initiatives ont été prises au plan international tel que « Pour un monde sans tabac ». La
convention cadre proposée par 'OMS et adoptée en mai 2003 par 47 états invite les pays
a prendre des mesures reconnues comme efficaces et de les inscrire dans un cadre
législatif (hausses des prix et des taxes, interdiction de la publicité, interdiction de fumer
sur les lieux de travail et les lieux publics, et des campagnes d’éducation et de

sensibilisation (Abrous, 2004).

4.1 L’origine, la fabrication et la consommation du tabac

Nicotiana tabacum, espece de plante dicotylédone annuelle de la famille des
Solanacées (figure 15), est une plante originaire d’Amérique centrale qui est a nos jours
cultivée partout dans le monde, pour ses feuilles riches en nicotine qui servent a la
préparation du tabac manufacturé. Apres leur récolte, les feuilles de tabac sont séchées,
puis mises a fermenter pour étre fumables. Les tabacs sont classés selon leur variété et
leur mode de séchage. Les tabacs bruns sont séchés a l'air et au feu, les tabacs blonds a
I'air chaud et les tabacs clairs a I'air ou au soleil (Faure et al., 2014).

Apres sa découverte par Christophe Colomb aux Amériques, la Nicotiana tabacum
a éte utilisée en premier lieu pour la fabrication de la chique (feuilles de tabac enroulées
sur elles-mémes et machonnées sans étre avalées), et du tabac pour la pipe, alors que les
premieres cigarettes ne sont apparues qu’en 1830, et leur production commencait a étre

industrialisée des 1840. A cette époque, le tabagisme restait peu fréquent, et ce n’est qu’au
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début de la premiére guerre mondiale que la cigarette manufacturée est devenue un objet
de consommation populaire et gagne peu a peu toutes les classes de la société (Faure et
al, 2014). Des lors, 'augmentation de la consommation des cigarettes n’a pas cessé
d’augmenter. Une étude épidémiologique réalisée par 'OMS en 2006, a révélé que 41,1%
des hommes et 8,9% des femmes de la population générale mondiale fumaient (OMS,

2010).

4.2 Les produits a base de tabac non combustibles

Dans certaines régions du monde, la consommation de tabac oral sans fumée
demeure la forme la plus répandue du tabagisme et des maladies qu’il provoque,
constituant la forme majeure de dépendance tabagique. Ces produits oraux sont
fortement addictifs et peuvent provoquer également de graves répercussions notamment
des cancers de la téte, du cou, de la gorge et de I'cesophage, ainsi que de nombreuses
affections buccodentaires. Les formes de tabac « oral » sans fumée peuvent étre divisées
en deux formes majeures: le tabac a chiquer, broyé comme de I'herbe est destiné a étre
maché; le tabac a priser est réduit en particules semblables a une mouture de café grosse,

humidifié, et maintenu par pression entre la gencive et la joue (OMS, 2006).

4.3 Composition chimique du tabac

Le tabac comprend plus de 4 000 composants toxiques, notamment les alcaloides
dont la nicotine, des hydrocarbures et des éléments trace métalliques (Sépaniak et al,
2006).

La composition chimique du tabac est tres complexe. Son analyse peut concerner
la plante fraiche ou séchée, de méme que le tabac de la cigarette et ses additifs. La fumée
de cigarette peut étre définie comme un aérosol dynamique en mouvement constitué
d’'une phase vapeur ou gazeuse et d’'une phase particulaire. Le filtre en fibre de verre a
travers lequel passe la fumée principale lors de I'analyse retient la phase particulaire.
Cette derniere correspond au goudron que les cigarettes contiennent, et a partir duquel,
il va étre possible de doser un grand nombre de substances auxquelles les fumeurs sont
exposés. De méme, la phase gazeuse peut étre également analysée. La fumée du tabac
contient principalement des composés inorganiques tels que I'azote, le monoxyde et le

dioxyde de carbone, et le sulfure I'hydrogene; des éléments traces métalliques comme le-
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Figure 15 : Nicotiana tabacum, la matiére premiére de la fabrication du
tabac (FAURE etal., 2014)

Nicotiana tabacum est une plante dicotylédone annuelle de la famille des Solanacées, qui a pris
son nom de l'ordre Solanum qui signifie « soulagement ». Il s’agit d'un arbuste d’origine
américaine (amérique du centre faisant entre 60 et 180 cm d’hauteur. Cette plante est cultivée
presque partout dans le monde. Ces feuilles trés riches en substances pshycoactives notamment la
nicotine sont utilisées pour la fabrication du tabac.

plomb (Pb) et le cadmium (Cd), et des composés organiques essentiellement des
hydrocarbures saturés (alcanes volatils), et oxygénés (alcools), des aldéhydes, des

cétones et des acides; des nitrosamines et des alcaloides (Abrous, 2004).

4.3.1 Les alcaloides du tabac

La nicotine ((S)-3-(1-méthyl-2-pyrrolidinyl) pyridine) constitue le principal
alcaloide du tabac, représentant 90 a 95% du contenu total en alcaloides (Valdes-socin et
al, 2010). La nicotine est constituée d’un cycle pyridinique et d'un cycle pyrrolidinique.
Sa synthese s’effectue au niveau des racines. Ensuite, elle est transportée a travers le
xyleme jusqu’aux feuilles, dans lesquelles elle s’accumule. Il est a noter que les facteurs
génétiques et les parametres climatiques de production peuvent modifier la teneur en
nicotine du tabac. La cotinine est un dérivé oxygéné de nicotine, qui porte un groupe
cétonique au niveau du noyau pyrrolidine. Elle est présente dans la fumée du tabac en

faible quantité, ou elle résulte de I'oxydation de la nicotine lors de séchage des feuilles.
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En outre, elle constitue le principal métabolite de la nicotine au niveau du foie chez les
fumeurs. Mais a part ces deux derniers, le tabac contient également d’autres substances
appartenant a la famille des alcaloides en concentrations mineurs, notamment la

nornicotine, 'anabasine, la myosmine, anatabine, etc. (figure 16) (Delage , 2008).
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Figure 16 : Structure chimique des alcaloides du tabac (Riah, 1996).

4.3.2 Additifs de tabac

L’organisation anglaise « Action on smoking and health » (ASH) a déclaré I'existence
de plus de 600 additifs autorisés dans la fabrication des produits a base de tabac, dans
un cadre législatif extrémement flou et fortement décentralisé. Bien que les effets toxiques
de ces additifs soient généralement controlés, il n’y a aucun contrdle ni évaluation de
I'impact de ces additifs sur les comportements tabagiques, ou sur d’autres conséquences
néfastes éventuelles. Toutefois, ces additifs peuvent étre toxiques soit par eux-mémes
soit en association ou bien apres combustion. Le but de I'utilisation de ces substances est
de rendre le tabac plus addictif, et son initiation plus facile, ou de faciliter ainsi la
poursuite de la consommation de tabac; ceci entre dans le cadre d'une grande
concurrence entre les producteurs du tabac dont l'objectif est d’avoir plus de

consommateurs. En effet, seuls les fabricants sont en mesure de préciser quels additifs
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sont utilisés, et gardent ainsi leurs recettes secrétes pour avoir des produits plus
attractifs. En regle générale, certains additifs comme les édulcorants et les ardmes sont
utilisés pour améliorer le gofit de la fumée de tabac, tandis que d’autres peuvent allez
plus loin en engendrant une dilatation des voies respiratoires (le cacao), permettant a la
fumée de pénétrer plus facilement et plus profondément dans les poumons, pour assurer
I'approvisionnement du corps par une grande quantité de nicotine. Du fait que cette
derniere est mieux absorbée dans un milieu alcalin, d’autres produits ammoniaqués sont
mis en jeu pour amplifier le taux de la nicotine dans l'organisme en augmentant le pH

de la fumée (ASH, 1999).

4.4 Pharmacocinétique de la nicotine

La nicotine est doté de la capacité de franchir les barriéres hémato-tissulaires
notamment la barriere hématoencéphalique, atteignant tres rapidement le cerveau ou
elle exécrera son effet psychoactif. L'absorption de la nicotine peut se produire a travers
la cavité buccale, la peau, les poumons et le tube digestif. Cette absorption semble étre pH
dépendante. Son caractere dibasique peut amplifier son absorption dans les milieux
alcalins en augmentant le taux de la nicotine libre non ionisée avec un caractére lipophile
(Yildiz, 2004).

Une fois absorbée, la nicotine est rapidement métabolisée par le foie via le systeme
cytochrome P450, en un certain nombre de métabolites majeurs et mineurs. En fait, la
nicotine est métabolisée principalement par C-oxydation en cotinine, son métabolite
majeur, et en faible quantité, concernant 10% seulement de la nicotine absorbée, par N-
méthylation, et N-glucuronidation. De plus, la cotinine peut elle-méme étre métabolisée
par hydroxylation en hydroxycotinine (Tricker, 2003). La demi-vie de la nicotine est
relativement courte, et ne dépasse pas les 2 a 6 heures; ceci a rendu difficile son utilisation
comme un marqueur précis de la quantité de lanicotine absorbée. D’autre part, la cotinine
est le métabolite principal de la nicotine; elle posséde une demi-vie plus longue d’environ
de 15 al7 heures, ce qui la qualifie a étre le marqueur de choix pour suivre la prise de la
nicotine (Boswell et al,, 2000).

La nicotine pourrait étre excrétée majoritairement dans les urines, mais aussi dans
les selles, les sécrétions biliaires, la salive et la sueur. Seulement une faible proportion de

la nicotine est éliminée intacte, alors que le reste subit une élimination sous formes
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métabolisées. Il est a noter que I'élimination rénale de ces dernieres peut étre amplifiée
par 'acide ascorbique (vitamine C). Elles ont été identifiées également chez des bébés de
meres fumeuses, ceci vient confirmer la capacité de franchissement des barrieres
biologiques que la nicotine et ses métabolites en sont dotées. D'une autre part, le taux de
la prise de nicotine chez une personne dépendante peut étre influencé par le taux de
I’élimination de cette derniére, en essayant de garder une nicotinémie constante qui

répond a ses besoins (Yildiz, 2004).

4.5 Mécanismes de I'induction de I'effet psychoactif et addictif par la nicotine

(pharmacodynamique de la nicotine)

Une fois dans le cerveau, la nicotine agit dés lors en se liant aux récepteurs
nicotiniques d'acétylcholine (nAChRs), en induisant une élévation de 'activité cérébrale
en termes de mémorisation, concentration et activité motrice. Lors d'une consommation
aigué de tabac, les nAChRs deviennent de plus en plus désensibilisés et moins sensibles
a la nicotine. Quand cette consommation devient chronique, un processus appelé up-
régulation se développe, consistant en une augmentation du nombre des récepteurs,
processus qui semble s’opposer a la désensibilisation des récepteurs. Ce phénomene de
I'up-régulation des récepteurs nicotiniques semble étre incriminé dans la dépendance et
dans la difficulté a arréter de fumer (Tweed et al,, 2012).

D’autres propriétés provoquant une dépendance de la nicotine sont attribuables a
sa capacité d'augmenter la neurotransmission synaptique dans le systéme nerveux
central (CNS), des neurones dopaminergiques mésolimbiques. Des récepteurs
cholinergiques nicotiniques sont présents sur les corps cellulaires des neurones
dopaminergiques dans le noyau accumbens. Les modulations de libération de dopamine
dans le noyau accumbens, induite par la nicotine, conduisent a une augmentation de la
production de dopamine (neurotransmetteur impliqué dans les récompenses naturelles
apres la nourriture, 'acte sexuel...etc), stimulent les structures de la récompense ou du
plaisir et induisent ainsi une sensation de satisfaction, que les fumeurs prennent

I’habitude a avoir (Arib, 2009).
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4.6 Principales répercussions du tabac sur la santé

4.6.1 Tabac et cancers

La premiére étude mettant en évidence les liens entre 'usage du tabac et le cancer,
remonte a 1950. Deés lors, les preuves scientifiques n’ont cessé de s’accumuler et
désormais, la nature et I'ampleur du probléme sont bien connues. Ainsi, on associe la
consommation de tabac a 30% de tous les types de cancers, notamment le cancer des
levres, de la cavité buccale, du pharynx et de la vessie, a I'exception du cancer de la peau ;
et a 30% des déces par cancer et a 85% des cancers du poumon, le principal cancer ou le
tabagisme est en cause en premier lieu. En effet, plusieurs substances présentes dans la
fumée du tabac, le goudron, le formaldéhyde, les nitrosamines, le Cd et le Pb et plusieurs

autres substances sont tous connues pour leur potentiel cancérigéne (Néron, 2005).

4.6.2 Tabac et maladies pulmonaires

L’exposition chronique a la fumée du tabac influence de diverses manieres la
structure et la fonction des voies respiratoires centrales et périphériques, des alvéoles,
mais aussi des capillaires et du systéme immunitaire, induisant par la suite des
pathologies pulmonaires allant des bronchites aigués, asthmes et fibroses pulmonaires
aux carcinomes bronchiques. La fumée du tabac induit une perte des cils de I'épithélium
respiratoire, une hypertrophie des glandes muqueuses et une hyperplasie des cellules
caliciformes (mucosécrétrices) de I’épithélium bronchique. De plus, une exposition des
mugqueuses a la fumée du tabac a répétition peut induire d'une maniere progressive une
réaction inflammatoire chronique de la muqueuse et de la sous-muqueuse bronchique. De
méme, les substances contenues dans la fumée de tabac peuvent générer des ROS qui
peuvent étre mis en cause dans des dommages locaux au niveau des voies respiratoires

(Krill et al,, 2008).

4.6.3 Tabac et maladies cardiovasculaires

Le tabagisme est responsable, au plan mondial, de plus de 10% de I'ensemble des
déces d’origine cardiovasculaire. Non seulement le tabagisme actif, mais aussi une
exposition passive a la fumée de tabac peut engendrer une telle pathologie.

L’athérosclérose est la principale cause de la survenue d’un infarctus du myocarde. Une
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obstruction des vaisseaux sanguins est consécutive a la formation de plaques d'athérome
a partir de la fraction du cholestérol liées a des lipoproteines a faible densité (LDL) apres
leur oxydations par des ROS, ce qui risque de diminuer progressivement I'apport du sang
a une région du myocarde et de favoriser une ischémie locale qui se traduit plus tard par
un trouble cardiaque. En fait, I'effet du tabagisme dans ce cas est double. Il s’associe a la
fois a une hypercholestérolémie et a une génération des ROS qui peuvent induire une
oxydation du LDL favorisant par la suite une athérosclérose. De plus, une augmentation
de I'activité thrombocytaire, avec une augmentation de la viscosité sanguine, une atteinte
des cellules endothéliales avec diminution consécutive de la sécrétion de prostacycline et
de monoxyde d’azote, induisant une perte d’élasticité vasculaire, peuvent également étre

la cause de maladies cardiovasculaires chez les fumeurs (Kriill et al., 2008).

4.6.4 Tabac etreproduction

Du fait des effets du tabagisme sur le déroulement de la grossesse, notamment les
fausses couches spontanées, la rupture prématurée des membranes, le retard de
croissance intra-utérine...etc, la relation entre le tabac et la fertilité a concerné les femmes
en premier lieu, dont nombreuses études en font l'objet et mis en évidence I'existence
d’une relation négative entre tabac et la fertilité féminine spontanée ou dans le cadre
d’'une assistance médicale a la procréation. Des composants toxiques de la fumée de
cigarette, comme la cotinine, le cadmium, le peroxyde d’hydrogene qui peuvent engendrer
des effets cytotoxiques sur le stock ovocytaire, sont retrouvés dans le liquide folliculaire
des femmes fumeuses. Ces dernieres ont présenté également un profil hormonal
perturbé, et un délai nécessaire a concevoir augmenté. Quantal’homme, les études moins
nombreuses effectuées a cet égard montrent également un allongement du délai
nécessaire a concevoir. Ceci, est di principalement a des pathologies touchant la qualité
du sperme, dont essentiellement des pathologies du nombre (oligospermie), de la
mobilité (asthénospermie), de la forme (tératospermie) et de I’ADN des spermatozoides,
qui ont constitué les principales observations lors de I’exploration des infertilités chez les
fumeurs. En outre, ces pathologies étaient en association, dans la plupart du temps, a la
présence des marqueurs de stress oxydatif dans le sperme (Sépaniak et al., 2006).

De ce fait, il s’est avéré essentiel de réaliser d’autres études a I’égard des infertilités

masculines liées au tabagisme, pour élucider quels sont, en réalité, les mécanismes par
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lesquels la qualité du sperme est altérée consécutivement a la consommation du tabac. En
effet, ces études devraient étre plus approfondies, et dans un spectre plus large incluant
ainsi le fonctionnement des organes génitaux, la régulation hormonale de ceux-ci, et les
différents mécanismes physiopathologiques qui peuvent expliquer la survenue des

infertilités, conduisant par conséquent a améliorer la prévention et le traitement.
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« Ce chapitre décrit entierement et d'une maniere détaillée, la démarche que nous avons
suivie lors de la réalisation de ce travail. Le traitement des animaux, le préléevement des
échantillons et les différents protocoles, sont tous décrits en détail afin de permettre la
reproduction de notre travail. Les limites et les obstacles qui nous ont empéchés de compléter
toutes les démarches qui ont été envisagées sont également expliqués ».
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1. Objectif du travail

La présente étude consiste en une évaluation des effets des alcaloides totaux du
tabac (ATT) surla fonction de lareproduction chezle rat male, en essayant de déterminer
la nature, les sites et les mécanismes d’induction de la reprotoxicité. Ensuite, une
approche préventive vis-a-vis des répercussions de I'exposition aux ATT sur la fertilité

masculine en utilisant la fraction d’acétate d’éthyle (FAE) de I’extrait de thé vert.
2. Materiel utilise

2.1 Matériel végétal

Les échantillons de tabac et de thé vert utilisés au cours de cette étude ont été
préparés a partir des produits destinés a la consommation qui sont vendus localement. La
poudre du tabac est préparée a partir du contenu des cigarettes apres les avoir déchirés.
Les cigarettes choisies sont de marque « RYM »; la marque de référence de la production
nationale algérienne. Quant au thé, une marque trés réputée au Sahara algérien pour sa
bonne qualité, c’est le thé vert qui a été choisi pour I'extraction des substances bioactives
antioxydantes. La marque porte le nom de « elrakim », numéro de Lot: « ZJ415414332 »,

importé Chine.

2.2 Animaux

Le rat de laboratoire, comme c’est le cas dans la plupart des expériences toxicologiques, a
constitué ’animal de choix pour notre étude. Les rats sont les especes les plus largement
utilisées en raison de leur taille manipulable, de leur disponibilité, de leur prix raisonnable, ainsi
que pour leur cycle reproducteur assez court.

Des couples de rats de souche WISTAR, espece Rattus norvigecus obtenus de
I'animalerie de I'université de Mascara ont été utilisés pour la production d’'un nombre
suffisant de rats males nécessaire pour l'étude expérimentale. L’élevage et les
expérimentations ont été réalisés au niveau de I'animalerie de la Faculté des sciences
exactes, Université Djillali Liabes UDL, Sidi bel Abbes.

Les conditions d’hébergement (température: 22-249C, photopériode 12/12),

d’alimentation et de reproduction des animaux de laboratoire impliqués ont été
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strictement suivies en se référant aux manuels et aux ouvrages disponibles et qui
expliquent en détail, les démarches a suivre lors des expérimentations sur les rats.

Lors de notre travail a I’animalerie, nous avons tiré profit d’'un aliment a base de
mais pour l'alimentation des animaux tout au long de la période d’élevage et
d’expérimentation.

Il est important de mettre I"accent sur un sérieux probleme auquel nous pouvons
étre confrontés en manipulant des animaux de laboratoire, se résume dans la probabilité
de contracter des infections ou des allergies aux animaux. Le respect des conditions de
protection personnelle et des précautions particulieres lors de la manipulation de ces

animaux devrait minimiser ces risques.

2.3 Principaux instruments de laboratoire

Le présent travail, réalisé au niveau du laboratoire de biotoxicologie et de du
laboratoire de biochimie végétale, Faculté des sciences de la nature et de la vie UDL SBA,
nécessitait l'utilisation d’'une série de matériel et des automates pour la réalisation des

différents tests, tels que le systeme HPLC, le spectrophotomeétre...etc. (tableau 2).

2.4 Produits chimiques

Une série de produits chimiques essentiellement des solvants organiques, des
solutions tampon, des kits pour le dosage des hormones, ainsi que d’autres solutions de
réaction chromogene qui développent une coloration en réagissant avec les substances
recherchées dans les échantillons en formant une substance chromophore dont la densité
optique est mesurable par spectrophotométrie, ont été utilisés. Par ailleurs, une deuxieme
série de colorants a été également employée lors de I'analyse cytologique et histologique
pour mettre en évidence la structure cellulaire et tissulaire.

NB : Parmi les produits utilisés, un grand nombre présente un risque plus au moins
important d’intoxication par différentes voies. Il est tres important pour le manipulateur
de prendre toutes les mesures de précaution lors de leur utilisation. Du fait que
I'utilisation de petites quantités contenues dans des flacons autres que les originaux, peut
amoindrir la connaissance des risques liés a I'utilisation de ces substances, et en prenant

en considération les accidents auxquels nous avons été confrontés.
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Tableau 2 : Liste du principal matériel utilisé lors de la réalisation des expérimentations.

Matériel

Référence

Broyeur

IKA. A11 Basic

Evaporateur rotatif (rotavapor)

LABOROTA 4000

Soxhlet Behr. Abor-technik
Systeme HPLC AGILENT 1200
Spectrophotometre Thermo-spectronic UVB 111801

Balance de précision

RADWAG AS (220) C2 series

Centrifugeuse Centirion SientificC2 series
Balance digitale Sartorius

pH metre INOLAB

Systeme d'Immuno-essai par MALGUMI1000
Chimiluminescence (CLIA)

Analyseur ELFA (Enzyme Linked VIDAS ®

Fluorescent Assay)

3. Méthodes

Cette partie consiste en une étude expérimentale multiparamétrique qui comprend une

évaluation de la qualité du sperme, de la structure histologique des gonades, des taux sériques

des hormones sexuelles, et des marqueurs du stress oxydatif dans le plasma et dans les organes

sexuels, aprés une période d’exposition aux ATT et aux substances bioactives extraites a partir

de thé vert apres avoir fait au préalable une étude phytochimique visant a optimiser leur pouvoir

antioxydant.
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3.1 Etude phytochimique

3.1.1 Extraction des alcaloides totaux du tabac

Comme les alcaloides se trouvent le plus souvent sous forme de sels d’acides
minéraux ou organiques, la premiére étape de leur extraction consiste a favoriser une
précipitation des sels d’alcaloides en milieu acide. L’alcalinisation du milieu libere les
alcaloides des liaisons qu'ils avaient, et en devenant libres, ces derniers vont perdre leur
polarité et deviennent plus solubles dans les solvants apolaires ou a polarité diminuée. Le
chloroforme qui est a la fois non miscible a I’eau et apolaire, va assurer par la suite une

rétention des alcaloides totaux sous formes libres.

3.1.1.1 Mode opératoire

b

Les alcaloides totaux du tabac sont extraits a chaud a partir de la poudre du tabac
des cigarettes broyé. L'extraction est réalisée par Soxhlet avec 200mL d'éthanol absolu

pendant 5h (Figure 17), en se référant au protocole décrit par Harbone, 1998.

Les extraits éthanoliques sont par la suite évaporés sous vide a 40°C au rotavapor.
Les résidus secs sont reconstitués en 20mL de chloroforme et acidifiés par l'acide

chlorhydrique(HCl) a 5% jusqu’au pH 3. Apres quoi, IlIs sont laissés en incubation a

Figure 17: Préparation de l'extrait total du tabac par un systéme de Soxhlet multipostes.
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température ambiante et a I'obscurité pendant 30 minutes. Apres la séparation des deux
phases, la phase superficielle acide est mélangée avec 20ml de chloroforme, puis le pH
est justifié a nouveau jusqu’au pH 9 par le bicarbonate de sodium (NaHCO3) a 5%. Apres
une deuxiéeme incubation dans les mémes conditions pendant 15 minutes, la phase
chloroformique est évaporée sous vide a 'aide du rotavapor avec l'utilisation combinée
d’'une pompe a vide. Enfin, les résidus secs, constitués par les alcaloides totaux, sont

récupérés (Figure 18).

3.1.2 Extraction des phénols totaux et préparation des fractions a partir de thé

vert

Apres avoir effectué un broyage des échantillons, visant 'augmentation de la
surface de contact avec le solvant, la poudre est immergée dans ce dernier sans aucun
réchauffement pendant une période prolongée. Ceci va permettre la dissolution des
substances solubles dans le solvant approprié. La macération a pour but principal la
conservation des principes actifs intacts lors de I'extraction. L’étape suivante consiste a
séparer les constituants du « totum » obtenu par la macération, en utilisant une série de
solvants organiques a un degré de polarité croissant. Les différentes substances vont étre
séparées selon leur degré de polarité, de maniére que chaque solvant retient les molécules

possédant une polarité proche de la sienne.
3.1.2.1 Mode opératoire

3.1.2.1.a) Préparation de I’extrait total ‘totum’ par macération

L’extraction des phénols totaux (PT) est effectuée par une triple macération avec
du méthanol a 80% suivant la méthode de Stocker et al,, 2004. Pour ce faire, 100g de
poudre de thé vert est homogénéisée dans 200mL d’éthanol (80%) et macérée pendant
24h a température ambiante et a I'obscurité. Cette méme procédure est répétée trois fois
pour assurer un bon rendement en fin de l'extraction. Apres filtration par papier
Wathman a 0,5um, les trois extraits éthanoliques sont mélangés, homogénéisés puis
évaporés sous vide a 40°C (Figure 19). Apres quoi, le résidu sec est reconstitué dans
200mL d’eau distillée, puis purifié deux fois avec de I'éther de pétrole (v/v)al’aide d’'une
ampoule a décanter. La phase aqueuse purifiée est enfin récupérée apres séparation des

deux phases (Figure 20).
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Figure 18 : Diagramme récapitulatif de la procédure d'extraction des alcaloides totaux.
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3.1.2.1.b Préparation des fractions de chloroforme, d’acétate d’éthyle et de n-butanol

L’élution des substances du « totum » se fait par une succession de décantations de
la phase aqueuse préalablement préparée avec des solvants organiques avec un degré
croissant de polarité. Dans la présente étude, nous avons utilisé le chloroforme, 'acétate
d’éthyle et le n-butanol selon 'ordre mentionné. Apres avoir mélangé la phase aqueuse
(v/v) avec chaque solvant, le mélange est laissé se fractionner a l'obscurité, et les deux
phases sont ensuite séparées. Les différentes fractions sont par la suite évaporées sous
vide a 40°C pour éliminer les solvants, et les résidus secs sont enfin récupérés

(Benhammou et al,, 2009). Les rendements (R) sont calculés selon la formule suivante :

R (%)= masse du ballon avec extrait - masse du ballon vide x 100

Masse de I’échantillon

3.1.3 Dosage des phénols totaux

Le réactif de Folin-Ciocalteu d’'une couleur jaune, est composé par un mélange de
deux acides : l'acide phosphotungstique (H3PW12040) et I'acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). En présence des PT dotés d'une capacité réductrice lors de la réalisation
du test, ces deux acides vont étre réduits en deux substances chromogenes qui donnent
au mélange une couleur bleu. L’oxyde de tungsténe et de molybdene issus successivement
de I'acide phosphotungstique et de I'acide phosphomolybdique génerent une coloration
bleu proportionnelle a la concentration de PT présents dans le mélange. Le spectre de la
lecture est compris entre 725 et 765 nm. L’acide gallique utilisé pour I"élaboration de la
gamme d’étalonnage réagit de cette méme facon. Si I'intensité de la couleur dépasse cette
gamme, une dilution de I’échantillon est nécessaire pour pouvoir procéder a I'analyse

spectrophotométrique. Apres quoi, le résultat doit étre multiplié par le facteur de dilution.

3.1.3.1 Mode opératoire

Le contenu en composés phénoliques est déterminé par I'analyse colorimétrique
suivant la méthode de Foline-Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi, 1965. 200uL de
chaque extrait est ajouté a un mélange contenant 1mL du réactif de Foline-Ciocalteu dilué

a 1/10 avec de I'eau distillée (1v/9v) et 0.8mL d'une solution de carbonate de sodium a
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7.5%. Apres ceci, le tout est incubé pendant 30 minutes dans l'obscurité a température
ambiante. L’absorbance (ABS) est lue par un spectrophotometre a 765 nm contre un blanc
contenant la méme composition a I'exception des échantillons, qui sont remplacés par
200pL de méthanol. L'acide gallique est utilisé pour I'élaboration de la courbe
d’étalonnage. Les résultats sont ensuite exprimés en milligramme équivalents d’acide

gallique par gramme de résidu sec.

Figure 19 : Elimination des solvants par le rotavapor combiné a une pompe a vide.

69



Partie expérimentale

Chapitre Il :Matériel et Méthodes

s R
Poudre de thé vert broyé
N y
- Maceration
e
g dans 1’éthanol
e N
Totum
N J

Evaporation

Purification par

I’éther de pétrole
e ™
Phase aqueuse
N Y

v

Décantation

p
———  n-Butanol
o
Fraction n-
e butanolique
(FnB)
p
Fraction aqueuse
(FAQ)
o

,/

N

N

e ™ e ) ™
Acétate
Chloroforme )
d’éthyle
N J N N/
e _ N e N
Fraction Fraction d’acétate
chloroformique d’éthyle
FCh FAE
(FCh) L (FAE) )
r'// ﬁ\\
Evaporation et
récupération des résidus ‘
\ secs )
N 4

Figure 20 : Diagramme récapitulatif de I'extraction et de la préparation des fractions

de l'extrait de thé vert.
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3.1.4 Dosage des flavonoides

Le trichlorure d'aluminium (AICI3) et la soude (NaOH) utilisés lors de cette
expérience vont former des liaisons avec les groupements hydroxyles des flavonoides
aboutissant a la génération d'une coloration jaune (AlICI3) et rose (NaOH). La solution
devient rosatre en fin d’expérience, et I'’ABS estlue a 510 nm.
3.1.4.1 Mode opératoire

Des solutions métanoliques sont préparées a partir de chaque fraction a raison de
1mg/mL. De chaque solution, 500 pl est ajouté a 1500 pul d’eau distillée. 150 pl de nitrite
de sodium (NaNO2) a 5% est ensuite ajouté, et le mélange est mis en incubation pendant
5 min a 'obscurité et a température ambiante. L’étape suivante consiste a ajouter 150 pl
de AICI3 a 10% et a réincuber le tout dans les conditions précédemment mentionnées
durant 6 min. En fin, 500 pl NaOH a 4% est additionné au mélange, et la lecture est tout
de suite réalisée. Par ailleurs, la courbe d’étalonnage est réalisée par la catéchine, utilisée
comme standard, a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent de catéchine par gramme d’échantillon (Zhishen et al., 1999).

3.1.5 Evaluation de I'activité antioxydante

Le radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) présent en poudre noir va
prendre une couleur violette apres dissolution dans le méthanol. L’ajout des antioxydants
a cette solution va réduire les radicaux libres en DPPH-H d’une couleur jaune. La
décoloration de la solution ou la migration de la couleur violette vers la couleur jaune est
proportionnelle a la concentration et au potentiel réducteur des échantillons. L’ajout des
échantillons au méme volume et a la méme concentration va permettre donc une
évaluation uniquement du potentiel réducteur. Pour vérifier la réactivité de la solution,

'acide ascorbique est utilisé comme témoin positif.

3.1.5.1 Mode opératoire

Pour évaluer I'activité antioxydante et orienter le choix pour I'étude in vivo ; 3 mg
de I'extrait total de thé vert (éthalonique) et de chacune de ses fractions, sont dilués dans
le méthanol a des concentrations décroissantes et 10uL de chaque dilution sont ensuite
additionnés a 1990uL d’une solution de la DPPH a 0,025 mg/mL. Apres une incubation

de 30 minutes, al'obscurité et a température ambiante, la diminution d’ABS est mesurée
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a 517nm, contre un témoin positif de la DPPH (Liu et al,, 2007). Le pourcentage de

I'inhibition est calculé suivant la formule ci-dessous :

Pourcentage d’inhibition (%)= (ABS blanc- ABS échantillon) x 100
ABS blanc

La concentration minimale d’inhibition de 50% de la DPPH (CI50) est calculée
graphiquement a partir des courbes de tendance linéaire, puis utilisée pour la

comparaison de I'activité antioxydante des différents échantillons.

3.1.6 Analyse qualitative de la fraction d’acétate d’éthyle par HPLC

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) permet la séparation ou
la purification d'un ou de plusieurs composés d’'un mélange en vue de leur identification
et de leur quantification. Le systeme HPLC contient essentiellement un réservoir d’'une
ou de plusieurs phases mobiles polaires ; une pompe qui assure le passage de cette phase
a travers une colonne qui contient une phase stationnaire apolaire. A I'issue de la colonne,
un détecteur couplé a un systeme d’enregistrement va permettre la détection et le tracage
des pics suite a la traversée du détecteur par les molécules de I’échantillon, aboutissant a
I'enregistrement d’'un chromatogramme.

Les échantillons sont injectés dans la phase mobile, puis I'ensemble va traverser
rapidement la phase stationnaire contenue dans la colonne grace a la pression exercée
par la pompe. Les constituants du mélange, selon leur polarité, vont traverser la phase
stationnaire séparément a mesure que les molécules les plus polaires auront un temps de
rétention plus court, et passent rapidement, alors que les molécules les moins polaires ou
apolaires seront retenues lors de la traversée de la colonne, et se déplacent toutes moins

vite.

3.1.6.1 Mode opératoire

L'analyse de la FAE, du fait qu’elle avait I'activité antioxydante la plus importante,

et qui a été choisie de ce fait pour I'étude in vivo, est effectuée selon la méthode de
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Fernandez et al., 2000, en utilisant un syteme HPLC « Agilent 1200 », avec une colonne
C18 (250 millimetres de x 4.6 millimetres, 5.0 pm) (Figure 21).

Tous les solvants utilisés lors de la préparation des échantillons et des phases
mobiles étaient grade HPLC. La préparation des échantillons constitue une étape
indispensable a 'analyse, a mesure que ces échantillons sont fortement dilués dans des
solvants grade HPLC seulement, puis soigneusement filtrés avant d’étre injectés. L'élution
est faite suivant un gradient de pression de deux solutions constituant la phase mobile
dans la colonne a un débit de 1 mL/min. La premiere solution (a) est composée de 1'eau
distillée, I'acétonitrile et I'acide formique a raison de (94.7+4.3+1 v/v) respectivement,
alors que la deuxieme solution (b) contient la méme composition mais a des proportions
différentes (49.5+49.5+1 v/v). La phase mobile commence a 90% (a) et 10% (b), suivie
par une augmentation de la proportion de la solution (b) dans la phase mobile a 30% (b)
pendant 10 min. Enfin, nous avons procédé a une augmentation linéaire de la proportion

de la solution (b) jusqu’a 80% pendant 5 minutes.

Figure 21 : Systeme HPLC utilisé pour l'identification des composants de la FAE.
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3.2 Traitement des animaux

3.2.1 Préparation des extraits

Les ATT, et la FAE sont préparés dans de |'eau distillée aprées avoir ajouté quelques
gouttes d’éthanol (50puL), pour stimuler la dissolution des ATT. Le véhicule des différents
extraits est administré aux rats témoins a fin d’éliminer tout éventuel effet 1ié au véhicule
lui-méme (figure 22). Les quantités préparées sont conservées a 4 C. Apres I'épuisement

de ces dernieres, de nouvelles solutions sont préparées.

3.2.2 Choix de la méthode d’administration

Dans la présente étude, nous avons utilisé des rats males WISTAR pour les raisons
précédemment mentionnées. Cependant, sur le plan anatomique, les rats n’ont pas la
méme anatomie des voies respiratoires que I'homme (les rats possedent une respiration
purement nasale). Ceci rend leur utilisation pour évaluer les effets toxiques du tabac par
inhalation non extrapolable chez 'homme. De plus, la fumée de cigarette contient un tres
grand nombre de substances toxiques qui peuvent induire ou amplifier la reprotoxicité.
Pour que les résultats auxquels nous allons aboutir soient liés seulement aux alcaloides,
notamment la nicotine qui constitue plus que 90% de I'’ensemble de ces derniers, et
généralisés sur les différents modes de consommation du tabac, nous nous sommes
proposé d’administrer I'extrait du tabac par gavage a mesure que les animaux seront
exposés aux alcaloides seulement. Pour le thé vert, 'administration par gavage ressemble

au mode de consommation chez I’homme.

3.2.3 Répartition des animaux

Un groupe de rats males de souche WISTAR, d'un nombre de 30, d'un 4ge moyen
de deux mois et d’'un poids moyen de 309,90+ 23,89g sont répartis sur six lots homogenes
(N=5). Les animaux du groupel (G1) et du groupe2 (G2) ont recu par gavage pendant 30
jours les ATT a raison de 2,5 et 5 mg/Kg de poids corporel respectivement. Quant aux
animaux du 3¢me et du 4¢me groupe (G3, G4), ils sont traités par les ATT aux mémes doses,
combinés a la FAE a raison de 50mg/Kg de poids corporel pour les deux groupes. Les rats
du 5éme groupe sont traités uniquement par la FAE en vue d'une constatation de I'effet de
thé vert seulement, alors que les rats témoins (G6) ont regu le véhicule des différents

extraits (Tableau 3).
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Figure 22 : Préparation des solutions pour le traitement des rats. (a) extrait de thé vert,
(b) extrait de tabac.

3.2.4 Hébergement et traitement des animaux

Les animaux sont hébergés dans I'animalerie au niveau de la Faculté des sciences
exactes, Université Djillali Liabes, Sidi Bel Abbeés, dans des cages appropriées, désignées
spécialement pour des rats de laboratoire. Tout au long de la durée d’expérimentation, les
animaux avaient un acces libre a I'alimentation et a I'’eau du matin apres le traitement
jusqu’a la nuit. Les animaux ont été traités suivant les réglementations du traitement des
animaux de laboratoire. Les conditions de la température, de la photopériode, et
d’hygiene sont soigneusement respectées. Cependant, 'humidité n’a pas été controlée.

Les traitements sont effectués le matin de bonne heure avant la présentation de
I'alimentation et aprés avoir pesé les animaux et calculé les volumes a administrer a partir
des solutions préparées par mesure de ne pas dépasser les 2 mL comme volume total

d’administration.
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Tableau 3 : Liste des traitements avec les différents extraits et leur véhicule.

Groupes de rats Traitements

G1 (N=5) ATT 2,5mg/Kg

G2 (N=5) ATT 5mg/Kg

G3 (N=5) ATT 2,5mg/Kg + FAE 50mg/Kg

G4 (N=5) ATT 5mg/Kg + FAE 50mg/Kg

G5 (N=5) FAE 50mg/Kg

G6 (N=5) Témoin (50uL éthanol dans 100mL eau
distillée)

3.2.5 Anesthésie et sacrifice

Alissue des 30 jours de traitement, les rats sont sacrifiés au niveau du laboratoire
de biologie de développement, Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université
Djillali Liabes, Sidi Bel Abbes. L’anesthésie est effectuée par voie respiratoire en
provoquant les animaux au chloroforme sous une cloche. Le sacrifice est effectué apres
un jeune de 12 heures sur une plaque a dissection (Figure 23). Aprés quoi, le sang est
prélevé par ponction cardiaque et récupéré dans des tubes EDTA et des tubes secs (Figure
24), et les organes génitaux sont ensuite prélevés et rincés a ’eau physiologique (NaCl a
0,9%), puis pesés. Le sang est centrifugé, puis le sérum et le plasma sont récupérés dans
des tubes épindorffs. Les échantillons sont conservés a -20 °Cen vue de la réalisation des
analyses biochimiques et hormonales. Les organes désignés a I'étude histologique sont
conservés dans le formol a 10%, et le reste est congelé a -20 °C pour réaliser les autres

analyses.
3.3 Exploration des effets du tabac et de thé vert sur la fonction reproductrice

3.3.1 Le spermogramme

Les échantillons du sperme sont prélevés par des micropipettes apres incision de
la partie distale de la queue épididymaire. Le sperme est récupéré par la suite dans des
tubes épindorffs et dilué par différentes solutions suivant le test a réaliser (Oyeyemi et al.,

2008).
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Dans cette partie, nous avons évalué le nombre, la mobilité et la viabilité des SPZ.
En premier temps, le nombre des SPZ est calculé a I'aide d'une cellule Thoma, apres que
les SPZ sont colorés au bleu de Trypan a 5% et immobilisés par le liquide de Dasie (10mL
de formol a 40% et 990mL de citrate de sodium a 3%) (Dussault, 2009). Le calcul est
effectué comme l'indique la fiche technique des cellules de Thoma (Annexe A) selon la

formule suivante sous microscope optique au grossissement x400 :

Nombre SPZ= (Nombre calculé sur 5 carrés moyens /5) x facteur de dilution x 25000#

En ce qui concerne la prise en considération des éléments trouvés sur les
extrémités des carrés, seulement ceux qui sont a cheval sur la lisiere du haut et de la
droite sont comptés, alors que les autres sont négligés. La mobilité est ensuite mesurée
apres le traitement des échantillons par une solution de citrate sodique a 2,9% et la
coloration par le bleu de Trypan. Un nombre de 200 SPZ est suivi lors de chaque test. La
mobilité est exprimée en (%) de SPZ mobiles par rapport au nombre total observé. Quant
a la vitalité, apres une fixation au formol a 9% et une coloration a I’Eosine-Nigrosine, un
nombre de 200 SPZ est évalué. La coloration mentionnée ci-dessus est basée sur le
principe de la perméabilité des SPZ morts a I'’éosine (membranes plasmiques lésées), qui
vont prendre une couleur rose, alors que les SPZ vivants ne prennent aucune couleur. A
ce moment, la nigrosine va assurer un fond sombre au frottis pour bien permettre de faire

une distinction entre ces deux catégories (Figure 25).

3.3.2 Etude histologique

Cette étude a pour but la mise en évidence des altérations histologiques des
gonades visant|’évaluation de I’effet toxique du tabac sur le plan histologique. Les coupes
sont réalisées suivant les techniques classiques de la préparation des coupes
histologiques au niveau du laboratoire de l'anatomopathologie, Centre hospitalo-

universitaire (CHU) Abdelkader hassani, Sidi Bel Abbes.

3.3.2.1 Technique

Pour rendre visible ce que l'on veut observer, il est nécessaire de suivre un long
protocole qui requiert plusieurs étapes successives : fixation, inclusion, coupe, coloration,

et enfin le montage. Ceci va aboutir a des coupes tres fines et bien colorées qui sont ensuite
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observées au microscope optique afin de réaliser une évaluation précise a différents

grossissements.

3.3.2.2 La fixation

Cette étape vient juste apres le prélevement des organes a étudier, et elle a pour
but la conservation des structures et le durcissement des pieces pour faciliter la
réalisation des coupes. Aprés leur prélevement, les organes sont rincés a l'eau
physiologique puis completement immergés dans le fixateur (Formol a 10%) a mesure
que ce dernier recouvre complétement les organes pour au moins 48 heures. Elle se fait

dans des récipients spécifiques a cette opération (Figure 26).

3.3.2.3 L’inclusion

Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme ceci est hydrophobe,
le prélevement doit d’abord subir une déshydratation (par immersion des casettes
contenant les organes dans des bains d’alcool de degré croissant puis dans des bains de
toluene) avant d’étre coulé dans la paraffine fondue. Apres le refroidissement de la

paraffine, un bloc dur de paraffine contenant le prélevement est formé.
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Figure 23 : Sacrifice des rats et mise en évidence des organes génitaux.
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j S

Figure 24 : Technique de prélévement du sang par ponction cardiaque.

3.3.2.4 La réalisation des coupes
A partir de ce bloc, des coupes semi fines d'un diametre de 5 um sontréalisées a l'aide
d’'un microtome couplé a un bain marie d’'une température de 40C% qui sert a la réception

des coupes. Ces coupes sont ensuite récupérées sur des lames en verre.

3.3.2.5 Lacoloration

Les coupes histologiques doivent tout d’abord subir une réhydratation avant de
passer a la coloration ou Il s’agit d'une coloration a 1'hématoxyline-éosine (H&E).
L’hématoxyline est un colorant basique qui donne une couleur bleu foncé aux substances

acides basophiles des cellules et tissus, notamment la chromatine contenant de I’ADN, et
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le cytoplasme qui est partiellement coloré grace a 'ARN contenu dans les ribosomes.
L’éosine est un colorant acide qui donne une couleur rose aux substances acidophiles

telles que les protéines basiques, les fibres de collagene du tissu conjonctif...etc.

oy

1 (

Figure 25 : Observation microscopique d'un frottis de sperme de rat coloré a
|'éosine-nigrosine.

3.3.2.6  Le montage des lames

Apres avoir subi une déshydratation (par bains d’alcool de degrés croissants puis
bains de toluéne), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle par de la résine
synthétique. Dés lors, les lames sont protégées, les échantillons ne s’abimeront pas, et
l'utilisation prolongée de ces lames est assurée. Une série d’observations microscopiques

sont donc réalisées afin de mettre en évidence les différentes altérations de la structure

histologique.
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Figure 26 : Fixation des organes pour I'étude histologique.

3.3.3 Analyses biochimiques

3.3.3.1 Evaluation de l'activité antioxydante totale du plasma sanguin et des
homogénats tissulaires

L'activité antioxydante totale du plasma sanguin et des homogénats des testicules

et des épididymes est évaluée par la technique de FRAP (ferric reducing antioxidant

power) (Benzie et Strain, 1996). A un pH acide, le complexe fer ferrique (Fe3+) 2,4,6-

tripyridyl-striazine (Felll-TPTZ) est réduit en présence des antioxydants a la forme

ferreuse (Fell-TPTZ), et une couleur bleue se produit par la suite. L’ABS est mesurée a

593nm contre un blanc dans lequel les échantillons sont remplacés par de I’eau distillée.

3.3.3.1.a) Mode opératoire

Le réactif de FRAP est préparé en mélangeant la solution tampon d'acétate de 300
mmol/L, et d'un pH de 3.6 avec une solution de TPTZ (10 mM en 40mM HCI), et une
solution de trichlorure de fer (FeCl3) de 20mmol/L suivant un volume ratio de 10:1:1
respectivement pour les trois solutions. Le réactif de FRAP est préincubé a 37 °C pendant

20 minutes. Ensuite, 100 pl du plasma ou de 1'homogénat tissulaire (dilué 1:1 avec de
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I'eau distillée), est ajouté a 900 pl du réactif de FRAP. Le mélange est ensuite incubé
pendant 25 minutes a 37 9C. L'ABS est mesurée a 593nm contre le blanc. En outre, une

solution de Fell (FeSO4. 7HO) est employée pour la réalisation de la courbe d’étalonnage.

3.3.3.2 Dosage des TBARS

La méthode TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances) est utilisée pour
mesurer les substances réactives a I'acide tiobarbiturique (ATB) qui sont des produits du
stress oxydatif notamment de la peroxydation lipidique. Le produit final de cette derniere
est les MDA qui résultent de la dégradation des AGPI par les ROS. Ces substances vont
former un complexe avec ’ATB (MDA-ATB) générant une couleur rose dont l'intensité est

proportionnelle aux MDA présents dans les échantillons.

3.3.3.2.a) Mode opératoire pour les TBARS plasmatique

100pL de plasma dilué dans le le NaCl 0,9% a 1/10, est additionné a 1mL de ATB
précédemment préparé dans une solution contenant 15% d’acide trichloracétique (TCA),
et 0,375% ATB dans I’'HCI 0,5N. Un antioxydant, le hydroxytoluéne butylé (HTB) est
préparé dans le méthanol a raison de 2%, puis 20 pL de cette solution est ajouté au
mélange pour inhiber toute oxydation supplémentaire lors de la réalisation du test.
L’ensemble est ensuite incubé a 85 °C pendant 30 min dans un bain marie. Apres
refroidissement des échantillons a I'eau glaciale, le changement de la couleur est mesuré
a 535 nm contre 'eau distillée utilisée comme blanc. Une solution des MDA a différentes
concentrations est utilisée pour la préparation de la courbe d’étalonnage (Buege et Aust,

1978).

3.3.3.2.b) Mode opératoire pour les TBARS tissulaires

Pour chaque gramme de tissu, 8mL de TCA a 5%, et 5mL de BHT dans I'hexane
(8%), sont préparés dans un tube en plastique (Figure 27). Le tout est ensuite
homogénéisé au vortex pendant 30 seconds, puis centrifugé a 3000g pendant 30 minutes.
Apres quoi, la phase superficielle de I'hexane est éliminée et le reste est complété jusqu’a
10 mL par le TCA a 5%. Enfin, 2,5mL de cette solution est mélangé avec 1,5mL d’ATB
préparé dans l'eau distillée a 0,8%, puis incubé a 100 9C pendant 30 min. Apres

refroidissement, I'’ABS est lue a 521 nm contre un blanc contenant la méme composition
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a l'exception des échantillons (Figure 28). Une deuxieme courbe d’étalonnage est

préparée par des solutions de MDA suivant ce méme protocole (Botsoglou et al., 1994).

Figure 27 : Préparation des homogénats tissulaires de 1'étude biochimique.

Les courbes d’étalonnages des différentes analyses spectrophotométriques sont

classées dans I'annexe B.
3.3.3.3 Dosage des hormones sexuelles

3.3.3.3.a) Dosage de FSH et LH

Le dosage de la FSH et de la LH est réalisé au niveau d'un laboratoire privé, sur le
sérum précédemment conservé, en utilisant des kits VIDAS ®, et un systeme automatisé
qui assure I'ensemble des étapes jusqu’a I'édition des résultats (Figure 29). Les codes
donnés aux échantillons sont introduits dans un logiciel qui controle le fonctionnement
de l'automate selon leur emplacement. Le dosage est effectué par la technique
immunoenzymatique par compétition a une détection finale en fluorescence (Enzyme
Linked Fluorescent Assay ) (ELFA). Les kits contiennent des cones et des cartouches préts

a l'utilisation.
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Figure 28 : Analyse spectrophotométrique des TBARS.

Les cones sont a usage unique et servent a la fois de phase solide et de systéme de
pipetage. Les autres réactifs sont préts a I'emploi et pré-répartis dans la cartouche. Apres
I’emplacement des cones et des cartouches, le premier puits vide est rempli au début du
test par 200uL de sérum. Toutes les étapes du test sont ensuite automatiquement
réalisées. Il s’agit d’'une succession de cycles d’aspiration/refoulement du milieu
réactionnel. Les substances a doser (FSH, LH) dans les échantillons vont entrer en
compétition avec les mémes substances conjuguées a la phosphatase alcaline qui sont
contenues dans les cartouches pour se lier aux anticorps fixés sur la paroi interne des
cones. Ensuite, des étapes de lavage éliminent les composés non fixés. Lors de I'étape
finale, le substrat (4-Méthyl-ombelliferyl phosphate) est aspiré puis refoulé dans le cone.
L’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat en un produit
fluorochrome (4-Méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450
nm. L’intensité de la fluorescence est donc inversement proportionnelle a Ia
concentration de 'antigene présent dans I'échantillon. A la fin du test, les résultats sont
calculés automatiquement par l'instrument par rapport a une courbe de calibration

mémorisée.
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3.3.3.3.b) Dosage de la testostérone

Le dosage de la testostérone est réalisé dans le méme laboratoire en utilisant des
kits MAGLUMI (CLIA) et un analyseur MAGLUMI1000, qui assure toutes les étapes
automatiquement et incluant le prélevement de I’échantillon.

Le dosage immuno-luminométrique est basé sur une compétition entre les
échantillons liés a des anticorps marqués avec une substance réactionnelle, et la
testostérone purifiée liée a des anticorps d’'un autre marquage. L’ajout de 40 pL des
échantillons a un mélange contenant la testostérone purifiée conjuguée aux anticorps et
des microbilles nano-magnétiques, sur lesquels ce complexe est fixé, va créer une
compétition entre les deux complexes. Apres une incubation, le mélange est soumis a un
champ magnétique qui va permettre la sédimentation des microbilles. Le surnageant est
ensuite éliminé et les substrats sont ajoutés. La réaction chimique entre les substrats et la
substance réactionnelle va créer une chimiluminescence par un photomultiplicateur
apres 3 secondes. Cette chimiluminescence est proportionnelle a la concentration de la

testostérone dans les échantillons. Cette derniére est automatiquement calculée comme

c'était le cas pour toutes les étapes du test (Figure 30).

Figure 29 : Automate VIDAS utilisée pour la réalisation du dosage de la
FSH et la LH.
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3.4 Analyse statistiques

L’analyse statistique de ’ensemble des résultats obtenus est réalisée par IBM SPSS.
20. Une analyse de la variance (ANOVA) est réalisée pour une vérification de la
significativité statistique des résultats suivie par un test Post-Hoc de de la différence
significative minimale LSD (Last significant diffrence) pour les comparaisons multiples
entre les différents groupes pour chaque partie de I'’étude (étude de la reprotoxicité du
tabac, étude de l'effet bénéfique de thé). Le test Post-Hoc Student-Newman-Keuls (S-N-
K) est ensuite employé pour une analyse statistique globale. Ce test répartit les résultats
en plusieurs catégories statistiquement significatives, a mesure que les résultats non
significatifs seront classés dans la méme catégorie. Une valeur de P<0,05 est considéré

significative pour I'ensemble des tests.

Figure 30 : Automate Maglumi CLIA utilisée dans le dosage de la testostérone.

3.5 Limites de travail

Lors de la réalisation de la présente étude, nous nous sommes trouvés dans

I'obligation d’orienter la démarche qui a été envisagée au début a cause plusieurs
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difficultés que nous avons rencontrées. L’analyse de la fragmentation de I’ADN des SPZ et
la mise en évidence des cellules apoptotiques sur coupes histologiques sont les principaux
tests pour lesquels la réalisation n’était pas possible a cause d’'un manque de produits. En

revanche, les principaux points ont été tous étudiés et la valeur du travail a été assurée.
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Chapitre IV : Résultats et discussion

« Ce chapitre illustre les résultats de I'étude expérimentale que nous avons réalisée. Ce dernier est
devisé en deux parties : une étude multiparamétrique de la reprotoxicité des alcaloides totaux du
tabac chez le mdle, et une deuxiéme partie dont le but était de développer une approche préventive
contre les différentes répercussions du tabac sur la fonction de la reproduction masculine. Les deux
parties ont fait l'objet de deux articles scientifiques publiés dans deux journaux internationaux
indexés dans la base de donnée Thamson reteurs » et « scopus ». Une derniére partie est destinée a
une analyse statistique globale et une discussion générale des résultats ».




Partie expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

1. Résultats

1.1 Partie-I: Répercussions des alcaloides totaux du tabac sur la fonction de la

reproduction masculine

Article-1: “Tobacco total alkaloids induce reduced sperm quality, sexual hormone decrease
and testicular damages in male albino WISTAR rats” (voir Annexe C).

Les résultats auxquels nous avons aboutis ont montré un degré considérable de
reprotoxicité des ATT sur la fonction de la reproduction chez les rats males avec une
altération du développement pondérale, du poids relatif des organes sexuels, des
parametres spermatiques, ainsi qu'une perturbation endocrinienne associée a des

altérations de la structure testiculaire sur le plan histologique.

1.1.1 Le développement pondéral et le poids relatif des organes sexuels

Le traitement pendant 30 jours par les ATT a raison de 2,5mg/kg (G1) et 5mg/Kg
de poids corporel (G2) a induit une diminution proportionnelle a la dose administrée mais
non significative, du poids corporel final et de la valeur du gain corporel moyen des
animaux traités comparativement aux rats témoins (G6). Par contraste, le poids relatif des
testicules et des épididymes est significativement atténué chez les animaux du G1
(P<0,01) et G2 (P<0,001) (Tableau 4). Ces résultats sont en association avec d’autres
modifications comportementales des animaux traités, a savoir une diminution de la
consommation alimentaire qui n’est pas réguliere tout au long de la durée de
I'expérimentation. Les animaux ont montré également un comportement tres calme avec
une diminution de l'activité physique et un état de somnolence tres court apres
I'administration des ATT, ce qui indique I'existence d'un effet sur le systeme nerveux des

animaux (Figure 31).

Tableau 4: Effet des ATT sur le poids corporel, et le poids relatif (PR) des organes sexuels.

Groupes Parameétres pondéraux
Poids initial (g) | Poids final(g) gain (g) PR Testicules | PR épididyme
(%) (%)
G1 286 £19,21 321+21,10 35,40 +10,43" | 0,51+0,028™ | 0,31 +0,040™
G2 280+ 10,37 308,8+ 18,04 | 28+ 11,02 0,47+ 0,030™ | 0,27 £ 0,029™
G6 (Témoin) 285+ 14,40 338+7,82 56,62 + 15,94 0,57 0,017 0,38 £0,036

Les résultats sont exprimés en moyenne+ écarte type; (n=5). * différence significative (p<0,05),**différence treés
significative (p<0,01),***différence hautement significative (p<0,001).
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Ces derniers ont développé une forme d’adaptation a ces effets au bout de trois jours

de traitement.

1.1.2 Les parametres du sperme épididymaire

Le nombre, la mobilité et la viabilité des SPZ sont étudiés chez I'’ensemble des
animaux. Les résultats obtenus lors de cette étude ont montré une diminution de la qualité
du sperme épididymaire suite au traitement par les ATT. La diminution du nombre des
SPZ est significative (P<0,05) ou hautement significative (P<0,001) selon la dose
administrée. Par ailleurs, la mobilité et la viabilité des SPZ sont fortement altérées chez

les animaux du G1 et du G2 traités par les ATT en comparaison aux rats témoins.

Figure 31 : Constatation d’état de somnolence chez les rats apres le traitement

par les ATT.

Bien que le degré de la diminution du nombre des SPZ soit considérable, il reste
toujours supérieurs aux valeurs critiques et n'indiquent aucune pathologie. Par contre,
I'analyse de la mobilité révele une asthénospermie modérée suite au traitement par les
ATT. La viabilité s’est avérée tres altérée par ce méme traitement indiquant une forte

toxicité des ATT sur le sperme épididymaire (Figure 32).
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1.1.3 La peroxydation des lipides au niveau plasmatique et tissulaire

La mesure des TBARS dans le plasma et dans les homogénats tissulaires constitue
un outil évocateur tres réputé de l'existence d’'un stress oxydatif. Un taux élevé de ces
indicateurs est toujours consécutif a une forte présence des ROS indiquant un état de

stress.
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Figure 32 : Effet des ATT sur les parametres spermatiques.

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type; (n=5). *différence significative
(p<0,05),**différence tres significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).

Dans la présente étude, nous avons constaté un taux significativement élevé des
TBARS plasmatique proportionnel a la dose des ATT avec (P<0,01) et (P<0,001)
respectivement pour G1 et G2. Cette atteinte est plus prononcée au niveau tissulaire dans
les testicules et les épididymes des rats intoxiqués avec un (P<0,001) pour I’ensemble des
résultats obtenus comparativement aux rats témoins. Cette forte présence des TBARS
essentiellement les MDA montre que les ATT sont dotés de la capacité d’engendrer un état
de stress oxydatif tres important qui a pu induire une dégradation des éléments

structurels surtout au niveau tissulaire (Figure 33).

91



Partie expérimentale

Chapitre IV : Résultats et discussion

60,00

50,00

40,00

30,00

TBARS

20,00

10,00

0,00

*%

kekk

kkk

kkk

G6
G2

G1

plamsa
(umol/L)

Testicules
(nmol/g)

G2

Epididyme
(umol/g)
G6

Figure 33 : Dosage du taux des MDA exprimé en TBARS au niveau tissulaire et

plasmatique apreés traitement par les ATT.

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type; (n=5). *différence significative
(p<0,05),**différence tres significative (p<0,01),***différence hautement significative

(p<0,001).

1.1.3.1  L’activité antioxydante totale du plasma et des tissues

La technique de FRAP utilisée pour mesurer cette activité est une technique plus

rapide et moins couteuse qui peut nous donner une idée sur le fonctionnement du

systéeme antioxydant a la fois enzymatique et non enzymatique de I'organisme. Il s’agit

d’'un test unique qui peut résumer toutes modifications des moyens de défense

antioxydants qui réagissent en synergie pour neutraliser les ROS. Nos résultats ont

montré une diminution non significative de I'activité antioxydante totale plasmatique

chez les animaux du G1 (10,62+1,05umol/L). Par contraste, cette activité est plus altérée

et significativement diminuée (9,59+1,40umol/L) (P<0,05) dans le G2Z. Au niveau
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tissulaire, I'atténuation de l'activité antioxydante totale testiculaire (G1 : 60,40+3,36
umol/g et G2 : 49,9848,37umol/g) et épididymaire (G1 : 14,23+0,55 pmol/g et G2 :
12,53+1,35 pumol/g) est hautement significative (P<0,001) pour les deux groupes par
rapport aux témoins (98,59 *1,80 et 42,96+1,15 pumol/g respectivement pour les
testicules et les épididymes). Les ATT ont induit donc une altération du systéme de

défense antioxydante tant tissulaire que plasmatique (Figure 34).

1.1.4 L’histologie des gonades

L’examen histologique des testicules des rats témoins montre des tubes
séminiferes d’un diametre normal et trés rapprochés. La spermatogéneése s’est déroulée
normalement a I'intérieur des tubes séminiferes avec la présence de tous ses stades. Ces
différents stades sont disposés en hélices concentriques jusqu’a la lumiére des tubes
séminiferes qui est bien remplie par les SPZ qui viennent d’achever leurs spermiation. Le
compartiment basal des tubes est riche en SG, cellules souches de la spermatogenése qui
sont en voisinage des CS formant ainsi une barriére hémato-testiculaire qui sert a
protéger les cellules de la lignée germinale. D’autre part, le tissu interstitiel est bien formé
et vascularisé, montrant la présence des CL (Figure 35).

Chez les rats du G1, le traitement par les ATT a 2,5mg/Kg a entrainé une atteinte
histologique facilement constatée. Une grande proportion des tubes séminiféres
examinés sous microscope optique ne contiennent quasiment que des SG et des SC;
cependant, le processus de la spermatogenése a pu avoir lieu dans le reste des tubes avec
un avancement plus au moins perturbé. Quand au tissu interstitiel, il présente une
atrophie partielle avec des tubes séminiferes largement espacés et une diminution du
nombre des CL. Lors de cet examen microscopique, nous avons remarqué la présence de
petites cellules rondes dans la lumieres des tubes séminiferes révélant le détachement
des spermatides avant I'achevement de leur spermiation (Figure 36). Ces atteintes sont
plus prononcées chez les rats du G2, avec une destruction de la barriere hémato-
testiculaire et une présence de travées vides au sein de I'épithélium séminifere
témoignant de la dégénérescence des CS, des lumieres de tube vides avec absence des SPZ,

et un tissu interstitiel plus atrophié (Figure 37).
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Figure 34 : Mesure de l'activité antioxydante totale dans le plasma et les tissus des rats
traités par les ATT.

Les résultats sont exprimés en moyenne écart type; (n=5). * différence
significative (p<0,05),**différence treés significative (p<0,01),***différence
hautement significative (p<0,001).

1.1.5 Les taux sériques de la testostérone et des gonadotrophines

Du fait qu'une substance toxique peut exercer son effet sur la fonction
reproductrice en se comportant comme perturbateur endocrinien, nous avons mesuré les
taux sériques des hormones sexuelles. Les résultats du dosage de la testostérone ont
indiqué une réduction sévere des taux sériques de cette hormone chez les rats intoxiqués
par les ATT comme l'illustre la Figure 38. Cette réduction de la testostérone sérique est
proportionnelle a la dose administrée; elle est tres significative (P<0,01), et hautement
significative (P<0,001) pour G1 et G2 respectivement par rapport aux témoins. Le taux
de la testostérone est passé de 11,18+1,23ng/mL chez les rats témoins a 2,88+0,93ng/mL
et 1,20+0,14ng/mL pour G1 et G2 respectivement. La réduction du taux sérique a
concerné également la FSH, ol nous avons constaté des taux amoindris de la SFH qui

n’étaient significatifs que dans le G2 (P<0,05).
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Figure 35 : Observation microscopique de la structure histologique des testicules des rats
témoins Coloration H&E, a (x100), b (x400).

La structure histologique des testicules des rats témoins est normale avec des tubes séminiféres
(TS) serrés et un tissu interstitiel (TI) de structure normale montrant la présence des cellules de
Leydig (CL) et des vaisseaux sanguins (Vs). La spermatogenése s’est déroulée normalement au sein
des tubes séminiferes et les lumiéres des tubes (L) sont remplies par des spermatozoides (Spz). La
couche germinale (CG) est épaisse. Les spermatogonies (SG) sont en voisinage des cellules de
Sertoli (CS) formant la barriére hématotesticulaire (BHT).

~§ ;
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Figure 36 : Observation microscopique des coupes histologique des testicules des rats du G1.
Coloration H&E, a (x100), b (x400).

Le traitement pat les ATT a raison de 2,5mg/kg de poids a induit une altération de la structure
histologique a savoir une atrophie du tissue interstitiel et un espacement des tubes séminiféres (1),
une diminution de I'épaisseur de la couche germinale et du diamétre des tubes séminiféres avec
une réduction du nombre des spermatozoides dans la lumiére des tubes séminiféres. Ce traitement
a provoqué également un détachement des spermatides (3) avant 'achévement de la spermiation.
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Figure 37 : Observation microscopique des coupes histologiques des testicules des rats du G2. .
Coloration H&E, a (x100), b (x400).

L’atteinte histologique des gonades des rats traités par les ATT a raison de 5mg/Kg de poids était
plus sévere. L’atrophie du tissue interstitiel était plus prononcée, le diamétre des tubes séminiféres
plus diminué avec une absence totale des spermatozoides dans la lumiére d’une grande proportion
des tubes séminiféres. Au sein de ['épithélium séminifére, des travées vides sont apparues
témoignant de la dégénérescence des cellules de Sertoli.

Le taux de la FSH est passé de 0,42+0,02mUI/L a 0,34+0,02mUI/L pour G1 et
0,32+0,06mUI/L pour G2. Par contre, le taux de la LH était élevé suite au traitement
par les ATT. L’augmentation dans les taux de la LH est tres significative (P<0,01)
uniquement pour le G2, alors qu’aucune différence significative n’était observée entre
le G1 et les témoins. Le taux de la LH est passé de 1,35+0,01mUI/L chez les témoins a
1,40+0,03mUI/L et 1,47+0,02mUI/L chez les animaux du G1 et G2 respectivement
(Figure 38).

1.2 Partie-II : Effets préventifs de la fraction d’acétate d’éthyle de I'extrait de thé

vert

Article-1I: “Green Tea Protective Effect against Total Alkaloids of Tobacco Inducing
Reprotoxic Effects in Male Albino WISTAR Rats”. (AnnexeD).

Apres avoir confirmé l'existence d’un effet reprotoxique des ATT chez les rats
males, et mis en évidence les différentes répercussions de I'exposition aux ATT sur

plusieurs plans, on est parvenu a confirmer la reprotixicté stress-oxydatif dépendante des
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ATT. De ce fait, le thé vert réputé pour son potentiel antioxydant est utilisé pour lutter
contre cette reprotoxicité. Avant de passer aI’étude expérimentale, I'activité antioxydante

des différents extraits de thé vert est testée in vitro afin d’optimiser son utilisation.
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Figure 38 : Dosage des taux sériques de la testostérone et des gonadotrophines chez
les rats traités par les ATT.

Les résultats sont exprimées en moyenne#+ écarte type; (n=3). *différence significative
(p<0,05),**différence tres significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).

1.2.1 Résultats de I'étude phytochimique

1.2.1.1 Rendement d’extraction

Au cours de cette expérimentation, les rendements des différents extraits ont été
mesureés lors de I'étude in vitro. Le rendement de l'extraction des alcaloides était de
1,03£0,13%, alors que le rendement de la fraction d’acétate d’éthyle était plus important

atteignant les 4+0,46%.
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1.2.1.2 Teneur en phénols totaux et en flavonoides

En vue d’une caractérisation de la composition en substances bioactives des différents
extraits, nous avons réalisé une série de dosages spectrophotométriques de la teneur en PT et
en flavonoides. Les résultats auxquels nous avons aboutis ont montré des différences
significatives entre les différentes fractions. Ces caractéristiques peuvent influencer la réactivité
des fractions vis-a-vis des radicaux libres et des ROS.

La teneur en PT des différentes fractions de I'extrait de thé vert exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’échantillon a été mesurée. La FCh
a montré la teneur la plus faible en PT en comparaison avec les autres fractions. La FAE,
la FnB et la FAq ont montré des teneurs plus importanets et significativement élevées par
rapport a la FCh avec (p< 0,001), (p< 0,001) et (p< 0,01) respectivement. Les teneurs en
flavonoides exprimées en milligramme équivalent de catéchine par gramme d’échantillon
sont réparties de la méme fagon que les PT avec une prédominance dans la FAE, suivie
par la FnB, la FAq et enfin la FCh qui a présenté la teneur la plus faible. La différence entre
les teneurs en flavonoides est significative pour la FAE (p< 0,001), la FnB (p< 0,001) etla
Faq (p<0,01) comparativement ala FCh (Tableau 5).

1.2.1.3 Activité anti-radicalaire de I’extrait de thé vert et de ses fractions

L’extrait total (ET) de thé vert et ses différentes fractions ont montré une activité
antiradicalaire variable vis a vis des radicaux libres de la DPPH (Figure 39). Cette activité
antiradicalaire augmente proportionnellement a la dose des différents extraits. La CI50
de la FAE correspond a la valeur la plus faible ce qui signifie avoir I'activité antioxydante
la plus importante par rapport aux autres extraits. Cette activité est approximativement
dix fois plus importante que celle de I'acide ascorbique (Aas) utilisé comme témoin positif.

De ce fait, la FAE a été choisie pour I’étude in vivo (Tableau 5).

1.2.1.4 Caractérisation de la composition de la FAE par HPLC

Avant son utilisation dans I’étude in vivo, la composition de la FAE a été identifiée par
HPLC. Le chromatogramme obtenu a montré quatre pics correspondant a quatre
substances avec des temps de rétention différents. Apres avoir comparé les pics aux
standards, nous avons abouti a l'identification qualitative de la composition de la FAE.
Cette derniere contient trois flavanols qui sont : 1a (C), (EC), (ECG) en association a la CAF

(Figure 40). La structure développée de ces substances est présentée dans la figure 41.
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Tableau 5 : Teneurs en phénols totaux (PT), en flavonoides (flav) et valeurs de CI50 des
différents extraits.

Extraits ET FAE FnB Faq FCh Aas
Caractéristiques

Teneur en PT / 86,11+7,07*** 85,32+1,50%** 33,58+0,06** | 7,11+0,02 /
(mg Eq AG/g)

Teneur en flav / 238,65+13,80*** | 213,80+1,34*** | 61,03+0,78** | 23,80+2,02 /
(mgEq C/g)

CI50 (mg/mL) | 0,637 | 0,0156 0,195 1,056 2,148 0,115

Les résultats sont exprimés en moyenne+ écart type; (n=5). * différence significative (p<0,05),**différence tres
significative (p<0,01),***différence hautement significative (p<0,001).
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Figure 39 : Activité antiradicalaire de I'extrait total et des différentes fractions vis a vis des
radicaux libre de DPPH.
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1.2.2 Effets préventifs de la FAE de I'’extrait de thé vert

1.2.2.1 Effets de la FAE sur le développement pondéral et sur le poids relatifs des

organes sexuels

Dans cette deuxieme partie, deux autres groupes (G3, G4) ont été traités par la FAE a
raison de 50mg/kg du poids corporel, co-administrée avec les ATT aux mémes doses
(2,5mg/kg et 5mg/kg respectivement pour G3 et G4) et dont le but est de lutter contre le
stress oxydatif que les ATT ont provoqué en prenant en considération la forte activité
antioxydante de la FAE que nous avons proposé comme pouvant étre utile pour conserver
une fertilité naturelle chez les rats en diminuant les répercussions stress oxydatif-
dépendantes des ATT. Un autre groupe (G5) a recu uniquement la FAE a raison de 50

mg/kg pour tester si I'extrait de thé vert présente un éventuel effet reprotoxique.
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Figure 40 : Chromatogramme de I'HPLC de la FAE de I'extrait de thé vert réalisée a
270nm.

Identification des pics : picl : épigallocatéchine (EGC), pic2 : catéchine (C), pic3 : caféine (CAF),
pic4 : épicatéchine (EC).

Lors de cette étude, le développement pondéral des rats traités par la FAE a
significativement diminué. Un faible poids final apres 30 jours de traitement est constaté
chez les rats du G3, G4 et G5 avec (p<0,01) pour I'’ensemble des groupes. Les valeurs du
gain corporel moyen sont tres faibles mais toujours positives indiquant que les rats ont
faiblement gagné du poids pendant les 30 jours, et que les poids finaux sont supérieurs

aux poids initiaux a I'issue de cette période. Par contre, le poids relatif moyen testiculaire
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et épididymaire est quasiment épargné par la co-administration de la FAE avec les ATT a
faible dose (G3), mais reste toujours significativement diminué chez les rats du G4. Les
rats du G5 n’ont montré aucune différence significative par rapport aux témoins ce qui
indique I'absence de tout effet toxique de la FAE sur le poids relatif des organes sexuels

(Tableau 6).
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Figure 41 : Structures biochimiques des différentes substances constituant la FAE
(NKHILI, 2009).

1.2.2.2 Effet préventif de la FAE sur la qualité du sperme

L’analyse des parametres du sperme épididymaire a montré une modification
apres le traitement par la FAE. En effet, le nombre, la mobilité et la viabilité des SPZ sont
améliorés par I'administration de la FAE chez les groupes G3 et G4. Cette amélioration
dépend de la dose d’exposition aux ATT et allant d'une conservation complete de I'état a
une amélioration légere mais non significative. Aucune différence significative n’a été

constatée entre le nombre de SPZ des rats du G3 et celui des rats témoins. Par contre une
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diminution significative du nombre des SPZ est notée chez les rats du G4 (p<0,01), mais
moins importante par rapport aux rats traités par les ATT seuls a la méme dose (G2). La
mobilité et la viabilité sont également améliorées suite au traitement par la FAE, mais
leurs valeurs restent significativement réduites par rapport aux témoins. Malgré que les
valeurs constatées pour ces deux parametres soient significativement diminuées pour le
G1, elles dépassentles 50% et peuvent étre considérées normales. Pourle G2, laréduction
de la mobilité et de la viabilité est restée hautement significative comparativement aux
témoins (p<0,001), mais ceci n’exclut pas 'existence d’'une amélioration de ces deux
parametres par rapport aux rats traités par les ATT seuls. Les parametres spermatiques
chez les rats du G5 traités par la FAE n’ont présenté aucune différente significative en
comparativement aux témoins sur I'ensemble des parameétres étudiés témoignant de

I'absence d’effet toxique de la FAE sur la qualité du sperme épididymaire (Figure 42).

Tableau 6 : Effet de FAE sur I’évolution pondérale et le poids relatif des organes sexuels.

Parametres pondéraux
Ty Poids initial | Poids Final (g) gain (g) PR Testicules | PR épididymes
(8) (%) (%)
G3 288+20,18 298,80+30,95** | 10,80+15,70*** | 0,55+0,03 0,33+0,02
G4 278,40+9,52 293,40+14,06** | 15+6,63*** 0,49+0,03*** 0,31+0,02***
G5 285,20+11,51 | 298,40+15,17** | 13,60+£17,30*** | 0,57+0,01 0,36+0,05
G6 (témoin) | 285+ 14,40 338+7,82 56,62 + 15,94 0,570,017 0,38+ 0,036

Les résultats sont exprimés en moyennez écarte type; (n=5). * différence significative (p<0,05),**différence treés
significative (p<0,01),***différence hautement significative (p<0,001).

1.2.2.3 Effet préventif de la FAE sur le plan biochimique

Le taux de la peroxydation lipidique au niveau du plasma est significativement
réduit par la FAE. Une différence significative n’est enregistrée que chez les rats du G4
avec une (p<0,05), alors que le taux des TBARS chez les rats du G3 est comparable a celui
des rats témoins. Au niveau tissulaire, le taux des TBARS est diminué mais il reste
significatif par rapport aux témoins chez les deux groupes avec une amélioration plus
importante pour le G3 que pour le G4 (Figure 43).

Par ailleurs, l'activité antioxydante totale du plasma est completement conservée
par la FAE pour les deux groupes G3 (10,97+0,95 umol/L) et G4 (10,65+1,05 pmol/L), ou
aucune différence significative n’est constatée par rapport aux témoins (12,46+0,25

pumol/L).
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Quant a l'activité antioxydante testiculaire, une réduction significative n’est
constatée que chez les animaux du quatrieme groupe (78,24+2,60 umol/g) traités par la
FAE combinée aux ATT a forte dose (p<0,05). Comparativement aux témoins (42,96+1,15
umol/g), cette diminution est plus accentuée au niveau des épididymes et reste loin de la
normale avec (p<0,001) pour les deux groupes (G3 : 24,76+1,50umol/g et 17,24+0,80
umol/g), ce qui explique au moins en partie I'altération plus importante de la mobilité et

de la viabilité que du nombre des SPZ aussi bien pour G3 que pour G4 (Figure 44).

180

160 ok

140

120

100

80 sokok

* kK

60 -

kkk

G6
40 G5

Nombre, mobilité et viabilité des SPZ

20 ' G4
G3

Nombre Mob (%) Viab (%)
(million/ml)

G3 mG4 G5 G6

Figure 42 : Effet de la FAE sur le nombre, la mobilité (Mob) et la viabilité (Viab) des SPZ.

Les résultats sont exprimées en moyenne écart type; (n=5). * différence significative
(p<0,05),**différence tres significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).
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Figure 43 : Effet de la FAE sur la peroxydation lipidique.

Les résultats sont exprimés en moyenne+ écart type; (n=5). * différence significative
(p<0,05),**différence trés significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).

L’administration de la FAE seule (G5) n’a induit aucun effet toxique sur le plan
biochimique, avec un taux normal de TBARS et une activité antioxydante plus importante
que celle des témoins. Ceci indique que la FAE peut avoir un effet amélioratif des défenses

antioxydantes méme en absence de tout type d’agression exogene par les ROS.

1.2.2.4 Effet préventif de la FAE sur le plan histologique

Une amélioration de la structure histologique est facilement constatée chez les
rats du G3 et G4 par rapport aux G1 et G2. Chez les rats du G3, I'observation microscopique
des coupes histologiques montre des tubes séminiferes plus ou moins serrés avec un tissu
interstitiel bien structuré (Figure 45). La lumiére des tubes séminiféres contient un

nombre considérable des SPZ dans une grande proportion des tubes. Chez les rats du G4,

104



Partie expérimentale Chapitre 1V : Résultats et discussion

les principales observations que nous avons faites sont une conservation de l'intégrité de
la BHT et une diminution de l'altération du tissu interstitiel. Nous avons observé
également la présence des SPZ dans la lumiére des tubes reflétant que le processus de la
spermatogenese a pu avoir lieu dans ces tubes (Figure 46). La proportion de ces tubes
avec une spermatogenese conservée est faible par rapport aux témoins. Par ailleurs, les
testicules des rats du G5 ont révélé une structure histologique homogene comparable a
celle des rats témoins sans aucune destruction observée, témoignant de I'absence de tout

effet toxique de la FAE utilisé sur les testicules des rats (Figure 47).
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Figure 44 : Effet de FAE sur I'activité antioxydante totale plasmatique et tissulaire.

Les résultats sont exprimés en moyenne écart type; (n=5). * différence significative
(p<0,05),**différence tres significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).
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Figure 45 : Observation microscopique des coupes histologiques des rats du G3.  Coloration
H&E, a (x100) b, (x400).

L’examen microscopique des coupes histologiques des testicules des rats traités par la FAE en
combinaison aux ATT montre que la structure testiculaire est considérablement conservée. On
peut facilement apercevoir des tubes séminiféres serrés (1) avec un tissu interstitiel largement
conservé (2) et des lumiéres de tubes pleines de SPZ.

Figure 46 : Observation microscopique des coupes histologiques des testicules des rats
du G4. Coloration H&E, a (x100) b, (x400).

La FAE n’a pas conservé totalement la structure histologique testiculaire dans ce groupe.
Néanmoins, les atteintes histologiques sont moins accentuées que celles du G2. L’intégrité de la
BHT est conservée (1), et 'hypotrophie du tissu interstitiel est remarquablement moins intense.

La spermatogenése a pu avoir lieu dans plusieurs tubes séminiféres mais le nombre des SPZ dans
la lumiére des tubes est faible par rapport aux témoins.
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Figure 47 : Observation microscopique des coupes histologiques des testicules des
rats du G5. Coloration H&E, a (x100), b (x400).

La structure histologique des testicules des rats traités par la FAE seule ne montre aucune
altération de la structure histologique comparativement aux rats témoins. Les tubes séminiféres
sont de diamétre important, montrant la présence des différents stades de la spermatogenése (1).
Le tissu interstitiel est homogéne et montre une forte présence des cellules de Leydig (2). Les tubes
dans lesquels une spermatogenése vient d’étre achevée sont bien remplis par des SPZ (3).

1.2.2.5 Effet préventif de la FAE sur le plan hormonal

Le traitement par la FAE a pu conserver des taux d’hormones sexuelles plus
proches de la normale. Le taux sérique de la testostérone chez les rats du G3 ne présente
aucune différence significative, alors qu’il est moins atténué chez les rats du G4 par
rapport au G2 avec (p<0,05). Le taux de la testostérone est passé de 11,18+1,23ng/mL
chez les témoins a 9,72+2,19ng/mL et 6,81+1,03ng/mL chez les animaux du G3 et du G4
respectivement. En revanche, les taux sériques de la FSH ne présentent aucune différence
significative pour les deux groupes G3 et G4 par rapport aux témoins avec respectivement
un taux sérique moyen de 0,44+0,014mUI/mL et de 0,38+0,02mUI/mL. Quant a la LH,
I'augmentation des taux sériques est moins significative (p<0,05) que celle observée chez
les rats traités par les ATT seulement. Le taux de LH est passé de 1,35+0,01mUI/mL chez
les témoins a 1,43+0,02mUI/mL chez les rats de G3 et a 1,42+0,03mUI/mL chez les rats
du G4. L’administration de la FAE aux animaux du G5 n’a induit aucune différence
significative entre les taux sériques des hormones sexuelles de ces deniers et ceux des
témoins, ce qui confirme que la FAE ne présente aucun risque de reprotoxicité (Figure

48).
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Figure 48 : Effet de la FAE sur le taux sérique de la testostérone et des
gonadotrophines.

Les résultats sont exprimés en moyenne écart type; (n=3). * différence significative
(p<0,05),**différence trés significative (p<0,01),***différence hautement significative
(p<0,001).

1.3 Partie III : Analyse statistique globale

L’ensemble des résultats numériques auxquels nous avons aboutis dans les deux
parties de I'étude est analysé par IBM SPSS. 20 en utilisant une analyse des variances
(ANOVA) suivie par un test post-hoc de S-N-K. Ce dernier réalise une comparaison
multiple deux a deux entre les différentes moyennes que nous avons eues lors de I'étude
expérimentale. Ces résultats vont étre classés en plusieurs sous-ensembles qui sont
significativement différents. Ces derniers sont indiqués par des lettres (a, b, c, d et e), de
maniere que les groupes portant la méme lettre ne présentent aucune différence
significative alors que ceux de lettres différentes sont significatifs. Bien que ce test soit

plus conservateur que le test LSD, il est conseillé quand les groupes étudiés dépassent les
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trois a quatre groupes. Cette étude est réalisée pour vérifier la dose dépendance des effets

reprotoxiques des ATT, el 'existence d'un effet préventif significatif de 1a FAE.

1.3.1 Résultats de I'évolution pondérale et du poids relatif des organes sexuels

Les résultats de la comparaison multiple deux a deux par le test S-N-K a mis en
évidence une différence significative entre les groupes traités par la FAE (G3, G4 et G5) et
le groupe témoin. Le test montre également que les rats traités par les ATT seuls ont subi
une atténuation du poids corporel moins prononcée et comparable a celles des témoins.
Ceci indique que la FAE a un effet plus important sur le poids corporel et le gain de la
masse pondérale que les ATT avec une absence de I'effet dose-dépendant des ATT sur le

poids corporel (Tableau 7).

Tableau 7 : Analyse statistique globale des résultats du poids corporel.

Poids corporel (g) i

Groupes alpha = 0.05
a b

G4 293,40

G5 298,40

G3 298,80

G2 308,80 308,80
G1 321,40 321,40
G6 338,60

Quant aux poids relatifs des organes sexuels, l'effet des ATT sur le poids relatif
testiculaire est significativement dose dépendant, alors que I'EAF a réussi d’'induire un
effet protecteur dans le G3 du fait que la moyenne de ce groupe est significativement
différente que celle du premier groupe. Cependant, a forte dose des ATT, I'effet de la FAE
est moins important comme l'indique le tableau 8. En ce qui concerne le poids relatif des
épididymes, l'effet dose dépendant des ATT sur ce parametre est considéré non
significatif du point de vue statistique. L’effet préventif de la FAE sur le poids relatif
épididymaire reste toujours moins important avec le traitement a forte dose des ATT
(G4), et il est significatif par rapport aux témoins, alors qu'il est plus remarquable et
comparable aux témoins lorsque la FAE est administrée ensemble avec les ATT a faible

dose (G3) (Tableau 9).
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Tableau 8: Analyse statistique globale des résultats du PR testiculaire.

Poids relatif (PR) testiculaire (%)

Groupes

alpha = 0.05

b

G2

0,47

G4

0,49

0,49

G1

0,51

G3

0,55

G6

0,57

G5

0,57

Tableau 9 : Analyse statistique globale des résultats du PR épididymaire.

Poids relatif (PR) épididymaire (%)

Groupes alpha =0.05
a b
G2 0,27
G4 0,31 0,31
G1 0,31 0,31
G3 0,33 0,33 0,33
G5 0,36 0,36
G6 0,38

1.3.2 Résultats de I'étude séminale

La comparaison multiple des résultats de I’étude séminale montre que les ATT ont
un effet significativement dose dépendant sur le nombre, la mobilité et la viabilité des SPZ.
D ‘autre part, le nombre des SPZ est conservé par la FAE dans le G3 montrant une
moyenne non significative par rapport aux témoins, alors qu’elle est restée éloignée de
celle des témoins dans le G4 bien que cette moyenne soit approximativement le double de
la moyenne du nombre des SPZ des rats traités seulement par les ATT a la méme dose
(Tableau 10). Dans le méme contexte, la FAE a efficacement conservé la mobilité des SPZ
chez les groupes traités par la FAE combinée aux ATT. Les valeurs moyennes de la
mobilité non seulement dépassent les 50% dans ces groupes, mais aussi elles n’ont

présenté aucune différence significative par rapport aux témoins par le test S-N-K
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(Tableau 11). Néanmoins, I'effet préventif de la FAE sur la viabilité des SPZ est beaucoup

moins remarquable (Tableau 12).

Tableau 10 : Analyse statistique globale des résultats du nombre des SPZ.

Nombre des Siz imillionimLi

Groupes alpha =0.05

a b c
G2 76,0
G4 130,50
G1 136,50
G5 158,50
G3 161,00
G6 163,00

Tableau 11 : Analyse statistique globale des résultats de la mobilité des SPZ.

Mobilité des SPZ i%i

Groupes alpha = 0.05

a b C
G2 30,0
G1 38,20
G4 50,33
G3 51,00
G5 51,80
G6 56,00

Tableau 12 : Analyse statistique globale des résultats de la viabilité des SPZ.

Viabilité des SPZ i%i

Groupes alpha = 0.05

a b C d
G2 29,00
G1 39,80
G4 45,00
G3 52,60
G5 57,00 57,00
G6 61,00
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1.3.3 Résultats de I'étude biochimique

L’analyse statistique des résultats obtenus lors de I'évaluation de la peroxydation
lipidique montre un effet dose dépendant clairement significatif des ATT sur le taux de la
peroxydation lipidique et la concentration des TBARS au niveau du plasma. A ce niveau,
la FAE a pu inhiber remarquablement la peroxydation lipidique au niveau du G3, ce qui
s’est traduit par des taux de TBARS plus bas et pas significatifs par rapport aux témoins.
Cependant, l'effet inhibiteur est moins important avec la forte dose (Tableau 13). Au
niveau testiculaire, I'effet dose dépendant des ATT sur le taux des TBARS est également
amoindri par la FAE d’'une maniére significative par rapport aux groupes traités par les
ATT seuls, mais le taux de TBARS reste significativement élevé par rapport aux témoins

chez les G3 et G4 (Tableau 14).

Tableau 13 : Analyse statistique globale des résultats des TBARS plasmatiques.

TBARS ilasmatiiue i umoleiLi

groupes alpha =0.05

a b C
G5 14,10

G6 15,52
G3 15,85
G4 21,45
G1 22,85
G2 29,10

Tableau 14 : Analyse statistique globale des résultats des TBARS testiculaires.

TBARS testiculaire ole

Groupes alpha = 0.05

a b c d e
G6 12,86
G5 17,42
G3 25,22
G4 39,18
G1 49,07
G2 59,96
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Au niveau des épididymes, nous avons également constaté qu'une peroxydation
lipidique significativement dose dépendante est produite par les ATT, et qui est
significativement réduite par la FAE. Cette inhibition de la peroxydation lipidique n’est
que partielle car les taux des TBARS dans G3 et G4 restent toujours supérieurs a ceux des
rats témoins (Tableau 15).

Quant a l'activité antioxydante totale plasmatique, les différences existantes entre
les valeurs moyennes observées chez les différents groupes sont considérées comme non
significatives lors de ce traitement statistique des résultats (Tableau 16). A contrario,
'effet des ATT sur l'activité antioxydante testiculaire est efficacement réduit par la FAE
dans le G3 et le G4 montrant des niveaux comparables a ceux observés chez les témoins

(Tableau 17).

Tableau 15 : Analyse statistique globale des résultats des TBARS épididymaires.

TBARS épididymaire (umole/g)

Groupes alpha =0.05

a b c
G6 16,62

G5 21,33
G3 29,85
G4 31,47
G1 50,13
G2 55,49

Dans le méme contexte, I'activité antioxydante totale épididymaire s’est avérée
plus intensivement altérée par le traitement des ATT. Une réduction plus remarquable et
significativement dose dépendante est observée chez les rats du G1 et G2, au moment ou
la FAE a induit un effet préventif significatif en conservant une activité antioxydante plus
importante chez les rats du G3 et du G4. L'efficacité de I'administration de la FAE pour
réduire I'effet des ATT sur I'activité antioxydante totale est significativement élevée avec

la faible qu’avec la forte dose des ATT (Tableau 18).
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Tableau 16 : Analyse statistique globale des résultats de I'activité antioxydante totale

plasmatique.
FRAP ilasmatiiue iﬁoleiLi
groupes alpha = 0.05
d
G2 9,55
G1 9,58
G4 10,61
G3 10,97
G5 11,50
G6 12,46

Tableau 17 : Analyse statistique globale des résultats de l'activité antioxydante totale

testiculaire.
FRAP testiculaire (umole/g)
Groupes alpha = 0.05
a b
G2 49,97
G1 60,40
G4 78,24
G3 83,43
G5 89,34
G6 98,59

Tableau 18 : Analyse statistique globale des résultats de I'activité antioxydante totale
épididymaire.

FRAP épididymaire (umole

Groupes alpha =0.05

G2 12,53
G1 14,23 14,23
G4 17,24
G3 24,76
G5 40,68
G6 42,95
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1.3.4 Résultats de I’étude hormonale

L’analyse statistique globale montre l'absence d’'un effet dose dépendant
significatif des ATT sur le taux sérique de la testostérone, bien que le taux observé chez
les rats traités par la faible dose (G1) soit presque le double de celui observé chez les rats
traités par la forte dose des ATT(G2). Par contraste, la FAE n’a pu conserver des taux
normaux et comparables a ceux des témoins que dans le G3, alors que les résultats
obtenus chez les rats du G4 sont significatifs par rapport a ceux du G2 traités par la méme

dose des ATT, mais ils restent faibles par rapport aux témoins (Tableau 19).

Tableau 19 : Analyse statistique globale des résultats de la testostérone sérique.

Taux de la testostérone iniimLi

Groupes alpha = 0.05
a b c

G2 1,20

G1 2,88

G4 6,81

G5 8,35 8,35
G3 9,72 9,72
G6 11,18

En ce qui concerne la FSH, les résultats obtenus des taux sériques de cette hormone

sont considérés comme non significatifs lors de ce traitement statistique (Tableau 20).

Tableau 20 : Analyse statistique globale des résultats de la FSH sérique.

Taux de la FSH imUlimLi

Groupes alpha =0.05
a
G2 0,32
G1 0,34
G4 0,38
G5 0,42
G6 0,42
G3 0,44
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Par ailleurs, I'effet des ATT sur la LH n’est significatif qu’a forte dose en induisant
une augmentation des taux sériques de cette hormone par rapport aux valeurs normales
observées chez les témoins. La FAE a significativement réduit cet effet mais, les résultats

obtenus dans le G4 restent élevés par rapport a ceux des témoins (Tableau 21).

Tableau 21 : Analyse statistique globale des résultats de la LH sérique.

Taux de la LH imUlimLi

Groupes alpha = 0.05
a b c

G5 1,32

G6 1,35 1,35

G1 1,40 1,40 1,40
G4 1,42 1,42
G3 1,39 1,39

G2 1,46

Dans I'ensemble des tests réalisés, il est a signaler que les résultats obtenus chez
les rats du G5 traités par la FAE seule n’ont montré aucune différence significative par
rapport aux témoins. Ceci vient confirmer que la FAE n’a aucun effet toxique sur les
différents compartiments et parametres étudiés dans le présent travail. D’autre part, la
FAE a montré un effet préventif considérable vis-a-vis des effets reprotoxiques des ATT
qui a été toujours significatif, et comparable a ceux des témoins si le traitement est

effectué en combinaison a la faible dose.
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2. Discussion générale

La premiere partie de notre étude avait pour objet d’évaluer les effets
reprotoxiques générés par les alcaloides du tabac sur 'histologie testiculaire, sur la
qualité du sperme épididymaire et sur la régulation hormonale de la fonction
reproductrice chez les rats males, ainsi que de mettre en évidence le lien entre cette
reprotoxicité et un état de stress oxydatif consécutif a I'exposition aux alcaloides du tabac.

Tout au long de la durée d’expérimentation, nous avons constaté une diminution
du poids corporel moyen chez les rats intoxiqués par rapport aux témoins. Ceci était le
point commun observé dans de nombreux travaux portant sur des animaux de
laboratoire, qui ont fait I'objet d’'une évaluation de la toxicité du tabac sur plusieurs plans
(Chen et al, 2005; Ahmed et al, 2014). La diminution du poids corporel a été aussi
constatée apres un traitement par la nicotine dans d’autres études, ou cet effet a été
attribué essentiellement a la diminution de la prise alimentaire (Iljomone et al., 2014), de
I'accumulation viscérale des lipides ainsi qu’a la diminution de 'appétit chez les animaux
traités (Perkins et al., 1991). Cette derniere observation semble étre réversible, comme il
a été noté une hyperphagie suite a 'arrét du traitement par la nicotine (Bishop et al,,
2004). Dans notre étude, il est a noter que l'effet des ATT sur le poids corporel n’était pas
significativement modifié. Nos résultats sont supportés par ceux d’'Omamuyovwi et al.,
2014 qui n’ont constaté une diminution du poids corporel par la nicotine que chez les
rates femelles.

Par contre, I'effet des ATT sur le poids relatif des organes sexuels, testicules et
épididymes, s’est avéré plus prononcé. Nos résultats ont montré une diminution du poids
relatif significativement dose dépendante. Des résultats similaires ont été observés chez
des animaux de laboratoires exposés au tabac et a la nicotine seule, ce qui a été attribué a
un effet cytotoxique direct sur les organes génitaux (Mahaneem et al., 2011; Mosbah et
al.,, 2015 ). D’autres substances comme le plomb ont induit les mémes répercussions sur
les organes génitaux chez les rats males, et du fait que le fonctionnement et le poids des
organes génitaux sont sous la dépendance des androgenes, une perturbation de la
sécrétion de ces hormones a été postulée étre en cause de la diminution de leur poids
(Anjum et al., 2011). Cette derniere suggestion est supportée par les résultats auxquels
nous avons aboutis lors de I’étude hormonale, ou nous avons noté des taux sériques tres

bas de la testostérone.
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Par ailleurs, un degré considérable de toxicité a été également induit par les ATT
sur la qualité du sperme épididymaire. Les alcaloides totaux ont diminué le nombre, la
mobilité et la viabilité des SPZ chez les rats intoxiqués. Ces résultats concordent avec
ceux de plusieurs chercheurs qui ont montré que l'exposition chronique a la fumée de
cigarette provoquait une diminution de la qualité du sperme chez '’homme et chez les rats,
associée dans la plupart du temps a une augmentation des radicaux libres et une
diminution simultanée des substances antioxydantes dans le sperme (Peltolaetal., 1994 ;
Tremellen, 2008; Wright et al., 2014). De plus, une présence de quantité élevée de SPZ
morphologiquement anormaux dans le sperme a été constatée en corrélation avec un état
de stress oxydatif chez I'homme (Agarwal et al., 2003). Ce parametre n’a pas été évalué
dans notre étude a cause de la difficulté de trouver un tableau commun comparatif qui
illustre les anomalies morphologiques des SPZ chez le rat, et de la présence d'une
différence entre les anomalies qui ont été prises en considération dans différentes études
lors de cet examen (Lee et al., 2015; Akintunde et al., 2015).

Le stress oxydatif peut étre donc considéré comme un mécanisme majeur
d’induction des effets toxiques sur le sperme par le tabac. En effet, de multiples points
évidents supportent le role du stress dans la toxicité du tabac et de la nicotine (Kovacic et
Cooksy, 2005). Nombreuses études expérimentales chez les rats ont montré que la
nicotine est capable de générer des ROS dans le foie (Bagchi et al., 1998), la rate (Ahmed
et al, 2014), et les testicules (Jana et al., 2010). L’exposition a la nicotine a provoqué un
stress oxydatif et une augmentation des taux de TBARS qui a été attribuée a la capacité de
la nicotine d’engendrer une forte production des ROS (Muthukumaran et al.,, 2008), en
entrainant essentiellement des dommages au niveau des mitochondries et provoquant
par la suite une forte libération des ROS endogenes (Helen et al., 2003). Ces suggestions
sont supportées par les travaux de Bagchi et al., 1998 qui ont constaté une peroxydation
mitochondriales au niveau du foie apres 45 jours de traitements par I'extrait aqueux du
tabac chez le rat. lls ont supposé qu’'une premiere génération des ROS lors du métabolisme
hépatique de la nicotine est responsable de la peroxydation lipidique des mitochondries,
qui va induire a son tour, une amplification de la génération des ROS a partir de ces
mitochondries. Cependant, la forte génération des ROS ne constitue pas la seule maniere
par laquelle un stress oxydatif est provoqué. Une diminution de I'activité enzymatique des

principales enzymes antioxydantes a savoir la catalase, et la SOD a été de méme observée
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chez des rats traités par la nicotine au niveau des poumons, du foie et des reins (Kalpana
et Menon, 2004).

D’autre part, la forte proportion des AGPI dans les SPZ les rend tres fragiles, et
plus vulnérables au stress oxydatif (Hazout et al., 2008; Kao et al., 2008; Hekmatdoost et
al., 2009). Cette forte présence des AGPI dans la membrane des SPZ qui prend place lors
de la maturation épididymaire est connue pour étre responsable de 'augmentation de la
flexibilité et de la fluidité des flagelles, en induisant conséquemment l'acquisition de la
mobilité par les SPZ qui ne seront matures qu’apres cette étape. De plus, I'élimination
d’une grande quantité du cytoplasme des CG lors de leur spermiation et transformation
en SPZ a l'issue de la spermatogenése semble étre responsable d'une forte diminution des
défenses ezymatiques antioxydantes chez les SPZ (Lenzi et al., 1996). Ces deux facteurs
associés augmentent la vulnérabilité des SPZ et la possibilité pour qu’ils soient attaqués
par les ROS (Kourouma et al., 2015). En fait, les ROS sont des molécules instables et
hautement réactives, qui peuvent induire une rupture de l'intégrité des membranes
plasmatiques des SPZ (Agarwal et al., 2014). Elles vont facilement saisir un électron a
partir des doubles liaisons de carbone (C=C) pour étre stables, alors que I'acide gras qui a
perdu I'électron va devenir un radical lipidique. Ce denier, en se liant a une molécule
d’oxygéne va former un pyroxyle et va chercher a étre stabilisé en s’emparant d’ un
électron de la part d’'une autre double liaison en formant ainsi un nouveau radical
lipidique, puis les réactions s’enchainent pour produire plusieurs radicaux libres et une
propagation de la peroxydation des lipides qui peut mener a des dommages bien
considérables a savoir une rupture complete de la membrane cellulaire et la mort de la
cellule (Jerzy, 2013). La forte proportion des AGPI au niveau des membranes des SPZ va
donc favoriser ces réactions.

Les antioxydants normalement présents dans |'organisme, peuvent lutter contre ce
phénomene. Cependant, nous avons constaté une diminution de I'activité antioxydante
totale au niveau plasmatique et tissulaire, ce qui peut augmenter le risque de la survenue
d’un déséquilibre de la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants, et d'un état de
stress oxydatif consécutif. Dans notre étude, I'altération de la mobilité et de la viabilité
est plus prononcée que celle du nombre des SPZ. En outre, nous avons également constaté
une diminution plus importante de l'activité antioxydante totale aussi bien au niveau
épididymaire qu’au niveau testiculaire. Ceci, peut expliquer au moins en partie la

différence entre les niveaux d’altération des parametres spermatiques qui semblent étre
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liés a 'atténuation des défenses antioxydantes des compartiments dans lesquels ces
caracteres de SPZ sont assurés.

Par ailleurs, d’autres mécanismes ont été postulés pour étre responsables de la
diminution de la qualité du sperme. Nombreux chercheurs ont suggéré que la production
des anticorps anti-SPZ due essentiellement au passage des antigénes spermatiques dans
la circulation sanguine dans les cas pathologiques, entrainait une agglutination des SPZ
et une diminution de leur mobilité par conséquence (Bohring et Krause, 2005 ; Zini et al.,
2010). Plus récemment, d’autres chercheurs ont constaté une corrélation plus importante
entre la présence des anticorps anti-SPZ et le taux de la fragmentation de I’ADN des SPZ
chez des hommes infertiles, dont le pourcentage des SPZ avec une fragmentation d'ADN
chez les hommes présentant des anticorps anti-SPZ était 1.3 fois plus que chez les
hommes infertiles qui ne les présentent pas (Bozhedomov et al., 2015). Ceci a été corrélé
a une forte présence des ROS dans le sperme, ce qui renforce le réle du stress oxydatif
dans l'induction des anomalies des SPZ. Dans notre étude, nous n’avons constaté que deux
cas sporadiques d’agglutination des SPZ lors de I’évaluation de la mobilité. Bien que
I'incrimination de ce cas pathologique nécessite une observation plus importante que
celle que nous avons relevée, une étude de I'intégrité de la barriere hémato-épididymaire,
qui rend I'épididyme un environnement immunosuppresseur, doit étre réalisée pour
confirmer ceci.

De plus, il est toutefois essentiel que le milieu luminal soit d’'un pH acide et de
faible concentration de bicarbonate afin d'éviter que les spermatozoides n'épuisent leur
réserve d'énergie en les maintenant dans un état de dormance pendant leur séjour dans
I'épididyme. Ces conditions ne seront modifiées qu’apres une éjaculation par une
augmentation transitoire de la concentration de bicarbonate dans la lumiere
épididymaire, secrétée par les cellules principales, contribuant a pré-activer les
spermatozoides avant l'éjaculation par l'activation directe de l'adenylate cyclase,
I'enzyme responsable de la capacitation des SPZ, par les ions du bicarbonate (Breton et
Da Silva, 2012). La possible rupture de la barriere hémato-épididymaire pourrait
perturber ce mécanisme de régulation en induisant un épuisement total des réserves
énergétiques et une diminution de la viabilité et de la mobilité des SPZ.

Sur le plan histologique, nous avons également observé une atteinte de la structure
testiculaire a savoir une hypotrophie du tissu interstitiel, une perturbation de la

spermatogenese, et une altération de I'épithélium séminifere. Ces résultats sont en
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concordance avec ceux constatés dans une étude récente qui a évalué les effets
reprotoxiques de la nicotine (Mosbah et al,, 2015 ). Comme nous venons de le rapporter,
ceci peut étre attribué a une peroxydation lipidique au niveau des testicules qui est
confirmée par les fortes concentrations en TBARS que nous avons constatées a ce niveau.
Ceci n’exclut pas I'existence d’autres effets inducteurs a savoir la diminution du taux de la
testostérone. De plus, il a été démontré que la forte présence des ROS au niveau tissulaire
est capable d’'induire et d’accélérer la mort cellulaire par apoptose, ce qui peut également
expliquer la forte diminution des cellules de la lignée germinale, et les cellules régulatrices
de la fonction de la reproduction présentes dans les testicules (Koksal et al., 2003). Bien
qu’il s’agisse d’'un mécanisme physiologique pour éliminer les cellules surnuméraires ou
défectueuses, de nombreuses études expérimentales ont mis le point sur I'effet potentiel
des produits toxiques, en amplifiant I'apoptose, d’engendrer des atteintes histologiques
et d’éliminer les cellules fonctionnelles de la lignée germinale (Ronis et al., 1996; El-
gohary et al., 1999). Chez des rats exposés a la fumée de cigarette, une amplification de
I'apoptose des cellules de la lignée germinale a été détectée, et I'apoptose serait
considérée comme l'un des mécanismes inducteurs des altérations testiculaires par le
tabac sur le plan histologique (Rajpurkar et al., 2003).

L’étude hormonale a révélé une perturbation de la régulation hormonale de la
fonction reproductrice chez les rats traités par les ATT. Nos résultats ont montré une forte
réduction du taux sérique de la testostérone associée a une augmentation du taux de la
LH, tandis que la FSH n’a pas été significativement modifiée par les ATT. Dans ce contexte,
les résultats obtenus lors de 1'étude des effets du tabac sur les hormones sexuelles chez
I’'homme sont contradictoires. Dans une étude prospective, aucune corrélation n’a été
observée chez les fumeurs en comparaison aux non-fumeurs en ce qui concerne les taux
des hormones sexuelles (Halmenschlager et al., 2009).

A contrario, dans une étude clinique plus récente, les fumeurs ont été classés selon
le type de cigarettes qu’ils consomment. Une amplification des taux sériques de la LH a
été observée chez les hommes qui consomment des cigarettes contenant des
concentrations élevées de la nicotine, alors que les cigarettes a faible concentration de la
nicotine n’ont induit aucun changement de la LH, ce qui supporte que la nicotine peut se
comporter comme un perturbateur endocrinien (Mello, 2010). En effet, une augmentation
significative de la LH et de la testostérone a été constatée chez les fumeurs (Svartberg et

Jorde, 2007). Cette méme observation a été faite par d’autres chercheurs qui ont noté une
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augmentation hautement significative de ces deux hormones chez les fumeurs par
rapport aux non-fumeurs quel que soit le nombre de cigarettes consommeées (Blanco-
Muiioz et al., 2012). Ceci supporte nos résultats, ou nous n’avons pas constaté une dose-
dépendance de l'effet des ATT sur la testostérone qui a été tres sévere quelle que soit la
dose administrée des ATT, sauf que nous avons constaté une diminution et non pas une
augmentation des taux sériques de la testostérone chez les animaux traités par les ATT.
De méme, la diminution du taux sérique de la testostérone a été également constatée
apres 'exposition a la nicotine chez des rats males, en suggérant que la diminution du
nombre des cellules de Leydig était en cause de cette hypostéroidogenése (Mosbah et al.,
2015). Nos résultats de I'étude histologiques confirment cette suggestion.

Par ailleurs, dans1’ ensemble de ces études, aucun effet de la fumée de cigarette ni
de lanicotine surla FSH n’a était noté. Ces observations peut étre expliquées par I'absence
d’'un effet direct du tabac sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, attendu que les variations
de la LH peuvent étre attribuées a une perturbation du feedback négatif de la testostérone
sur la sécrétion de cette hormone.

Les résultats auxquels nous avons aboutis révelent donc un effet reprotoxique
considérable des ATT sur différents plans, qui est certainement lié a un stress oxydatif.

Du fait que nous avons pu confirmer que la reprotoxicté des ATT est stress
oxydatif-dépendante, nous nous sommes proposé de réaliser une approche préventive
visant la préservation d’une fertilité normale chez les rats traités par les ATT en luttant
contre le stress oxydatif, par l'utilisation des antioxydants. Avant de passer a I’étude in
vivo, une évaluation de l'activité antioxydante des différents extraits obtenus suivant
différents protocoles d’extractions a été réalisée visant a optimiser de l'utilisation de thé
vert pour lutter contre le stress oxydatif.

Nos résultats de I'étude phytochimique ont montré que les différents extraits de
thé vert sont dotés d'une forte activité antioxydante lors du test de la DPPH, qui varie d’'un
extrait a un autre. Parmi ces derniers, I'FAE a montré la valeur de la CI50 la plus faible, ce
qui indique sa possession de 'activité antioxydante la plus importante par rapport aux
autres extraits, et a I'acide ascorbique que nous avons utilisé comme témoin positif. Ces
résultats concordent avec ceux rapportés par d’autres chercheurs qui ont mis le point sur
I'importance de l'activité antioxydante de I'extrait de thé vert qui dépasse celles de
plusieurs substances synthétiques généralement utilisées comme antioxydants surtout

dans la conservation des aliments (Chen et al., 1996; VonGadow et al., 1997).
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La détermination de la composition de la FAE a révélé la présence de quatre
substances seulement (C, EC, ECG et la CAF). Avec seulement ces quatre substances, la FAE
aurait présenté une activité antioxydante moins importante que celle de |'extrait total, au
moment ou nous avons observé I'inverse. Cependant, ceci peut étre justifié par la possible
interaction entre les molécules antioxydantes présentes dans un mélange appelé « the
mixture effect », qui peut diminuer leur réactivité vis-a-vis des ROS (Cuvelier et al., 1996 ;
Becker et al., 2007). De plus, la premiére étape de |'extraction qui a abouti a 'obtention
de I'extrait total de thé vert n’est pas spécifique aux flavonoides. Selon Ignat et al,, 2013,
cette méthode risque d'induire une co-extraction d’autres substances tels que les sucres,
les lipides et les protéines avec lesquels les substances antioxydantes peuvent former des
complexes moins solubles et d'une réactivité réduite. Des résultats similaires ont été
obtenus par d’autres chercheurs qui ont évalué l'effet des interactions entre les
flavonoides dans un mélange. Les valeurs théoriques obtenues par le calcul de la somme
des valeurs d’activité antioxydante de chaque molécule étaient supérieures aux valeurs
expérimentales obtenues par les mélanges lors de I’évaluation de 'activité antioxydante
in vitro (Palafox-Carlos et al., 2012). Ceci a été attribué a la tendance des flavonoides a
former des complexes lors qu’ils sont présents en mélange, en formant des liaisons
d’hydrogenes qui sont favorisées par la présence de molécules de polarité différentes.
Cette interaction risque de cacher les groupements hydroxyle qui sont responsables de
'activité antioxydante de ces substances, dont résulte une diminution de cette derniere
(Hidalgo et al., 2010). Ces suggestions sont supportées par les travaux de Palafox-Carlos
et al, 2011 qui ont démontré qu'une corrélation positive existe entre le nombre des
groupements hydroxyles libres et I'activité antioxydante.

Dans notre étude, le fractionnement de I'extrait total a abouti a la séparation des
molécules selon leur degré de polarité. Du fait que les molécules présentes dans une
méme fraction sont de polarité presque identique, ceci aurait empéché la formation d'un
grand nombre de liaisons d’hydrogenes entre les molécules. De plus, le faible nombre de
molécules de la FAE aurait également minimisé les interactions entre ces dernieres.

D’autre part, les travaux de Gramzaa et al., 2006, ont testé I'activité antioxydante
de plusieurs extraits de thé et essayé de mettre un lien entre la composition de I'extrait et
son activité antioxydante. Ils ont trouvé que cette derniere montre une forte corrélation
avecla présence de la C, EC et ECG, mais aucune corrélation n’a été observée avec d’autres

catéchines tel que I'EGCG. Deux parmi les trois substances avec lesquelles 'activité
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antioxydante est corrélée sont présentes dans la FAE. Ces résultats peuvent justifier
l'utilisation de la FAE dans I’étude in vivo pour lutter contre le stress oxydatif induit par
les ATT.

Par ailleurs, dans une étude clinique, il a été observé que la concentration des
catéchines dans le plasma des hommes qui ont consommé le thé vert est trés faible
constituant entre 0,2% et 2% de la quantité de thé consommé. Ceci a été considéré comme
une faible biodisponibilité des catéchines, qui doit étre améliorée pour avoir des effets
plus remarquables de ces substances (Nakagawa et al., 1997). Selon Serafini et al., 1996,
la biodisponibilité des polyphénols dans le plasma est plus importante apres la
consommation des supplémentations préparées a partir de l'extrait de thé qu’apres la
consommation d’'un thé entier. Comme nous venons de le rapporter, I'interaction entre les
molécules phénoliques et non phénoliques aprés la consommation de thé entier risque de
diminuer I'absorption a cause de la formation des complexes qui pourront étre insolubles
(Ignatetal, 2013).

De plus, d’autres mécanismes ont été rapportés. Dans une étude in vitro, les
catéchines ont montré un degré de stabilité plus important dans des conditions acides,
alors qu’elles se dégradent tres rapidement dans un pH alcalin (Zhu et al,, 1997). Dans ce
méme contexte, d’autres chercheurs ont supposé que les catéchines peuvent étre mieux
absorbées dans un estomac vide avec un pH gastrique acide, qu’apres un repas dont le pH
gastrique va étre changé (Chow et al,, 2011). Dans notre étude, les animaux ont été traités
par la EAF en premier, avant la présentation de I'alimentation ce qui aurait amélioré la
biodisponibilité des catéchines. Selon Chow et al, 2005, ceci peut significativement
améliorer I'effet biologique des catéchines en augmentant leur concentration plasmatique
jusqu’a 3 a 4 fois chez les sujets en bonne santé.

D’autre part, la possible bioaccumulation des catéchines dans les tissus a été
confirmée (Terao et Mukai, 2014). Dans notre étude, I'amélioration de l'activité
antioxydante totale tissulaire et la diminution du taux de la peroxydation lipidique a ce
niveau peuvent étre liées a cette bioaccumulation des catéchines dans les tissus visés.
Néanmoins, la bioaccumulation dans des tissus non visés qui n’ont pas été attaqués par
les ATT, ou qui n’ont pas fait I'objet de notre étude ne doit pas étre négligée, car elle peut
diminuer le processus de I’élimination des catéchines. Ce dernier point nécessite d’autres

études complémentaires pour bien I'élucider.
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Dans I’étude in vivo, nous avons constaté une diminution du poids corporel moyen
plus prononcée chez les rats traités par 'FAE. Des résultats similaires ont été obtenus chez
des animaux de laboratoires exposés a I’extrait de thé vert en vue d’'une prévention contre
'obésité. Les catéchines de thé vert ont montré une capacité considérable a augmenter la
B oxydation des lipides au niveau hépatique, ce qui peut éliminer 'accumulation viscérale
des lipides et contribuer a la diminution du poids corporel conséquemment. Néanmoins,
d’autres explications ont été supposées pour expliquer des résultats similaires. Les
catéchines de thé vert ont induit une réduction de I'accumulation des lipides chez des
souris soumises a un régime hyper-gras. Ces résultats ont été en association a une forte
présence des lipides dans la matiére fécale des souris, ce qui indique que les catéchines
ont diminué I'absorption des lipides. Ces résultats viennent confirmer que le thé vert est
tres utile pour lutter contre I'obésité. De méme, nos résultats ont montré une réduction
tres significative du poids corporel ce qui indique que I'utilisation de la FAE pourrait étre
plus efficace.

Par ailleurs, les animaux traités par la FAE et les ATT de maniére combinée ont
montré une réduction de l'altération de la fonction reproductrice masculine a savoir une
amélioration de la structure histologique testiculaire, de la qualité du sperme
épididymaire, et une correction des taux sériques des hormones sexuelles. Ces résultats
sont plus impressionnants chez les rats traités par la FAE combinée aux ATT a faible dose.
Des résultats comparables a ceux des témoins ont été constatés ce qui indique que la FAE
est tres efficace pour lutter contre la reprotoxicité des ATT a faible dose.

Cependant, a forte dose, l'amélioration des parametres spermatiques,
histologiques, biochimiques et hormonaux était significative chez les rats traités par la
FAE et des ATT par rapport a ceux traités par les ATT seuls a la méme dose, ou nous avons
constaté des répercussions tres séveres qui pouvaient étre irréversibles a cause de la
rupture de I'intégrité de la BHT et ’hypotrophie sévere du tissu interstitiel. La FAE n’a pas
pu conserver une fertilité normale comparable a celle des témoins, comme c’était le cas
pour la faible dose, mais elle a augmenté la chance pour que les altérations soient
réversibles.

De plus, nous avons remarqué que l'utilisation de la FAE dotée d’une forte activité
antioxydante a diminué considérablement la présence des indicateurs du stress oxydatif.
Cet effet protecteur de la FAE contre le stress oxydatif associé a une amélioration de la

fonction reproductrice sur les différents plans étudiés, renforce le lien entre la
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reprotoxicté du tabac et le stress oxydatif que nous avons supposé des le début qu'il soit
le principal mécanisme majeur de I'induction de cette reprotoxicité par le tabac.

Du fait de I'absence d’un effet direct des ATT sur la FSH qui n’a pas été constaté chez
les différents groupes expérimentaux, et que la variation de la LH peut étre consécutive a
une perturbation de la sécrétion de la testostérone qui a été ,a son tour, liée a une
diminution du nombre des cellules de Leydig suite aux altérations histologiques stress-
oxydatif dépendante, la perturbation de la régulation endocrinienne ne peut étre

considérée par contre qu’autant qu’ un mécanisme mineur qui peut amplifier les

répercussions du stress oxydatif lors de I'exposition aux ATT.
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Conclusion

Notre étude a été réalisée pour évaluer les effets des ATT sur la fonction
reproductrice masculine, et pour la recherche et le développement d'une approche
préventive. La présente étude multiparamétrique nous a permis de déterminer les
répercussions possibles et |'efficacité du traitement préventif par I'extrait de thé vert sur
un large spectre incluant la qualité du sperme, la structure histologique des gonades, le
taux des hormones sexuelles ainsi que des parameétres biochimiques en relation avec le
stress oxydatif.

Nos résultats ont montré que les ATT ont induit une considérable reprotoxicité sur
les différents plans étudiés. Nous avons constaté une diminution de la qualité du sperme
épididymaire, une altération de la structure histologique testiculaire associée a des taux
élevés de TBARS, et une diminution de I'activité antioxydante plasmatique et tissulaire
des testicules et des épididymes chez les rats intoxiqués par les ATT. Ces effets ont été
proportionnels a la dose administrée, ou nous avons constaté des effets plus prononcés
chez les animaux traités par la forte dose par rapport a ceux traités par la faible dose.

L’intensité de I'atteinte du sperme et de la structure histologique était dépendante
de la diminution des défenses antioxydantes et du taux de la peroxydation lipidique tant
au niveau tissulaire qu’au niveau plasmatique ot nous n’avons pas constaté une grande
différence par rapport aux témoins. Ceci vient confirmer I'incrimination du stress oxydatif
dans l'induction de la reprotoxicité du tabac, ce qui peut étre considéré comme un
mécanisme majeur de I'induction de cette derniére.

De plus, nous avons constaté une perturbation de la régulation hormonale qui s’en
résulte dans une diminution trés sévere du taux de la testostérone chez les rats traités par
les ATT quelle que soit la dose, au moment ou 'augmentation du taux de la LH était dose
dépendante. En prenant en considération 'absence d’un effet remarquable des ATT sur
la FSH, la perturbation de la sécrétion de la LH est attribuable a l'atténuation de la
stéroidogenese au niveau testiculaire.

Par ailleurs, la FAE utilisée dans la deuxieme partie de I'étude a montré un effet
préventif considérable vis-a-vis des effets reprotoxiques des ATT. L’efficacité du
traitement par la FAE était dépendante de la dose des ATT. Une conservation quasi-
complete des différents compartiments et fonctions de la reproduction a été constatée-
chez les rats traités par la FAE en combinaison aux ATT a faible dose. Cependant, a forte

dose des ATT, I'amélioration tres importante de ces parametres cités ci-dessus n’a pu
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atteindre un niveau comparable aux témoins. Néanmoins, la diminution de la sévérité des
effets induits par les ATT a forte dose peut donner chance pour que ces effets soient
réversibles.

Du fait de I’'absence de tous effets toxiques liés a l'utilisation de la FAE, ceci peut
justifier 'importance de son utilisation, qui peut méme franchir la barriere de la
reprotoxicité du tabac vers un large spectre de problémes de l'infertilité masculine
comme féminine liés a un stress oxydatif, tel que '’exposition a d’autres substances
toxiques notamment les métaux lourds, ou encore plus a l'obésité en prenant en
considération son effet anti obésité que nous avons constaté lors de cette étude.

Les obstacles que nous avons rencontrés tout au long de la réalisation de ce travail
nous ont empéchés d’achever la démarche que nous avons envisagée. D’autres tests
supplémentaires essentiellement la mise en évidence des cellules apoptotiques au niveau
des gonades, I'étude de 'intégrité des barriéres hémato-tissulaires, et d’autres analyses
hormonales pour bien éclaircir I'effet du tabac sur le systéme endocrinien pourront étre
donc ultérieurement envisagés.

Bien que la proportion de femmes qui consomment les produits du tabac a travers
le monde soit en augmentation, une étude préclinique sur des rattes femelles comparable
a celle que nous avons présentée peut construire également un nouvel axe de recherche
qui semble étre plus important du fait de la complexité de la vulnérabilité du systeme
reproducteur féminin, ainsi que de la possibilité de transmission des répercussions aux
descendants si I’exposition se produira pendant la gestation. Dans ce contexte, une étude
multiparamétrique pourrait étre réalisée pour tester a la fois, la reprotoxicité et I'effet
tératogene des alcaloides du tabac.

Une caractérisation quantitative de la FAE et une modélisation de son extraction
associée a une étude toxicologique et pharmacologique de cette derniére peuvent mener
a accroitre l'intérét de son utilisation dans le domaine pharmaceutique et
agroalimentaire, pouvant méme atteindre une industrialisation d'un nouveau produit qui
peut remplacer les antioxydants parapharmaceutiques comestibles ou méme
synthétiques utilisés pour la conservation des aliments.

Cependant, l'utilisation des animaux de laboratoire pour accomplir ce qui peut
constituer une perspective pour notre recherche est désormais l'objet de débat
essentiellement de la part des défenseurs du bien-étre des animaux. D’autres techniques

alternatives de 'utilisation des animaux portées notamment sur les cultures cellulaires et
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qui sont d’'un niveau supérieur de précision peuvent étre utilisées selon leur faisabilité et
selon le développement des connaissances a ce propos, suivant la loi des 3R (Remplacer.
Réduire. Raffiner) dont le but est de diminuer les effets ou la gravité des procédures

infligées aux animaux.
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Résumé

Le tabac est 'un des agents les plus incriminés dans les infertilités masculines. Toutefois, ses
répercussions sur la reproduction, en dehors de la grossesse et du développement embryonnaire et
feetal, sont peu évaluées. L’objectif principal de notre étude est d’évaluer les effets des alcaloides
totaux du tabac (ATT) sur la structure histologique des testicules, les paramétres du sperme et le
taux des hormones sexuelles, et de mettre en évidence le lien entre ces effets et le stress oxydatif
supposé d’étre un mécanisme majeur d’induction de ces derniers. Une deuxiéme partie de la
recherche est désignée a examiner l'effet protecteur des polyphénols de thé vert in vivo, aprés avoir
réalisé une étude phytochimique in vitro en vue d’une optimisation de l'utilisation de thé vert en tant
qu’une source d’antioxydants. Pour la premiere partie, deux groupes de rats mdles de souche WISTAR
(n=5) d’un dge moyen de deux mois ont été utilisés. Les rats ont recus par gavage pendant 30 jours,
les ATT a raison de 2,5 mg/kg et 5mg/kg de poids corporel (G1 et G2 respectivement). Quant a la
deuxiéme partie, trois autres groupes ont recu la fraction d’acétate d’éthyle de l'extrait de thé vert
(FAE) a raison de 50mg/kg combinée aux ATT a faible dose (G3) et a forte dose (G4), alors que les
animaux du (G5) ont été traités par la FAE seule pour déterminer la sécurité de ce traitement. Le
sixieme groupe (G6) est considéré comme témoin pour les deux parties de I'étude. Les animaux de ce
groupe ont été traités par le véhicule des différents extraits (ATT et FAE). Les résultats de l'étude
phytochimique ont montré que la FAE posséde 'activité antioxydante la plus puissante par rapport
a l'extrait total de thé vert et a ces autres fractions. Nos résultats ont montré un effet reprotoxique
dose dépendant considérable des ATT a différents niveaux. La diminution de la qualité du sperme a
savoir une réduction du nombre, de la mobilité et de la viabilité des spermatozoides a été constatée.
Des atteintes histologiques notamment une hypotrophie du tissu interstitiel, une réduction du
nombre des cellules de la lignée germinale ainsi qu’une diminution du nombre de spermatozoides
dans la lumiére des tubes séminiféres ont été également notées. Ces effets semblent étre plus
prononcés a forte dose des ATT atteignant la rupture de la barriere hémato-testiculaire et une
diminution du nombre des cellules de Sertoli. Sur le plan hormonal, une diminution sévére du taux
de la testostérone quelle que soit la dose administrée des ATT et une diminution moins importante
de la FSH associée a une augmentation du taux de la LH ont été enregistrées. Ces effets reprotoxiques
ont été liés a une diminution de l'activité antioxydante d’autant plus au niveau testiculaire et
épididymaire qu’au niveau du plasma sanguin, et a une augmentation des taux de TBARS qui
témoigne d’une forte peroxydation lipidique. En outre, la FAE a significativement réduit ces effets
avec une conservation quasi-compléte des différents compartiments et fonctions de la reproduction
quand elle est combinée a la faible dose des ATT, alors qu’avec la forte dose, elle a pu
significativement minimisée les effets des ATT. Cependant, aucun effet toxique n’a été enregistré chez
le groupe traité par la FAE seule. En conclusion, les ATT sont capable d’induire une forte
reprotoxicité stress oxydatif dépendante qui peut étre réduit par 'utilisation des polyphénols de thé
vert.
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