République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Béjaia

&\ Al Ay
“ ’ Tasdawit n Bgayet
. " Université de Béjaia
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biotechnologie

Spécialité : Biotechnologie et santé REF: e

Meémoire de Fin de Cycle
En vue de I’obtention du diplome

MASTER

Theme :

Evaluation de I'effet protecteur des extraits d'une
plante médicinale sur la cytotoxicité liee aux xenobiotiques

Présenté par : Salhi Manel
Soutenu le :  07/07/2025

Devant le jury composé de :

Mme REMILA .S MCB Présidente
Mme MEHENNI .C MCB Encadrante
Mme MEZIANI .S MCA Examinatrice

Année Universitaire ;: 2024 / 2025




Remerciements

Louange a Allah, source de force et de sagesse, qui nous a permis d’achever ce travail avec

patience et détermination, malgré les difficultés rencontrées.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a mon encadrante, Mme MEHENNI. C, pour son
accompagnement constant, sa disponibilité, ainsi que pour ses conseils pertinents qui ont

grandement contribué a la réalisation de ce mémoire.

Je remercie également Mr IGUEROUADA. M, pour m’avoir ouvert les portes de son

laboratoire et permis d’y effectuer mes travaux pratiques dans des conditions favorables.

Mes remerciements s’adressent aussi 8 Mme REMILA. S et Mme MEZIANI. S, membres
du jury, pour I'honneur qu'elles me font en acceptant d’évaluer ce mémoire, ainsi que pour

leurs observations et suggestions précieuses.

Je n’oublie pas Mme BOUDJOU et Mme ABDELOUHAB, Mme AIT ALI ainsi que
I’ensemble des enseignants de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, qui ont su

transmettre leur savoir avec passion et bienveillance tout au long de mon cursus.

A ma famille, je dédie une pensée pleine de gratitude pour leur soutien indéfectible, leurs

encouragements et leur amour, sans lesquels cette étape n’aurait pu étre franchie.

Enfin, merci a toutes les personnes, proches ou lointaines, qui m’ont soutenue, orientée ou

motivée, méme par un simple mot, dans la concrétisation de ce projet de fin d’études.



Dédicace

Je dédie ce mémoire a ma famille, qui a été mon pilier tout au long de ce parcours.

A mon pére, pour sa sagesse, Son amour constant et ses conseils éclairés. Ta présence et ton
soutien inébranlable m'ont permis d'avancer et de surmonter les obstacles avec confiance.

Merci pour tout ce que tu fais pour moi, chaque jour.

A ma mére, pour son amour infini et son dévouement sans limite. Tu es ma source de force, et
je te suis éternellement reconnaissante pour ton soutien sans faille. Tu as toujours cru en moi,

méme dans les moments ou je doutais.

A mon frére et ma saeur, pour leur soutien précieux et leurs encouragements. \ous avez toujours

été la pour me motiver et me rappeler que je ne suis jamais seule dans cette aventure.

A mes amis, & mes copines de promotion, pour leur amitié et leurs rires partagés durant ces
années d’études. Vous avez égay¢ mon quotidien et rendu ce parcours plus agréable. Ce

mémoire est aussi le fruit de nos moments passés ensemble.

Mercia chacun de vous pour votre amour, votre soutien et votre présence.

Manel



Sommaire :

SOMIMAITE ..ottt ettt ettt e et et et e ete et e eaeeaae et eseeseensessenseseessesseasensensenns
LiSte deS @abDrBVIALIONS .......c.cceiiiiiiecececece et bbb sbeebeens
LISt dES tADIEAUX ....ccveviivicie et be e r e b s be s be b et re
[ TS C= R0 (TS T U =L RSO
) 4o Te [N [o1 (o] PSPPSR PRSP 1

Chapitre | : Présentation de Tamarix gallica

I.1. Classification taxonomique de Tamarix gallica........cccccooiiiiiiiiiiieiici e 3
I.2. Description botanique de Tamarix galliCa.........cccocoviiiiiiiiiiiiiee 4
I.3. Importance en pharmacopée traditionnelle...........cccooviieiiiiiiici i 5
I.4. Composition phytochimique de Tamarix gallica..........cccccooiiieiiiieiiiccce e, 6
I.5. Propriétés biologiques de Tamarix galliCa............cccccvevveiieiiiie i 6

Chapitre I1 : Impact des pesticides sur la fertilité masculine

[.1. DEéfinition des XENODIOIGUES........cccveiieiieiiieie ettt 8
[1.2. Classification deS PESHICIURS ........cceiiriiiiieieieie e 8
[1.3. Modes d’exposition et accumulation dans 1’0rganisme ............cccocvverierienenrenreens 9
[14. Les pesticides organophosphorés et pyréthrinoides..........ccoooooviviiiieieiiicneninnnnn 10
[1.5. MECANISMES A ACHIOMN ...ttt e 11
I1.6. Impact de la deltaméthrine et de pirimiphos-méthyl.............ccccocoieiiiiiniie 12

Chapitre 111 : Biologie et mobilité des spermatozoides

1.1, Structure du SPermMatOZoide.........cccevieiiiieie e 14
[11.2. Classification des SPermatoZOTaES...........ccvveveerieieeiieieiie e 14
[11.3. Importance du flagelle et des protéines associées a la mobilité.......................... 15
[11.4. Facteurs influencant la mobilité spermatozoidaire ...........cccocevevvvienniesiieienenns 16
I11.5. Effets des pesticides sur les protéines du flagelle et sur les mitochondries ........ 17
[11.6. Consequences sur la fertilité et 1a reproduction ............ccocoviiriieinieie e 19

Chapitre IV : Matériel et Méthodes

V.1 Materiel VEQALAL...........ouiiiieee e 21
IV.1.1. RECOIte deS TRUIIES. ....c.oiveiiiieiceee e 21
V.12, Broyage et tamiSAgE ......ccuerviruiriiriirieieiie sttt bbb 21

IV.2. Préparation des extraitS DrULS ... 21

IV.3. Dosage des composés phénoliques des extraits de Tamarix gallica............cccceveee, 22
IV.3.1. Dosage des phenols totauX (TPC).....cccevviiieiiereiiiese e 22
IV.3.2. Dosage des flavonoides totauxX (TFC).......cccvvveveiieeiieeiieiieieereseeseesie e 23

IV.3.3. Dosage des taning CONUBNSES .........ccveruervereerieeieseesteeeesseesseeseesseesseesseaeessens 23



IV.3.4. Dosage des tanins hydrolysables............cccooviiiiiiiieiiicii e 24

IV.4. Mesure du pouvoir antioXYdant...........cccccereereiierieie e 25
IV.4.1. Pouvoir scavenger contre le radical hydroxyle (OH)..........cccoovvviiiiiiiicinnnn, 25
IV.4.2. Activité anti-radicalaire contre le radical DPPH ..........ccccccocviviiiiinieeiiennn, 26
IV.43. Activité anti-radicalaire selon le test ABTS  ....ccccoooiiiiiieiineninseeiees 27

IV.5. Evaluation de la toxicité des deux pesticides sur la motilité des spermatozoides

RSP P R UR PSP 28

IV.6. Evaluation de la toxicité de 1’extrait de Tamarix gallica ..........cccoevrvvvirrrererriennnes 29

IV.7. Evaluation de I’effet protecteur de I’extrait contre la toxicité des pesticides sur les

SPEIMALOZOTUES. ... .vveveeveeete sttt ettt e st e e et e st e et eeseesbeesteeseesteenteaneesaeenseanseaseeeeeneennens 30

IV.8. Test de peroxydation HPIAIQUE ..........ccoiiiiiiiiiiiiieiee e 31

IV.9. EtUde SEALISTIQUE ...ecvveveeeeceie ettt ettt ettt e e nas 32

Chapitre V : Résultats et Discussion

V.1, TAUX 7 EXITACHION. ..uuviieiiiiieeeeitie e e e ettt e e e ettt e e e e e ab e e e e s eabeee e s s aaaeeeessabbeeeesanbeeeesssseeeesannreeas 33
V.2. Teneurs en cOMPOSES PNENOHGUES .......ccueiuieiieeieiie ittt 33
V.2.1. POIYPhENOIS tOLAUX ....cueivieireeiiitiieiieieste et 33
V2.2, FIAVONOTUES. .....ccuviiieiieieie ettt bbbt 34
V.2.3. Tanins hydrolySabIes............cooiiiiiiieiic e 34
V.24, TaniNS CONABNSES.....cviieieiteitesiieiesiesieie st ste sttt et sbe st sbesreere e enens 34
V.3. Evaluation du pouvoir antioXYdant ..............cceeeeeereieeeresesesseeeseeseseesssesesesesessenenes 35
V.3.1. Activité scavenger contre le radical DPPH...........cccocoiiiiiiiiie e 35
V.3.2. Activité scavenger contre le radical ABTS.........ccocooeiiiiniinineienceee 35
V.3.3. Pouvoir scavenger contre radical hydroxyle (OH) ........c.cccooeiiiiiiic i 36
V.4. Evaluation de la toxicité sur la mobilité des spermatozoides ............c..cccccvvvvrvenss 37
V.4.1. Toxicité des pesticides sur la mobilité des spermatozoides...............c.c....... 38
V.4.2. Toxicité de I’extrait brut des feuilles de T. gallica sur les spermatozoides
ettt E et e eR et et eteEe Lo R e eR e Rt Rt oA e eR £ oAb e Ao AR oA Re ARt e RS e R e e R £ oA £ e R e b e AEe AR e AR e e R e e Rt e R e e R e e Eebenbeebe e Rt e Ee e Rt en e e e s 39
V.5. Effet protecteur de I’extrait des feuilles de Tamarix gallica contre les pesticides
e eteeEeeNeeseeRteteteteteateeEe st eReeseeReesteateteateaEe oAt eReeReeR e e R ee e e teEeeEeeReeReeR e e Rt e Rt e eetenteeReeReereeneeneenrenns 41
V.5.1. Protection contre le Pirimiphos-méthyl............ccccoooiiiiininie 42
V.5.2. Protection contre la Deltaméthring...........ccccocviviiicieieiece e, 43
V.6. Effet protecteur de I’extrait de T. gallica sur la peroxydation lipidique induite par les
PESTICIARS ...ttt bbb bbbt bbbt b e bbbt 45
V.6.1. MDA — Pirimiphos-me&thyl..........ccooiiiiiiiiiiee e, 45
V.6.2. MDA — Deltamethrine ..........ccociiieieieeie e 47
V.7. Analyse des pourcentages de mobilité des spermatozoides (rapides, PR, PM)
ettt eteeNeeteteteetesteeteeseereeseeseeteteateaaeaEeeReeReest e teteateeEeeReeReeReeneenteaeteeReeReeReeReentenetenreareareenen 48
(@0 T 111 (o] o S PS 51
Réferences bibliographiqUES............cccoiiiiiiiii s 52
AANNEXES ittt e R bR R e R e e R e R e Re R e R e R e e e e R bt neereene e



Liste des Abréviations

Abréviation

Signification

8-OHdG 8-0x0-2'-désoxyguanosine

ABTS 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acid)
AChE Acétylcholinestérase

ADN Acide désoxyribonucleique

AKAPs A-Kinase Anchoring Proteins

AICI; / AICI3 Chlorure d’aluminium

AMPCc Adenosine Monophosphate Cyclique

AT Acide tannique

ATP Adenosine triphosphate

CAT Catéchine

CASA Computer Assisted Sperm Analysis

Ca* lon calcium

CH;CO:Na Acétate de sodium

DDE Dichlorodiphényldichloroethylene

DDT Dichlorodiphényltrichloroéthane

DLM /DM Deltaméthrine

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

EAG / EAG / GAE Equivalent acide gallique / Gallic Acid Equivalent
EAT /AT Equivalent acide tannique / Acide tannique
ECAT Equivalent catéchine

EFSA European Food Safety Authority
EQ/EQ/QE Equivalent quercétine / Quercetin Equivalent
ET Equivalent tannique

EV Equivalent vanilline

FeSO. Sulfate ferreux

FIV Fécondation in vitro

H:0: Peroxyde d’hydrogéne

HPLC High Performance Liquid Chromatography
KIO:; lodate de potassium

MDA Malondialdehyde

MMP Potentiel de Membrane Mitochondriale
mtDNA ADN mitochondrial

Na:CO:s Carbonate de sodium

NaCl Chlorure de sodium

NCBI National Center for Biotechnology Information
OH Radical hydroxyle

OMS /WHO Organisation mondiale de la santé / World Health Organization
PMM /PM Pirimiphos-méthyl

PR Progressifs rapides

QS Quercetin Equivalent (non accentugé)

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

ROS Espéeces Réactives de I’Oxygeéne

SPz Spermatozoides

SYN Synergie (Extrait + Vitamine E)

TBA Acide thiobarbiturique

TCA Acide trichloroacétique

TFC Flavonoides totaux

TPC Phénols totaux

VAP Vitesse moyenne le long de la trajectoire
VCL Vitesse curviligne

VIT E Vitamine E

VSL Vitesse en ligne droite




Liste des Tableaux

N° Titre Page
| Classification taxonomique du T.gallica 3
1 32

Groupes expérimentaux pour I’évaluation de 1’effet protecteur des

extraits bruts de T.gallica




Liste des Figures

N° de Titres Page
Figure
1 Photosoriginales du Tamarix gallica. 4
2 Carte du monde montrant la densité du genre Tamarix. 5
3 Classification des pesticides. 8
4 Les différents modes d’exposition aux pesticides. 9
5 Structures chimiques générales des insecticides organophosphorés et pyréthrinoides . 10
6 Représentation schématique du mode d'action des principaux insecticides. 11
7 Mode d'action des Pyréthrinoides sur les neurones. 12
8 Représentation schématique d'un spermatozoide de Mammifere. 14
Observation en microscopie électronique a transmission d’une coupe transversale
16
9 d’axonéme (A) et d’une coupe transversale de flagelle au niveau de la piéce
intermédiaire (B).
10 . N . .
Role de la vitamine E et C dans la terminaison de la peroxydation lipidique. 17
11 Schéma montrant les effets des pesticides organophosphorés et organochlorés sur la
19
fonction mitochondriale des spermatozoides.
12 . R . : : , :
Schéma illustrant le role des mitochondries dans la production d’énergie et de ROS chez 21
les spermatozoides.
13 Protocole expérimental de 1’extraction des composés actifs des feuilles de T. gallica.
22
14 Réaction de formation du complexe entre les composés phénoliques et le
réactif de Folin-Ciocalteu. 23
15 Mécanisme de formation du complexe flavonoide-AICls.
24
16 Réaction de condensation des tanins avec le réactif de vanilline.
25
17 Principe du dosage des tanins hydrolysables par complexation avec
I’acide ferrique . 2%
18 Mécanisme d’inhibition du radical hydroxyle (OH) par les antioxydants
. 27
extraits.
19 Réduction du radical DPPH- en présence d’antioxydants, traduite par un
changement de couleur. 28




20

Mécanisme de neutralisation du radical ABTS-+ par les antioxydants.

29

21

Taux de phénols totaux (mg EAG/g), flavonoides (mg EQ/g), tannins
hydrolysables (mg AT/g) et tannins condensés (mg CAT/g) dans les
extraits de feuilles de T. gallica.

36

22

Evaluation du pouvoir anti-radicalaire au DPPH de I’extrait brut des feuilles
T.gallica, comparé a la catéchine.

37

23

Evaluation du pouvoir anti-radicalaire a I’ABTS de I’extraits brut des feuilles de
T.gallica comparé a la querceétine.

38

24

Effet scavenger de I’extrait brut des feuilles de Tamarix gallica comparé a celui de la
quercétine sur le radical hydroxyle (OH).

39

25

Parametres cinématiques des spermatozoides de caprin co-incubés avec le
Deltaméthrine et le Pirimiphos-méthyl .

40

26

Parametres cinématiques des spermatozoides de caprin co-incubés avec 1’extrait brute
des feuilles de T.gallica.

43

27

Parameétres cinématiques des spermatozoides caprins co-incubés avec 1’extrait brut de
Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition in vitro au

PPM

44

28

Parameétres cinématiques des spermatozoides caprins co-incubés avec 1’extrait brut de
Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition in vitro a la

DLM

46

29

Taux de malondialdéhyde (MDA) mesurés dans le culot cellulaire apres co-incubation
avec 1’extrait brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition in

vitro des spermatozoides caprins au PPM.

48

30

Taux de malondialdéhyde (MDA) mesurés dans le culot cellulaire apres co-incubation
avec I’extrait brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une

exposition in vitro des spermatozoides caprins a la DLM.

49

31

Pourcentages de spermatozoides rapides (R), progressifs rapides (PR) et progressifs
moyens (PM) apres exposition in vitro des spermatozoides caprins au pirimiphos-méthyl
et a la deltaméthrine, suivie d’une co-incubation avec 1’extrait brut de Tamarix gallica

et/ou la vitamine E.

50




Introduction



Introduction

Introduction

Depuis I’Antiquité, les plantes médicinales sont reconnues pour leurs vertus
thérapeutiques, en particulier grace a leur richesse en composés bioactifs tels que les
polyphénols. Ces substances naturelles, connues pour leurs propriétés antioxydantes, jouent un
réle fondamental dans la protection des cellules contre les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS),
responsables du stress oxydatif (Chevallier, 1996 ; Bhoooshan et al., 2009). Ce dernier est
impliqué dans de nombreuses pathologies chroniques, incluant les troubles de la reproduction
et ’infertilité masculine (Martin and Andriantsitohaina 2002 ; Dubois-Deruy et al., 2020).

Dans ce contexte, une problématique préoccupante a attiré notre attention : 1’augmentation
inquiétante des cas de malformations feetales et de baisse du taux de grossesse chez les
agriculteurs exposés quotidiennement aux pesticides (Mostafalou & Abdollahi, 2017 ; Garcia et
al., 2018) .En effet, dans certaines régions agricoles, des observations sur le terrain ont révelé une
fréquence anormale de troubles de la fertilité, particulierement chez les fermiers manipulant
régulierement des produits phytosanitaires (Bretveld et al., 2008 ; Lerro et al., 2015). Cette
situation nous a poussés a interroger les mécanismes responsables de ces altérations et a

rechercher des solutions naturelles capables d’en atténuer les effets délétéres.

Parmi les toxines environnementales les plus incriminées figurent des pesticides comme la
deltaméthrine (un pyréthrinoide) et le pirimiphos-méthyl (un organophosphoré), utilisés
massivement dans le secteur agricole. Ces composés, bien que performants sur le plan
agronomique, sont reconnus pour leurs effets nocifs sur la santé humaine, notamment sur la
fonction reproductrice masculine. lls induisent un stress oxydatif important, alterent les
mitochondries et reduisent la motilité des spermatozoides, parametre clé dans 1’évaluation de la
fertilité (Savitz et al., 2001 ; Haleng et al., 2007 ; Sharma et al., 2013 ; Tudi et al., 2021).

Dans le but de proposer une alternative naturelle, notre attention s’est portée sur le Tamarix
gallica, une plante de la famille des Tamaricaceae, riche en flavonoides, tanins et autres
composés antioxydants (KalamUr et al., 2016 ; Said et al., 2018 ; Alshehri et al., 2022).
Traditionnellement utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes
(Chebaibi et al., 2020).
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Tamarix gallica présente un fort potentiel en tant qu’agent protecteur contre les agressions
chimiques, bien que ses effets sur la fertilit¢ masculine n’aient encore jamais été explorés
dans notre contexte. Son abondance locale, facilitée par les conditions agro-climatiques
favorables de notre pays, en fait une ressource thérapeutique accessible, durable et

prometteuse.

Face a cette problématique, 1’évaluation des effets protecteurs des extraits de Tamarix gallica
sur la toxicité reproductive induite par la deltaméthrine et le pirimiphos-méthyl constitue un
enjeu majeur. Cette étude vise a explorer I’effet antioxydant de cette plante sur la cytotoxicité
exercée sur les spermatozoides, en mettant ’accent sur la préservation de la motilité
spermatique, et donc de la fertilité. Le travail comprend I’extraction des composés
phénoliques, la caractérisation de leur activité antioxydante, ainsi que 1’évaluation de leurs

effets protecteurs contre les perturbations induites par les pesticides.

A travers cette recherche, nous espérons démontrer le potentiel de Tamarix gallica en tant
qu’agent naturel de protection contre les effets déléteres des xénobiotiques sur la fertilité
masculine, et contribuer a la valorisation des ressources végeétales dans une approche
thérapeutique innovante et respectueuse de la santé humaine dans une approche
d’investigation encore peu documentée, ce qui lui confeére une originalité scientifique

particuliére.
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Chapitre 1 Présentation de Tamarix Gallica

Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1’ Antiquité pour prévenir et traiter une
multitude de maladies et de troubles de santé. Aujourd’hui encore, de nombreux médicaments
modernes tirent parti de leurs propriétés thérapeutiques. Bien que certaines pratiques
traditionnelles reposent sur des croyances, d'autres ont jeté les bases de la médecine actuelle

en contribuant a I’amélioration de la santé humaine (Chevallier, 1996).

Les Tamaricacées, un genre originaire d’Afrique et d’Eurasie, se développe
principalement dans les zones semi-arides et les milieux humides des régions tempérées a
tropicales. Il comprend plus de 60 especes d’arbres et d’arbustes pouvant atteindre jusqu’a

cing métres de hauteur (Said et al., 2018).

En Algérie, Tamarix est largement répandu du littoral jusqu’au Sahara, bien que peu
étudié. Son identification est complexe en raison de sa courte période de floraison et de la
forte ressemblance entre ses especes (Battandier, 1907). Selon Quézel et Santa (1962), dix
espéces de Tamarix sont recensées dans le pays, parmi lesquelles T. gallica, T. aphylla et T.
africana. Présent principalement sur les cbtes méditerranéennes, Tamarix gallica est reconnu
pour sa capacité a s’adapter a des conditions climatiques extrémes (Bencherif et al., 2019).
En Algérie, il est la seule espéce de son groupe dont la présence est confirmée dans la flore
locale (Battandier, 1907).

11 Classification Taxonomique du Tamarix gallica
La classification taxonomique de Tamarix gallica est présentée ci-dessous (Tableau ).

(Gaskin & Schall, 2003) (Younous et al., 2005).

Tableau I : Classification taxonomique du T. gallica

Rang
Taxonomique Classification Noms vernaculaires
Regne Plantae
En Algérie : Tarfaou Tarfaia ou Amemmay
Division Magnoliophyta (Younous et al., 2005),
Classe Magnoliopsida
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Sous-classe Dilleniidae (ou
Caryophyllidae) En Inde : Jhauou Jhuva (Srivastava &
Choudhary, 2014),
Ordre Caryophyllales
En anglais: Tamarisk ou Saltcedar (Baum,
Famille Tamaricaceae
' ricac 1978).
Genre Tamarix
Espéce Tamarix gallica

Figure 1 : Photos originales du Tamarix gallica.

12 Description botanique de Tamarix gallica :

Tamarix gallica est un arbuste (figure 1) atteignant 8 m, au port variable (Drabu et al.,
2012). Son écorce passe de lisse et rougeatre a fissurée et brun-violet avec I'dge (Burnie, 2001).
La floraison, entre juin et ao(t, produit des fleurs hermaphrodites en épis, pollinisées par les
abeilles (Baum,1978). Il fleurit de mars a septembre, avec un pic en mai et parfois en ao(t. Ses
fleurs libérent des graines légéres dispersées par le vent et 1’eau, nécessitant un sol humide pour
germer (Khanetal.,2006). Présent (figure 2) autour du bassin méditerranéen, en Afrique du Nord
et en Asie du Sud, Tamarix gallica pousse en zones cétiéres, berges et milieux salins (Lavaine
etal., 2011).
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N egend
Tamarix density
0 1650 3300 § 600 9900 13200 .
A Kiometers High: 659
Low : 0

Figure 2 : Carte du monde montrant la densité du genre Tamarix (Mayonde et al., 2015).
Les données ont été dérivées des coordonnées ponctuelles des registres d'herbier (GBIF 2016) et

enguétes de terrain .

13. Importance en pharmacopée traditionnelle

Depuis des siecles, Tamarix gallica est employée en médecine traditionnelle pour
traiter diverses affections, notamment le paludisme, les rhumatismes, les gingivites et
les hémorroides (Sultanova et al., 2004 ; Tagarelli et al., 2010). Ses galles, utilisées en
décoction ou en pommade, soulagent les ulceres et les infections buccales, tandis que
ses feuilles et son écorce possedent des propriétés expectorantes, diurétiques et
laxatives (Chopra et al., 2000). Grace a son action astringente, cette plante est bénéfique

contre les hémorragies digestives et les ulcéres (Panwar & Abro, 2007).
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Elle est également reconnue pour ses effets anti- inflammatoires,
hépatoprotecteurs et vermifuges (Sehrawat & Sultana, 2006 ; Bensatal & Ouahrani,
2008). Par ailleurs, son miel, aux vertus antimicrobiennes et cicatrisantes, est intégré
dans des préparations thérapeutiques, telles que des sirops et infusions, pour traiter les
troubles digestifs et hépatiques (Ferreira et al., 2009 ; Boussaid et al., 2018).

14 Composition phytochimique de Tamarix gallica

Tamarix gallica est une plante meédicinale riche en composés bioactifs,
expliquant ses nombreuses applications pharmacologiques. Parmi ses constituants
majeurs, on retrouve une forte teneur en tanins (50 %), principalement sous forme de
gallotannins et d’ellagitanins, ainsi que des flavonoides tels que la quercétine, le
kaempférol et des dérivés rares comme la tamarixétine (Kirtikar & Basu, 1996 ; Orabi
etal., 2015).

Les polyphénols, notamment les acides ellagique, gallique et caféique,
conferent a la plante des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (Rasouli et al., 2017). Elle contient également des coumarines (4-
méthylcoumarine) et des saponines, renforcant son potentiel thérapeutique (Rasouli
etal., 2017).

Des analyses ont mis en évidence la présence de triterpenes (B-sitostérol,
acide ursolique), de sesquiterpenes (B-caryophylléne, a-bisabolol) et d’huiles
essentielles (rendement de 0,07 a 0,57 %) (Bughio et al., 2018). En outre, la plante
renferme divers phytostérols (stigmastérol, avenastérol) et hydrocarbures aliphatiques
(Andhiwal et al.,1982).

La teneur en composés phénoliques varie selon les conditions climatiques.
Par exemple, les extraits méthanoliques de Tamarix gallica en Algeérie ont réveélé
334,19 mg GAE/g de phénols et 395,62 mg QE/g de flavonoides, tandis que des
études en Inde ont montré des concentrations plus faibles (Chaturvedi et al., 2012 ;
Tabet et al., 2018).
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I5. Propriétés biologiques de Tamarix gallica

Tamarix gallica se distingue par ses effets antioxydants, anti-inflammatoires
et antimicrobiens, en particulier face au stress oxydatif, facteur impliqué dans de
nombreuses pathologies. Sa composition riche en flavonoides et acides phénoliques
lui permet de combattre les radicaux libres et d’atténuer les dommages liés au stress

oxydatif (Ksouri et al., 2009 ; Rahman et al., 2011).

Elle présente également des effets anti-inflammatoires et analgésiques proches
de ceux du diclofénac (Tabet & Boukhari, 2014 ; Kalamurfi et al., 2016) et exerce
une activité antimicrobienne contre des pathogénes comme Staphylococcus

saprophyticus et Salmonella typhi (Boulaaba et al., 2015).

Ses propriétés anticancéreuses ont été déemontrées dans la prévention des
cancers du colon et du foie (Boulaaba et al., 2013 ; Fellah et al., 2018), tandis que
son action neuroprotectrice pourrait jouer un réle dans le traitement de la maladie
d'Alzheimer, en inhibant I'agrégation du peptide B-amyloide et en soutenant les

fonctions cognitives (Ben Hmidene et al., 2017a, 2017b ; Salissou et al., 2018).

De plus, Tamarix gallica possede des effets bénéfiques sur le métabolisme,
notamment anti-hyperlipidémiants, anti-hyperglycémiants et hépatoprotecteurs,
renforcant ainsi son potentiel thérapeutique (Sehrawat & Sultana, 2006a, 2006b ;
Naveed et al., 2015 ; Mahfoudhi et al., 2016).

Un autre domaine d'intérét concerne la fertilit¢ masculine. Ses composés
bioactifs semblent influencer 1’expression de protéines mitochondriales essentielles
a la mobilité des spermatozoides, offrant ainsi une voie naturelle pour traiter les
troubles liés au stress oxydatif (Ben Hmidene et al., 2017b). Cependant, la capacité
de la plante a protéger contre la toxicité spermatique induite par des xénobiotiques
comme le pyrimiphos-méthyl et la deltaméthrine reste a explorer, ce qui ouvre des

perspectives de recherche intéressantes.



Chapitre 11 :
Impact des pesticides
sur la fertilité
masculine



Chapitre 11 Impact pesticides sur la fertilité masculine

1.1 Définition des xénobiotiques

Les xénobiotiques désignent des substances étrangeres a 1’organisme, incluant les
médicaments, les additifs alimentaires, les polluants environnementaux et les pesticides
(Smith et al., 2005). Ces composés peuvent interagir avec les systémes biologiques et
perturber diverses fonctions physiologiques. En conséquence, ils peuvent entrainer des effets
toxiques a court ou long terme, comme des altérations métaboliques, des perturbations

hormonales ou des dommages cellulaires (Jones & Taylor, 2010)

11.2. Classification des pesticides

Les pesticides sont classés selon plusieurs criteres (figure 3) permettant de
comprendre leur usage et leurs effets. Ils sont d’abord différenciés selon leur cible biologique,
comme les insecticides, herbicides, fongicides et rodenticides, ce qui indique le type
d’organismes qu’ils contrélent (Smith et al., 2005). Sur le plan chimique, ils sont regroupés
en familles telles que les organochlorés, organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides, ce

quidétermine enpartie leur activité et leur toxicité (Jones & Taylor, 2010).

Selon leur mode d’action, ils peuvent étre neurotoxiques ou perturbateurs
endocriniens, ce qui influence leurs effets biologiques. La persistance environnementale est
un autre critére majeur, car elle détermine leur durée d’action et les risques de contamination,
en distinguant les pesticides persistants des non persistants (Williams et Brown, 2012). Enfin,
leur formulation et leur mode d’application, comme les poudres ou les pulvérisations,

permettent d’adapter leur usage aux pratiques agricoles.
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Figure 3: Classification des pesticides (Thany et al., 2013).
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11.3. Modesd'exposition et accumulation dans I'organisme

Les pesticides peuvent pénétrer dans I’organisme par différentes voies d’exposition
(figure 4), notamment par ingestion, inhalation et contact cutané. L’ingestion représente la
principale source d’exposition, souvent liée a la consommation d’aliments et d’eau
contaminés.

L’inhalation, quant a elle, survient principalement lors de 1’épandage agricole ou en
milieu professionnel, tandis que le contact cutané résulte du maniement direct de produits
phytosanitaires sans protection adéquate (Aktar et al., 2009; Kim et al., 2017). Apres
pénétration, les pesticides se distribuent dans I’organisme via la circulation sanguine. Leur
accumulation dépend en grande partie de leurs propriétés physico-chimiques. Les pesticides
lipophiles, par exemple, ont tendance a s’accumuler dans les tissus riches en graisses, tandis

que d’autres se concentrent dans le foie ou les reins.

Cette bioaccumulation prolonge leur présence dans 1’organisme et complique leur
élimination (Kock-Schulmeyer et al., 2013; Mostafalou & Abdollahi, 2013). Avec le temps,
cette accumulation peut entrainer des effets toxiques, affectant notamment le systeme
nerveux, endocrinien et reproducteur. De plus, elle favorise ’apparition de stress oxydatif,
un mécanisme impliqué dans diverses pathologies chroniques. (Mostafalou & Abdollahi,
2013 ; Kim et al., 2017).
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Figure4 : les différents modes d’exposition auxpesticides (Kimet al., 2017).
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11.4. Les pesticides organophosphorés et pyréthrinoides

Les pesticides organophosphores et pyréthrinoides comptent parmi les principales
classes d’insecticides utilisés a 1’échelle mondiale, aussi bien en agriculture qu’en santé

publique (figure 5).

Développés dans les années 1950, les organophosphorés sont réputés pour leur
efficacité a large spectre. Le périmiphos-méthyl (PMM), par exemple, est couramment utilisé
pour le traitement des céréales stockées, ainsi que pour la désinsectisation des silos, entrep6ts
et batiments agricoles. Il est également employé dans les programmes de santé publique pour
lutter contre les vecteurs de maladies tels que les moustiques et les mouches domestiques
(FAO, 2000 ; WHO, 2006). Son efficacite et sa stabilité sur les surfaces traitées expliquent sa
large utilisation (Hughes et al., 2010).

Les pyréthrinoides, quant a eux, sont des dérivés synthétiques des pyrétres naturels
extraits de fleurs du genre Chrysanthemum. Appréciés pour leur action rapide et leur faible
persistance dans 1’environnement, ils sont utilisés a la fois pour protéger les cultures, les

denrées stockées et dans des produits ménagers.

La deltaméthrine (DLM), en particulier, est employée contre divers insectes
ravageurs comme les pucerons, chenilles et coléopteres. En santé publique, elle est largement
utilisée pour I’imprégnation des moustiquaires et le traitement des murs dans le cadre de la
lutte antivectorielle, notamment contre le paludisme (WHO, 2010 ; Anadon et al., 2013). Sa
faible toxicité pour les mammiferes et sa rapidité d’action en font un insecticide de choix

dans de nombreux contextes (Davies et al., 2007).

/ 3 0
Ro \
Organophosphorés Pyréthrinoides \

Figure 5 : Structures chimiques générales des insecticides organophosphorés et

pyréthrinoides (Cuquel et al., 2015).
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I15. Mécanisme d’action
Les organophosphorés, comme le PMM, agissent principalement en inhibant

I’acétylcholinestérase (AChE) (figure 6), une enzyme clé dans la dégradation de

I’acétylcholine dans les synapses neuronales. Ce qui entraine une accumulation
d’acétylcholine, provoquant une hyperstimulation des neurones, des dysfonctionnements
neuromusculaires, et des tremblements, convulsions, et pertes de meémoire, et méme une
altération cognitive permanente (Fulton & Key, 2001; Syngenta, 2004). Bien que ce
mécanisme soit particulierement efficace contre les insectes, il peut également nuire a d'autres
organismes, y compris les mammiféres et les especes aquatiques (Gupta et al., 2019).
L’exposition a des concentrations sub-1étales de PMM peut affecter la motilité des insectes, en
particulier chez les males, suggérant des impacts neurotoxiques ( Wilkins et al., 2020 ;

Morrison et al., 2021).

Cible Famille
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cellule L
nerveuse | :
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1 Acétylcholinestérase = T R
{ } Organophosphorés
Synapse Na* € /
cholinergique
Récepteur Avermectines
GABA
cellule = Neonicotinoides
nerveusg mco:frz;fmu?é Ls
postsynaptique acétylcholine |v.
Spinosines

Figure 6 : Représentation schématique du mode d'action des principaux

insecticides (Siegwart 2017 ; Klai, 2022).

Les pyréthrinoides, tels que la DLM, exercent leurs effets en perturbant les canaux

sodiques voltage-dépendants sur les membranes neuronales (figure 7). Cette altération prolongée

de l'ouverture des canaux entraine une excitation nerveuse excessive, perturbant la transmission

nerveuse et induisant la paralysie et la mort de I'insecte (Zhang et al., 2008). Bien que la DLM

soit généralement moins toxique pour les mammiferes, elle peut également
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provoquer des effets neurotoxiques, notamment en induisant un stress oxydatif. Ce stress est lié
a la production excessive d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), entrainant des dommages
cellulaires,notamment aux membranes, mitochondries et ADN des spermatozoides, affectanainsi
leur qualité et réduisant la fertilité (Albrecht et al., 2006; Galal et al., 2014).

Canal sodique Neurone Effets
Axone
Fonctionnement normal N“’fi:‘;‘:‘ g
Ouvert  Inactivé Fermeé
. N Nt o
. ._. ’._" = “ , —\,_ Contraction
' R musculaire
Fermeture entravée M'W Dédenchement o, _NW Dépolarisation
en présence de pyréthrinoides = k s
Ouvert Inactivé  Oguvert Tremblements
N Na’ Convulsions
—. *-“- ‘ * Incoordination
' ' Salivation

Figure 7 : Mode d'action des Pyréthrinoides sur les neurones. (Hénault-Ethier, 2016).

116. Impact de la deltaméthrine et pirimiphos methyl sur la santé animale et humaine

Le PMM, un insecticide organophosphoré, est bien documenté pour ses effets
neurotoxiques, hépatiques et endocriniens. Une exposition prolongée entraine des symptomes tels
que tremblements, troubles cognitifs (Gupta et al., 2019), dysfonctionnements hépatiques (EFSA,
2005), perturbations hormonales, altération de la reproduction et du développement feetal, ainsi
qu’une réduction de la fertilité masculine par diminution de la motilité spermatique (Hamid et
al., 2012; Pérez et al., 2015). L’OMS estime que I’exposition via 1’eau potable représente un
risque faible, mais recommande une surveillance continue des résidus alimentaires (WHO,
2006b).

La DLM, quant a elle, induit un stress oxydatif qui endommage les neurones et affecte les

fonctions hépatiques, rénales et reproductrices (Rehman et al., 2006 ; Ince et al., 2010). Elle

perturbe la spermatogenése en provoquant des Iésions testiculaires et en altérant la production
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de testostérone (Creasy & Foster, 2002; Bagherpour et al., 2019), compromettant ainsi la
fertilité masculine (Narayana et al., 2006). Ces pesticides s’accumulent aussi dans les tissus

gras, augmentant leur persistance dans 1’organisme.

Chez les animaux, le PMM a été associé a des troubles neurologiques, hépatiques et
reproducteurs chez les poissons, les oiseaux et les mammiféres de ferme (Gupta et al., 2019). La
DLM, quant a elle, provoque des mortalités chez les poissons et crustacés, des altérations
comportementales chez les abeilles, et des perturbations immunitaires chez les oiseaux (NCBI,
2014 ; SciDirect, 2015).

Les mecanismes par lesquels le PMM et la DLM affectent la spermatogenése et les
hormones restent encore mal connus. Le stress oxydatif et les désordres hormonaux sont des pistes
clés a étudier pour comprendre leurs effets sur la fertilité (Narayana et al., 2006). Bien
qu’efficaces contre les nuisibles, ces pesticides posent des risques importants pour la sante, ce qui
justifie une réglementation stricte et des mesures préventives pour limiter les effets d’une

exposition prolongée (Creasy & Foster, 2002 ; EFSA, 2005).
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I11.1 Structure du spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule hautement spécialisée, composée de trois parties
principales : la téte, la piéce intermédiaire et la queue. La téte contient le noyau, renfermant
I’ADN paternel, ainsi que 1’acrosome, une vésicule riche en enzymes nécessaires & la
pénétration de I’ovocyte (figure 8) (Toshimori et Oura, 1993). Le collet, parfois distingué
comme zone de jonction, relie la téte a la piece intermédiaire. La piece intermédiaire, riche en
mitochondries, assure la production d’adénosine triphosphate (ATP), indispensable a la motilité
; les mitochondries sont arrangées autour de 1’axonéme, une structure microtubulaire essentielle
pour le mouvement (Ankel-Simons & Cummins, 1996 ; Lindemann & Lesich, 2016). Enfin, la
queue permet la propulsion du spermatozoide grace a 1’action coordonnée des microtubules et

de protéines motrices comme la dynéine (Yanagimachi, 1994 ; du Plessis et al., 2015).

0@

oé: cé)é) ® @ G G

10 um

Figure 8 : Représentation schématique d'un spermatozoide de Mammifere.

1 : Membrane plasmique, 2 : Membrane acrosomiale externe, 3 : Acrosome, 4 : Membrane
acrosomiale interne, 5 : Noyau, 6 : Centriole proximal, 7 : Restes du centriole distal, 8 :
Faisceaux longitudinaux extérieurs denses, 9 : Mitochondries, 10 : Axonéme, 11 : Annulus, 12
: Fibres denses externes. A : Téte, B : Collet, C: Piece intermediaire, D : Piéce principale, E :
Piece terminale (AbiNahed, 2015).

111. 2 Classification des spermatozoides

Les spermatozoides peuvent étre classés selon divers criteres en lien avec leurs
caractéristiques et fonctions. La classification morphologique évalue la taille et la forme des
différentes parties (téte, piece intermédiaire, queue) afin de détecter d’éventuelles anomalies

(Bjorndahl et al., 2010). La classification biochimique examine la composition membranaire,
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L’intégrit¢ de ’ADN et D’activité enzymatique, tandis que la classification fonctionnelle
s’intéresse a des parameétres clés comme la réaction acrosomiale, la liaison a la zone pellucide
ou I’hyperactivation (Aitken & Clarkson, 1987 ; Yanagimachi, 1994). Parmi ces criteres, la
mobilité occupe une place centrale en raison de son role essentiel dans le transport, la rencontre

avec I’ovocyte et la fécondation.

En fonction de leur mobilité, les spermatozoides sont classés en quatre types : les rapides
et progressifs, capables d’atteindre efficacement 1’ovocyte ; les moins rapides, avec une
trajectoire moins linéaire et progressant difficilement ; les non progressifs, se déplacant sans réel
avancement ; et les immobiles, incapables de participer a la fécondation (Suarez et al., 1987).
L’intégrité des structures (téte, piece intermédiaire, queue) est indispensable pour assurer une
motilité optimale et maximiser les chances de succes reproductif (Lehti & Sironen, 2017 ;
Bragina & Bocharova, 2017).

111.3 Importance du flagelle et des protéines associées a la mobilité :

La mobilité des spermatozoides repose essentiellement sur la structure et le
fonctionnement du flagelle, dont le role est central dans le processus de fécondation. Le flagelle,
grace a son axoneme, une structure microtubulaire associée aux dynéines, des protéines
motrices, convertit I’ATP en force mécanique pour générer les mouvements ondulatoires
nécessaires a la propulsion (Paschal et al., 1987 ; Vale & Toyoshima, 1988). La coordination
fine entre dynéines et protéines de 1’axonéme garantit une motilité efficace (Smith & Sale, 1992

; Duquesnoyet al., 2009).

Les AKAPs (A-kinase anchoring proteins) régulent I’AMPc et le calcium, modulant
ainsi I’activité flagellaire (Sunahara & Taussig, 2002 ; Dey et al., 2014). Les mitochondries
fournissent 1’énergie indispensable au maintien de cette dynamique (Yanagimachi, 1994). Ces
differents acteurs interagissent de maniére coordonnée pour assurer une motilité optimale. Toute
anomalie structurelle ou fonctionnelle du flagelle, d’origine génétique ou environnementale,
peut altérer la fertilité masculine, (Yagi et al., 2005 ; Patel-King & King, 2009). La (figure 9)

illustre de maniére claire et détaillée les structures clés décrites ci-dessus.
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Figure 9 : Observation en microscopie électronique a transmission d’une coupe transversale
d’axonéme (A) et d’une coupe transversale de flagelle au niveau de la piéce intermédiaire (B).
On distingue : (1) les paires de microtubules, (2) les bras externes de dynéine, (3) les bras internes
de dynéine, (4) les mitochondries, (5) les fibres denses et (6) I’axonéme. (Adapté du Cahier
d’infertilité masculine, (Abi Nahed, 2015).

I1. 4 Facteurs influencant la mobilité spermatozoidaire

La motilité des spermatozoides dépend principalement de la production d'ATP, assurée
par la phosphorylation oxydative mitochondriale et la glycolyse (Troiano et al., 1998 ; Amaral
& Ramalho-Santos, 2008). Les mitochondries, en tant que sources d'énergie, sont cruciales dans
ce processus, et leur dysfonctionnement, souvent causé par le stress oxydatif, peut altérer la
motilité et la fertilité (Meinhardt & Hedger, 2011).

Le calcium (Ca*") est également essentiel a I’hyperactivation des spermatozoides, en
activant le canal CatSper, tandis que le phosphate de créatine facilite le transfert d’énergie entre
les mitochondries et I'axoneme, optimisant ainsi leur motilité (Breitbart et al., 1985 ;Kirichok et
al., 2006). Le pH intracellulaire influence directement cette motilité : un pH alcalin favorise
I'activité et la viabilité des spermatozoides, tandis qu'un pH acide les réduit (Boussouar et al.,
2003 ; Oliveira et al., 2012), (Annexe7).

De plus, le stress oxydatif, amplifié par des facteurs environnementaux comme la
pollution, I’exposition aux pesticides et la température excessive, peut nuire a la motilité.
L’obésité et les mutations génétiques peuvent également perturber la fonction mitochondriale,

altérant la motilité des spermatozoides  (Chung et al., 2011).
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En outre, des antioxydants tels que la vitamine C, la vitamine E (figure 10) et la coenzyme

Q10 (Annexeb6) jouent un rdle protecteur en réduisant les effets du stress oxydatif, (Kobori et
al., 2014 ; Su et al., 2021).

La vitamine C, hydrosoluble, neutralise les radicaux libres, reduit le stress oxydatif et
protége les membranes cellulaires en régénérant 1’a-tocophérol, empéchant ainsi 1’oxydation
lipidique (Traber et Stevens, 2011 ; Zhou et al., 2015). Elle joue aussi un réle clé dans la
neutralisation des espéces réactives de 1’oxygéne et la réduction du peroxyde d’hydrogeéne en
eau (Schin et al., 1998). La vitamine E, liposoluble, protege les membranes cellulaires en
piégeant lesradicaux libres et en limitant la peroxydation des acides gras polyinsaturés (Sahnoun
et al., 1997 ; Favier, 2003). Toutefois, elle nécessite une régénération par la vitamine C, le

glutathion et I’ubiquinone pour maintenir son activité antioxydante, (figure 10) (Cuvelier et al.,
2003).

Dictr ey . » Oxidized
s g A E € “ vitamin C

w5 ] | b\. Reduced

vitamin C
v \ .
- e i Oxidized
Metabolites ediced thadeed Oxidized [6SH pool | e
vitamin E vitamin E L 4o glutathione
\ glutathione e R
A
Other - —— —» Detoxified b
sources s Detoxified

Figure 10 : Role de la vitamine E et C dans la terminaison de la peroxydation lipidique
(Zhou et al., 2015).

Enfin, la coenzyme Q10 soutient la production d’ATP et la fonction mitochondriale,
essentielle a la motilité cellulaire, tout en participant a la régénération de la vitamine

E, renforcant ainsi la protection contre le stress oxydatif (Agarwal et al., 2005 ; Ros, 2010).

I11. 5. Effets des pesticides sur les protéines du flagelle et sur les mitochondries

Les pesticides organophosphorés et organochloreés affectent la motilité des spermatozoides
en perturbant les protéines du flagelle et des mitochondries. Ils inhibent I'activité des dynéines,

ce qui perturbe le glissement des microtubules et diminue la fréquence
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des battements flagellaires (Kamiya et Okamoto, 1985 ; Vested et al., 2013), tandis que
I’exposition au DDT et au DDE altére les interactions protéiques du flagelle, réduisant ainsi la
motilité (Yagi et al., 2005).

Ces pesticides induisent également un stress oxydatif, augmentant les espéces réactives de
I’oxygeéne (ROS), ce qui altére la chaine respiratoire mitochondriale et réduit la production
d'ATP nécessaire au mouvement (Zama et al., 2007; Schlingmann et al., 2007). De plus, la
diminution du potentiel de membrane mitochondrial (MMP) aggrave ces effets (Troiano et al.,
1998 ; Wang et al., 2003). Le stress oxydatif provoque aussi une peroxydation lipidique des
membranes spermatiques, réduisant la fluidité et la flexibilité du flagelle (Sabeti et al., 2016).
Certains pesticides, tels que le pirimiphos-méthyl, engendrent des modifications mitochondriales

qui exacerbent cette situation (Ni et al., 2016).

Enfin, I'inhibition de I'ATP synthase et la perturbation des canaux ioniques mitochondriaux
compromettent encore davantage la production d'ATP (Reyes et al., 1987; Perry et al.,
2011). L’exposition chronique & ces pesticides réduit la vitesse des spermatozoides en
inhibant la dynéine et en induisant des dommages mitochondriaux dus au stress oxydatif
(Annexe 5), soulignant I'importance de limiter I'exposition pour préserver la fertilité
masculine, (figure 11) (Agarwal et al., 2005; Valko et al., 2007 ; Mandal et al., 2010 ).
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Figure 11: Schéma montrant les effets des pesticides organophosphorés et organochlorés sur la
fonction mitochondriale des spermatozoides (Reddam et al., 2023).

mt DNA : ADN mitochondrial, Ca2+ : ions calcium, 8-OHdG : 8-0x0-2'-désoxyguanosine.
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Ces pesticides induisent un stress oxydatif, perturbant la chaine respiratoire mitochondriale,
réduisant la production d'ATP et altérant le potentiel de membrane mitochondrial (MMP). Ils
entrainent également une peroxydation lipidique, affectant la motilité des spermatozoides et
compromettant leur fertilité (Zama et al., 2007 ; Vested et al., 2013; Ni et al., 2016).

I11. 6. Conséquences sur la fertilité et la reproduction

Les anomalies des dynéines axonémales affectent la motilité des spermatozoides,
réduisant leur capacité a féconder I'ovule et contribuant ainsi a I'infertilité masculine (Kamiya &
Okamoto, 1985; Mitchell & Rosenbaum, 1985). Ces effets sont amplifiés par I’exposition aux
pesticides, qui génerent un stress oxydatif, (figure 12) endommagent les cellules testiculaires et
perturbent la production hormonale, altérant la qualité du sperme (Ledda et al., 2021 ; Janos et
al., 2023).

Ces substances affectent également la spermatogenese chez I'homme et le cycle ovarien
chez la femme, augmentant le risque de fausses couches et de troubles hormonaux (Katz et al.,
2015; Ranjan et al., 2018). De plus, elles induisent un dysfonctionnement mitochondrial, réduisant
la vitalité et la motilité des spermatozoides, ce qui favorise 1’asthénozoospermie (Koppers et al.,
2008; Zhang et al., 2016).

Les pesticides compromettent également I'intégrité de I'ADN spermatozoidal, favorisant
sa fragmentation, ce qui augmente les risques d'infertilité et de transmission de maladies
génétiques (Alahmar, 2017; Bisht et al., 2017). Ces effets nuisent aussi a I'efficacité des
techniques de procréation assistée, telles que la FIV, en réduisant la motilité des spermatozoides
et la qualité embryonnaire (Pisarska et al., 2019; Lv et al., 2020).

Bien que I’utilisation d’antioxydants puisse améliorer la motilité et la capacitation des
spermatozoides, contribuant ainsi a une meilleure fertilité (Poljsak et al., 2013 ; Martin-Hidalgo
et al., 2019), I’exposition aux pesticides perturbe la synthése de testostérone, aggrave les
déséquilibres hormonaux et compromet la fertilité masculine a long terme (Mostafalou &
Abdollahi, 2017 ; Zhou et al., 2019).

Par ailleurs, 1’accumulation de ROS induite par ces substances endommage
I’ADN des spermatozoides, réduisant les taux de fécondation et augmentant les risques de
fausses couches et de malformations embryonnaires (Ozmen et al., 2007 ; Agarwal & Bui,
2017). Ces effets soulignent 1I’importance d’une régulation stricte de I’exposition aux pesticides

pour préserver la fertilité et la santé reproductive.
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Figure 12 : Schéma illustrant le r6le des mitochondries dans la production d’énergie et de ROS

chez les spermatozoides (Losano et al., 2018).
Un bon équilibre des ROS est essentiel a la fertilité (capacitation, réaction acrosomique),

tandis qu’un exceés provoque un stress oxydatif, endommageant les membranes, protéines et ADN,

ce qui mene a une perte de fonction du spermatozoide (Losano et al., 2018).

20



Chapitre 1V :
Matériel et méthodes
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IV1 Matériel végétal

IV11 Récolte des feuilles
Les feuilles de Tamarix gallica ont été récoltées en septembre 2024 dans la commune d’ Amizour

a I’est de Bejaia.

IV12 Broyage et tamisag

Aprés leur identification, les feuilles ont été soigneusement nettoyées, puis séchées a
I’ombre dans un endroit aéré afin de préserver les composés sensibles a la chaleur et a la lumiére.
Une fois séches, elles ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique (GRINDER), puis
tamisées pour obtenir une poudre fine de granulométrie inférieure a 63 um. Cette poudre

constituera la matiere séche utilisée pour 1’extraction des composés phénoliques de la plante.

IV2 Préparation des extraits bruts

L’extraction des composés phénoliques (figure 13) a été réalisée selon la méthode
d’Atmani et al. (2009). La poudre obtenue a été macérée dans de 1’éthanol a 70 %, avec un
rapport de (4 mL de solvant pour 1 g de poudre) sous agitation pendant 24 heures. La suspension
obtenue a ensuite subi une décantation pendant 24 heures avant d’étre mise a sécher jusqu’a
évaporation totale du solvant. L’extrait sec obtenu a été récupéré, pesé, puis conservé dans des

flacons ambrés a 1’abri de I’air et de la lumiére afin de préserver ses propriétés bioactives.
e Letauxd’extraction a été évalué comme suit :

Taux d’extraction (%) = [(P1- PO) / E] X100
PO : poids vide du cristallisoir ou boite de pétri.
P1 : poids aprés évaporation.

E : poids de I’échantillon initial(poudre ou extrait sec de la phase précédente (g)

1 | A 1 . z 7 -

.‘ - 4ml étghanol . Decantation ' Séparationet ' Récupérationde

Matiere végétale : ) ' Pextrait brut
. Macération 24h | 24h | evaporation |

Figure 13 : Protocole expérimentalde 1’extraction des composés actifs des feuilles de T. gallica.
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IV3. Dosage des composés phénoliques des extraits de Tamarix gallica
IV31 Dosage des phénols totaux (TPC)
Principe :

La méthode de Folin-Ciocalteu repose sur la quantification des groupements hydroxyles
totaux présents dans D’extrait polyphénolique (figure 14). L’oxydation des composés
phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu entraine la formation d’un complexe bleu, dont

I’intensité est proportionnelle a la concentration en polyphénols (Atropurpurea, 2018).

Mode opératoire :

Le protocole suivi s’inspire de celui décrit par (Djeridane et al. 2006), avec quelques
ajustements. En résumé, 200 pL de chaque extrait ont été introduits dans des tubes a hémolyse
en verre, puis mélangés a 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué et 800 uL de carbonate de
sodium (Na2COs, 7,5 %). Apres agitation, les échantillons ont été laissés au repos pendant 30

min, puis leur absorbance a été mesurée a 760 nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele en utilisant 1’acide gallique a
différentes concentrations, dans les mémes conditions expérimentales. Un blanc spécifique a
chaque extrait a été préparé en remplagant I’extrait par de 1’éthanol. Les résultats, exprimés en
mg d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait, ont été déterminés en fonction de la courbe
d’étalonnage. (Annexel) Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata pour garantir la

fiabilité des données.

COOH co0 2 Co0
N ‘l\. ~
N Na;CO, N Redox reaction \W\
HO” Y “OH - | RO R = " 07N “OH
OH P R? \ 0
Gallic acid s (+6) (+5) (+6)
RURLR'=0HOrO  2PM,04" 2APMMsOul” + 2H*
Yellow Blue
M=MoorW

Figure 14 : Réaction de formation du complexe entre les composés phénoliques de T.gallica
et le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).
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IV32 Dosage des flavonoides totaux (TFC)
Principe :

La quantification des flavonoides dans les extraits de Tamarix gallica a été realisée selon la
méthode au trichlorure d’aluminium (AICls, chlorure d'aluminium) décrite par (Maksimovic et
al.2005). Cette technique repose sur la chélation des ions métalliques par les flavonoides (figure

15), formant un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium (Ozsoy et al., 2008).

Mode opératoire :

Une solution de réactif a été préparée en dissolvant 133 mg de chlorure d’aluminium
(AICIs) et 400 mg d’acétate de sodium (CHsCO:Na) dans 100 mL d’eau distillée. Ensuite, 1 mL
d’extrait (100 pg/mL) a été mélangé avec 500 pL de cette solution, puis 1’absorbance a été
mesurée a 430 nm. Les concentrations en flavonoides ont été déterminées a partir d’une courbe

d’étalonnage et exprimées en mg équivalent de quercétine par gramme d’extrait (Annexe 2).

0
Z OH f/:jf ‘AP
. /
()\/O[ “U\//\/“\( 70
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L
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e
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Figure 15 : Mécanisme de formation du complexe flavonoide-AlCls (Chang et al., 2002).

IV33 Dosage des tanins condensés
Principe :

Le dosage des tanins condensés repose sur leur capacité a réagir avec la vanilline en milieu
acide pour former un complexe coloré. Cette réaction donne naissance a une coloration
mesurable, proportionnelle a la concentration en tanins présents dans 1’échantillon. L’intensité

de la couleur obtenue est évaluée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 500 nm.
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Mode opératoire :

Une aliquote de 250 pL d’extrait a 1 mg/mL est mélangée a 1,5 mL de vanilline a 1 %
(diluée dans le méthanol), puis a 750 puL d’acide chlorhydrique concentré. Aprés agitation, le
mélange est incubé a température ambiante pendant 15 minutes a 1’abri de la lumiére.
L’absorbance est mesurée a 500 nm avec un spectrophotométre en utilisant le méthanol comme
blanc (figure 16). Une courbe standard est construite avec des concentrations croissantes de
catéchine (0 a 100 pg/mL), et les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme
d’extrait (mg ECAT/g extrait), (Annexe 4).

Condensed Tannin Assay
— OH
- HO._.O OH
I o
C>OoH OH \(apillin in
Catechin acidic medium
>

\_/ @

Absorbance Absorbance

at 500 nm at 500 nm

Figure 16 : Réaction de condensation des tanins avec le réactif de vanilline (ou butanol-HCI)
(Broadhurst & Jones, 1978).

IV34. Dosage des tanins hydrolysables
Principe :

Ce test est base sur I’oxydation des tanins hydrolysables par 1’iodate de potassium (KIO:s),
entrainant la formation d’un complexe coloré. L’intensité de cette coloration, proportionnelle a

la teneur en tanins hydrolysables, est évaluée par une mesure d’absorbance a 550 nm.
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Mode opératoire :

Pour ce dosage, 250 pL de I’extrait (1 mg/mL) sont additionnés a 1,25 mL de solution
aqueuse de KIOs a 2,5 %. Aprés homogénéisation, le mélange est incubé a 30 °C pendant 6
minutes. L’absorbance est ensuite relevée a 550 nm contre un blanc au méthanol, a 1’aide d’un
spectrophotometre (figure 17). Une courbe d’étalonnage est réalisée avec 1’acide tannique (0 a
50 pg/mL) comme standard (Annexe 3). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide

tannique par gramme d’extrait (mg EAT/g extrait).

Hydrolyzable Tannin Assay

>

O+ OH ,

Tannic acid
. @ A4

Absorbance Absorbance
at 550 nm at 550 nm

Figure 17 : Principe du dosage destanins hydrolysables par complexation avec I’acide
ferrique (Makkar et al., 1995).

IV4. Mesure du pouvoir antioxydant

Dans le but d’analyser 1’activité anti-radicalaire des différents extraits de Tamarix gallica, trois tests
ont été réalisés. Il s’agit du test du pouvoir scavenger du radical hydroxyle (OH) et celui du DPPH et
ABTS. Les tests DPPH, ABTS et radical hydroxyle utilisés reposent sur des mécanismes
différents : DPPH et ABTS évaluent le piégeage de radicaux stables tandis que le test au radical
hydroxyle mesure la neutralisation de radicaux tres réactifs ce qui permet une évaluation plus

fine et complete du pouvoir antioxydant de I'extrait.
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IV41l Pouvoirscavengercontre le radical hydroxyle (OH)

Principe :

Ce test permet d’évaluer la capacité des extraits de Tamarix gallica a neutraliser les
radicaux hydroxyles (OH), connus pour leur forte réactivité et leur réle dans le stress oxydatif.
La méthode repose sur la réaction entre le radical OH et le salicylate de sodium, produisant un
composé coloré mesurable par spectrophotométrie. En présence d’un antioxydant, cette réaction

est inhibée, ce qui permet de quantifier I’effet protecteur de I’extrait (figure 18).

Mode opératoire :

Selon la méthode décrite par Rajamanikandan et al. (2011), 0,5 mL de FeSO4 (1,5 mM),
0,35 mL de H202 (6 mM) et 0,15 mL de salicylate de sodium (20 mM) sont ajoutés a 0,5 mL de
I’extrait végétal(1 mg/mL). Le mélange est homogeénéise puis incubé pendant 1 heure a 37
°C dans un bain-marie. L absorbance est ensuite mesurée a 562 nm. La Quercétine a été utilisée
comme standard pour la comparaison des résultats. Le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation

est calculé selon la formule suivante :
% Inhibition = /(40 - Ay | A¢] x 100 ol

Ao > I’absorbance du controle (sans extrait)

A, : ’absorbance de I’échantillon contenant 1’extrait.

Hydroxyl Radical Scavenging
Assay Tamarix gallica

Solilum Colored
FesSO, salicylate compoun OH"

Tamarix Plant

daVazs A, — At
gallica extract %lnh‘b|t|0n=[_T—]x1oo
\-V Intinixtiont o

Figure 18 : Mécanisme d’inhibition du radical hydroxyle (OH) par les antioxydants extraits

(Halliwell et Gutteridge, 1981).

26



Chapitre IV Matériel et méthodes

V42 Activité anti-radicalaire contre le radical DPPH
Principe :

L’activité antioxydante des extraits de Tamarix gallica a été évaluée par le test du radical
DPPH- (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), selon la méthode de (Hansraj et al. 2006). Le DPPH-
est un radical libre stable qui présente une coloration violette intense. Lorsqu'il capte un électron
ou un atome d'hydrogéne d'un antioxydant, il se réduit et perd sa coloration. Cette décoloration,
mesurée par une diminution d’absorbance a 517 nm (figure 19), reflete la capacité des extraits a
neutraliser les radicaux libres, indépendamment de toute activité enzymatique (Molyneux, 2004
; Popovici et al., 2010).

Mode opératoire :

Un volume de 0,1 mL de chaque extrait (ou de la Catéchine comme référence) a
différentes concentrations est ajouté a 3,9 mL de solution de DPPH. Le mélange est incubé
pendant 30 minutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére. L’absorbance est ensuite

mesurée a 517 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

% Inhibition = /(4o - 4,) | AsJ x 100 oU

Ao : est I’absorbance du témoin (sans extrait)

A, : ’absorbance de ’échantillon testé.

VIOLET JAUNE

Figure 19 : Réduction du radical DPPH- enprésence d’antioxydants, traduite par un
changement de couleur (Brand-Williams et al., 1995).
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IV43. Activité anti-radicalaire selon le test ABTS *

Principe :

Le test ABTS repose sur la capacité des composés antioxydants & neutraliser le radical
cationique ABTS* (2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acid)). Ce radical, de
couleur vert-bleu intense, devient incolore lorsqu’il est réduit par un antioxydant. Ce changement
de couleur est suivi par une diminution d’absorbance, mesurée a 734 nm (figure 20). Plus
I’absorbance diminue, plus le pouvoir antioxydant de I’échantillon est élevé (Bougatef et al., 2009

; Khan et al., 2012).

Mode opératoire :

Le test est réalisé selon la méthode de (Bougatef et al., 2009). Deux solutions sont d’abord
préparées : une solution d’ABTS a 7 mM et une solution de persulfate de potassium a 2,4 mM.
Les deux solutions sont mélangées a volumes égaux pour générer le radical ABTS-*. Le mélange

est incubé pendant 12 heures a température ambiante, a 1’abri de la lumiére.

Ensuite, 1 mL de ce mélange est dilué dans 60 mL de méthanol pour obtenir une solution dont
I’absorbance est ajustée a environ 0,8 & 734 nm. A cette solution, on ajoute un volume déterminé

d’extrait ou de Quercétine (molécule de référence), puis le tout est incubé pendant 30 minutes.

Aprés incubation, 1’absorbance est mesurée a 734 nm. Le pourcentage d'inhibition est calculé

selon la formule suivante :
% d’inhibition = [(A controle — A échantillon) / A contrdle] x 100 ou

A contr6le : I’absorbance du blanc (solution ABTS" sans extrait).

A échantillon : I’absorbance de 1’échantillon testé.

Capture of free radical ABTS"**

-y 4
Samples (1,5 a
1850 pg'ml) 20 min Persulfato de amonio
-

' {
ABTS

ABTS 2

734 nm

Antioxidante

cor: verde-clara cor: verde-oscura

Figure 20 : Mécanisme de neutralisation du radical ABTS-+ par les antioxydant de T.gallica .

(Re et al., 1999).
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IV5. Evaluation de la toxicité des deux pesticides sur la motilité des spermatozoides

Principe :

Cette étude a pour objectif d’évaluer I’effet toxique de deux pesticides, la Deltaméthrine et le
Pirimiphos-méthyl, sur la motilité des spermatozoides caprins. La mobilité est unparamétre clé
de la qualite spermatique, reflétant le potentiel fécondant des gametes. Les spermatozoides sont
exposeés aux pesticides dans des conditions contrélées, et leur mobilité est mesurée a différents
temps d’incubation a 1’aide d’un systeme d’analyse assistée par ordinateur (CASA), permettant

une évaluation quantitative, fiable et reproductible.

Mode opératoire :

Les deux pesticides, Deltaméthrine et Pirimiphos-méthyl ont été dilués dans une solution
saline stérile (NaCl 0,9 %) pour obtenir des solutions de travail a une concentration finale de
100 pg/mL, utilisées pour le traitement des échantillons. Les solutions ont été homogeénéisées a
I’aide d’un vortex, filtrées pour garantir la pureté, puis conservées a 4°C jusqu’a leur

utilisation.

Les spermatozoides caprins ont été répartis en trois groupes : un groupe témoin (non
traité), un groupe traité a la Deltaméthrine, et un groupe traité au Pirimiphos-méthyl. Aprés
mélange avec les solutions correspondantes correspondantes (Un volume de chaque pesticide a
été ajouté a un volume de sperme afin d’obtenir une concentration finale de 25 pg/mL pour
chaque pesticide dans le mélange réactionnel). Par la suite, tous les échantillons ont été incubés

au bain-marie a 37°C afin de simuler les conditions physiologiques.

La mobilité a été évaluée a deux temps d’incubation : TO (immédiatement apres
traitement) et T30 (30 minutes). L’analyse a eté réalisée a 1’aide du systeme CASA, qui permet
une quantification objective des paramétres de motilité : VCL (Vitesse curviligne), VSL (Vitesse
en ligne droite) et VAP (Vitesse moyenne le long d’une trajectoire).
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IV6. Evaluation de la toxicité de I’extrait de Tamarix gallica
Principe :

Ce test vise a evaluer l'impact de l'extrait de Tamarix gallica sur la mobilité des
spermatozoides, afin de déterminer la concentration a partir de laquelle cet extrait devient
toxique pour ces cellules. L'objectif est de définir la concentration minimale qui n'affecte pas

leur motilité, ce qui permettrait de fixer des conditions optimales pour des tests de protection.
Mode opératoire :

Pour évaluer la toxicité de Tamarix gallica, une solution meére est préparée a une
concentration de 10 mg/mL, qui est ensuite diluée successivement pour obtenir trois

concentrations différentes : 5 mg/mL, 2,5 mg/mL et 1,25 mg/mL.

Ces solutions sont utilisées pour traiter les spermatozoides, avec trois tests indépendants
réalisés pour chaque concentration. Chaque test est répété trois fois pour assurer la
reproductibilité des résultats. Un groupe témoin, sans extrait de Tamarix gallica, est également

inclus pour comparaison.

Les échantillons sont incubés a différents intervalles de temps (TO, T20 et T40) et
I'évaluation de la toxicité est effectuée en analysant la motilité des spermatozoides apres chaque

incubation a l'aide du systeme CASA .

IV7. Evaluation de ’effet protecteur de I’extrait contre la toxicité des pesticides sur les

spermatozoides
Principe :

L’étude vise a déterminer si I’extrait de Tamarix gallica, seul ou associé a la vitamine E,
peut protéger les spermatozoides caprins des effets toxiques de la Deltaméthrine et du
Pirimiphos- méthyl. Ces pesticides induisent un stress oxydatif responsable de la peroxydation
lipidique, altérant la motilité et compromettant ainsi la fertilité. L’effet protecteur des
traitements est évalué en comparant la motilité des spermatozoides entre les groupes
expérimentaux, a 1’aide du systtme CASA , un outil permettant une analyse quantitative, précise

et reproductible (Oda et al.,2012).
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Mode opératoire :

Les solutions de travail ont été préparées. L’extrait de Tamarix gallica, obtenu a partir

d’une solution mére a 10 mg/mL, est dilué & 2,5 mg/mL. Cette concentration a été choisie sur la

base de tests de toxicité confirmant I’absence d’effet nocif sur les spermatozoides. La vitamine

E, quant aelle, est préparée a 1 mg/mL puis diluée a 0,25 mg/mL. Les deux pesticides,

Deltaméthrine et Pirimiphos-méthyl, sont préparés a une concentration de 25 pg/mL.

Cing groupes expérimentaux sont constitués. Les détails relatifs & chaque groupe expérimental

sont regroupés dans le (Tableau I1) ci-aprés : (AlSolaiman et al.,2019)

Tableau Il : Groupes expérimentaux pour I’évaluation de 1’effet protecteur des extraits de

T.gallica

Groupe 1

Témoin positif: Sperme exposé auxpesticides (Pirimiphos-méthylou
Deltaméthrine).

Groupe?2 | Témoinnegatif: Sperme seul, exposé a une solution saline (NaCl0,9%).
Groupe 3 | Extrait de T. gallica seul: Sperme exposé a I'extrait a 2,5 mg/mL.
Groupe4 | Vitamine E seule : Sperme expose a la vitamine E 20,25 mg/ mL..
Groupe 5 Synergie (Extrait T.gallica+vit E): Sperme exposé a I'extrait de plante

(2,5 mg/mL) et & la vitamine E (0,25 mg/mL) simultanément.

Le sperme est mélangé a chaque traitement, puis incubé durant 20 minutes a température

ambiante, afin de permettre une adaptation préalable aux solutions. Ensuite, 50 puL de pesticide

(Pirimiphos-méthyl ou Deltaméthrine) sont ajoutés a chaque tube, suivis d’une nouvelle

incubation de 15 min dans les mémes conditions.

Chaque condition expérimentale est répétée trois fois (triplicat) afin d'assurer la reproductibilité

des résultats. A I’issue de ’incubation, les spermatozoides sont analysés a ’aide du systéme

CASA. Ce systeme permet de mesurer avec precision la vitesse, la progression et la motilité

globale.
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IV8. Test de peroxydation lipidique

Le taux de malondialdéhyde (MDA) a été mesuré comme indicateur de la peroxydation
lipidique, un processus de dégradation des lipides membranaires sous I’effet des radicaux libres,
génerant des composés toxiques comme le MDA. Ce phénomeéne affecte particulierement les
membranes des spermatozoides, riches en acides gras polyinsaturés (Ayala et al., 2014). Le test
visait a évaluer I’effet oxydatif de pesticides tels que la deltaméthrine et le périmiphos- méthyl,
ainsi que le potentiel protecteur de I’extrait de Tamarix gallica sur ces membranes (Sehrawat et
Sultana,2006).

Principe :

Le protocole adopté repose sur le test a I’acide thiobarbiturique (TBA), selon la méthode
de Buege et Aust (1978), avec certaines modifications. Aprés 15 minutes de co- incubation, les
échantillons ont été centrifugés a 800 g pendant 10 minutes pour séparer les spermatozoides du
milieu de traitement. De I’eau distillée a été ajoutée aux culots, puis les cellules ont été soniquées.
Ensuite, 315 pl d’acide trichloroacétique (TCA) et 125 ul de NaCl a 0,9 % ont été ajoutés a chaque
surnageant. Les échantillons ont été incubés a 0 °C pendant 2 heures, puis centrifugés a 16 000 g
pendant 10 minutes. A chaque surnageant, 150 pl d’acide thiobarbiturique ont été ajoutés, puis
les échantillons ont été bouillis pendant 15 minutes avant d’étre refroidis dans un bain de glace.
L’absorbance a été mesurée a 535 nm. Le coefficient d’extinction molaire du MDA est de 1,56 x

10°M-cm™, et les résultats ont été exprimés en nmol de MDA/10® spermatozoides.

IVO. Etude statistique

L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel StatView.5, les résultats sont
présentés comme moyenne + écart type (n =3). Les valeurs sont données en * p < 0,05 ; ** p <
0,01 ; *** p < 0,001. Le test ANOVA One-Way a été utilisé pour comparer la différence entre
chaque groupe traité avec le groupe sélectionné. Les valeurs de p < 0,05 ont été considerées

comme significatives.
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V.l. Taux d’extraction

L’extraction solide-liquide permet de libérer les composés bioactifs par diffusion du
solvant a travers la matrice végeétale (Vercauteren, 1996). Les composés phénoliques étant
sensibles a I’oxydation et a I’hydrolyse, le choix du solvant est important (Naczk & Shahidi,
2004). Dans notre étude, 1’éthanol 70 % a permis d’obtenir un rendement de 23,36 % a partir
des feuilles de Tamarix gallica, ce qui reste proche des 26,31 % pour T. africana, étude
rapportée par Khabtane et son équipe en 2017, et supérieur aux 11,35 % obtenus par Soxhlet

concernant la méme plante (Bihaoui et al., 2024).

Une étude récente menée par 1’équipe de Zar Kalai, en 2023 a rapporté que le méthanol
a 70 % s’est avéré étre le solvant de macération le plus efficace pour I’extraction des feuilles et
des fleurs de T.gallica, permettant d’obtenir une capacité antioxydante totale ainsi qu’une
activité anti-radicalaire élevées. Cette étude a révélé des teneurs élevées en composées
phénoligues atteignant 196,3 mg EAG /g MS pour les feuilles et 186,9 mg EAG /g MS pour les

fleurs confirmant ainsi I'efficacité du solvant utilisé.

Le rendement dépend de nombreux facteurs : espece, varieté, stade de maturité,
conditions environnementales, conservation, et surtout conditions d’extraction (température,
durée, répétition) (Levizou et al., 2004 ; Naczk & Shahidi, 2006; Falleh et al., 2008). Il a été
démontré que I’augmentation de la polarité du solvant améliore significativement I’extraction

des polyphénols (Goli et al., 2005).

Chez Tamarix gallica, plusieurs composés phénoliques majeurs comme la catéchine et
I’isoquercétine ont été identifiés (Zar Kalai et al., 2023). T. nilotica contient aussi des tanins
hydrolysables et des flavonoides sulfatés (Nawwar et al.,1982 ; Orabi et al., 2016), tandis que
T. aphylla est riche en quercétine, acide ellagique et gallique (Ben Ammar et al., 2014). Ces

profils révelent une bonne affinité des especes du genre Tamarix avec les solvants polaires.

V.2. Teneurs en composés phénoliques
V.2.1. Polyphénols totaux

L'analyse de I'extrait éthanolique a 70 % des feuilles de T. gallica a révélé une teneur
élevee en polypheénols totaux (figure 21), estimée a 361,5 + 8,891 mg EAG/g d’extrait. Cette
richesse en composés phénoliques est cohérente avec les données rapportées dans la littérature,
ou des teneurs variant de 339,61 + 4,04 a 334,19 + 8,47 mg EAG/g ont été observées pour des
extraits similaires (Said et al. 2018 ; Bencherif et al., 2019). D'autres études ont également mis
en évidence des concentrations significatives en polyphénols dans les extraits de T. gallica,

soulignant son potentiel antioxydant (Chaturvedi et al., 2012).
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V.2.2. Flavonoides

La quantification des flavonoides totaux, exprimée en équivalent de quercétine, a montré
une teneur de 141,6 + 4,411 mg EQ/g d’extrait. (figure 21) Ces résultats corroborent ceux
obtenus par (Said et al. 2018), qui ont rapporté une teneur de 159,73 £ 6,28 mg EQ/g dans des
extraits de feuilles de T. gallica. La présence notable de flavonoides tels que la catéchine et
I'isoquercétine a été identifiée dans des études antérieures, renforcant I'idée que T. gallica est

une source riche en flavonoides bioactifs (Chaturvedi et al. 2012 ; Ben Hmidene et al. 2017).

V.2.3. Tannins hydrolysables

La teneur en tannins hydrolysables, exprimée en équivalent d'acide tannique, a été
déterminée a 185,9 + 1,88 mg EAT/g d’extrait. (figure 21) Les tannins hydrolysables, tels que
I'acide ellagique et I'acide gallique, sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et ont été
identifiés dans diverses espéces de Tamarix, notamment T. aphylla (Ishak et al., 1972). Ces

composés contribuent significativement a l'activité biologique des extraits de T. gallica.

V.2.4. Tannins condensés

L'analyse des tannins condensés, exprimée en équivalent de catéchine, a révélé une teneur
de 85,83 = 9,619 mg ECAT/g d’extrait. (figure 21) Bien que les tannins condensés soient
généralement moins abondants que les hydrolysables dans T. gallica, leur présence est
significative et contribue aux propriétés antioxydantes de la plante. Des études antérieures ont
rapporté des teneurs variables en tannins condensés dans les extraits de T. gallica, soulignant
I'influence des conditions environnementales et des méthodes d'extraction sur leur

concentration (Hadjadj et al., 2022).
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Figure 21 : Taux de phénols totaux (mg EAG/g), flavonoides (mg EQ/g), tannins
hydrolysables (mg AT/g) et tannins condensés (mg CAT/g) dans les extraits de feuilles de T.

gallica.
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V.3. Evaluation du pouvoir antioxydant
V.3.1. Activité scavenger contre le radical DPPH

L’extrait éthanolique de Tamarix gallica a montré une activité antioxydante modérée
(figure 22) contre le radical DPPH, avec un taux d’inhibition de 30,9 = 1,37 % a la concentration
de 0,25 mg/mL. En comparaison, la Catéchine, utilisé comme référence, a atteint une inhibition
de 87,48 + 0,23 % a 0,1 mg/mL, avec une différence hautement significative (p
< 0,001). Ces résultats sont cohérents avec ce qui a été rapporté pour Tamarix ramosissima, ou

une inhibition d’environ 40 % a été des concentrations similaires (Zhang et al., 2020).

D’autres travaux sur Tamarix aphylla rapportent également une inhibition proche de 60
% (Said et al.,2018) .Inhibitions plus élevées (jusqu'a 95 %), ce qui confirme que 1’activité
antiradicalaire contre le radical DPPH des extraits bruts de feuilles de Tamarix gallica, est
relativement modérée. Ces différences s'expliquent par la variabilité du profil phytochimique

entre les especes, la méthode d'extraction et les conditions environnementales.
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Figure 22 : Evaluation du pouvoir anti-radicalaire au DPPH de I’ extrait
brut des feuilles T.gallica, comparé a la catéchine.

V.3.2. Activité scavenger contre le radical ABTS

L'extrait de T. gallica a démontré une forte capacité antioxydante en piégeant le radical
ABTS", avec un taux d'inhibition de 95,76 + 0,45 % a une concentration de 0,125 mg/mL (figure
23). Aucune différence significative n’a été observée par rapport a la quercétine, utilisée comme

standard a 0,025 mg/mL, qui a présenté une inhibition comparable de 96 £ 3,34 %.
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Ces résultats s’alignent avec ceux rapportés pour Tamarix gallica, confirmant la richesse
en composés antioxydants de cette espece (Bettaib et al., 2017). En revanche, d’autres auteurs
ont observeé des inhibitions plus faibles pour des extraits de la méme plante, ce qui pourrait étre
di aux différences de composition en polyphénols et flavonoides, souvent influencées par
’origine géographique ou la période de récolte (Ksouri et al., 2009). Il est également souligné
que D’efficacité du piégeage d’ABTS dépend fortement de la structure des flavonoides, en

particulier de la présence de groupements hydroxyles libres (Oszmianski et al., 2007).
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brut des feuilles de T.gallica comparé a la quercétine.

V.3.3. Activité scavenger du radical hydroxyle (OH)

L’extrait brut des feuilles a montré une bonne capacité a inhiber le radical hydroxyle,
avec un taux d’inhibition de 65,68 = 4,51 % a une concentration de 0,125 mg/mL (figure 24).
Cette activité, bien que modérée, demeure significative et remarquable. En comparaison, la
quercétine, utilisée comme standard a 0,025 mg/mL, a présenté une inhibition légérement
inférieure (54,23 £ 4,72 %), sans aucune différence significative ne soit observée entre les deux
échantillons. Ces résultats peuvent s’expliquer par les propriétés chélatrices du fer de I’extrait,

favorisant ainsi la neutralisation des radicaux hydroxyles (Rice-Evans et al., 1996).
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Une activité plus élevée a été observée avec Tamarix ramosissima, ce qui pourrait étre
lie a des différences interspécifiques ou a la nature des composés actifs présents (Ren et al., 2019).
Par ailleurs, il a été confirmé que ’efficacité des flavonoides contre les radicaux OH dépend non
seulement de leur capacité a capturer directement les radicaux, mais aussi a perturber la réaction

de Fenton par chélation des métaux (Soucek et al., 2011).

Dans cette présente étude L’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits bruts de
feuilles de Tamarix gallica, a révélé un potentiel intéressant, bien que variable selon le type de
radical ciblé (figure 24). Plusieurs études récentes confirment que cette activité antioxydante
s’explique principalement par la richesse de cette espece en composés phénoliques, flavonoides
et tanins. Ainsi, un extrait aqueux issu de feuilles récoltées dans trois zones climatiques en

Algérie a montré une teneur élevée en polyphénols totaux (Fellah et al., 2019).

De méme, une étude utilisant des extraits méthanoliques et a 1’acétate d’éthyle a mis en
évidence des quantités importantes de composés phénoliques (jusqu’a 190 mg EAG/g) et de
flavonoides (prés de 79 mg EQ/g), corrélées a un forte capacité antioxydante (Lefahal et al.,
2021). Par ailleurs, une revue récente consacrée au genre Tamarix a recensé une diversité de
composés bioactifs : flavonoides (18 %), phénols (14 %) et tanins (environ 9
%), associes a des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Li et al.,
2024). Ces données renforcent 1’idée que la performance antioxydante des extraits €tudiés
repose en grande partie sur leur profil phytochimique, particulierement riche en molécules

bioactives.
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Figure 24 : Effet scavenger de 1’extrait brut des feuilles de Tamarix gallica compareé a celui

de la quercétine sur le radical hydroxyle (*OH)
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V.4. Evaluation de la toxicité sur la mobilité des spermatozoides

V.4.1. Toxicité des pesticides sur la mobilité des spermatozoides

L’évaluation de la toxicité de la Deltaméthrine (DLM) et du Pirimiphos-méthyl (PMM)
a la concentration de 25 pg/mL sur la mobilité des spermatozoides, réalisée a I’aide du systéme
CASA aux temps To et Tzo, a révélé une diminution marquée des vitesses VCL, VSL et VAP
par rapport au témoin, avec des différences statistiquement significatives (figure 25).
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Figure 25 : Parameétres cinématiques des spermatozoides de caprin co-incubés avec le
Deltaméthrine (D) et le Pirimiphos-méthyl (P).

(a) Vitesse curviligne (VCL), (b) vitesse en ligne droite (VSL) et (c) vitesse moyenne sur
trajectoire (VAP), mesurées apres 0,30 minutes de co-incubation des spermatozoides avec les
différents échantillons testés : 7— : groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; D : groupe pesticide 1
(SPZ + Deltaméthrine 25 pg/mL + Nacl 0,9%) ; P: groupe pesticide 2 (SPZ + Pirimiphos-méthyl 25
pg/mL + Nacl 0,9%). * : comparaison la vitesse des SPZ traités par les deux pesticides avec le T—.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p<0,05; **p <
0,01; *** p < 0,001).

AT, la VCL est passée d’environ 60 + 2,0 um/s dans le groupe témoin a ~ 20 + 1,0 pm/s avec
la Deltaméthrine (DLM) et ~ 25 + 1,0 um/s avec le Pirimiphos-méthyl (PMM).
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A Tso, une baisse continue a été observée, avec une VCL de ~ 35 + 1,5 um/s chez le
témoin, contre (~21 + 1,0 um/s et ~22 £+ 0,9 um/s pour la DLM et le PMM respectivement,
traduisant une toxicité évolutive dans le temps. De méme, la VSL a fortement chuté, passant
d’environ ~20 £+ 0,8 um/s chez le témoin a ~3,5 + 0,5 um/s pour la Deltaméthrine et ~5,0 + 0,4
pm/s pour le Pirimiphos-méthyl. Quant a la VAP, elle est descendue de ~32 + 1,0 um/s dans le
groupe témoin & ~7,5 + 0,6 pm/s avec la Deltaméthrine et ~11 £ 0,5 um/s avec le Pirimiphos-

méthyl.

Ces résultats confirment une altération sévére de la mobilité spermatozoidienne, en lien
avec les effets delétéres bien documentés des pesticides, notamment le stress oxydatif, la
peroxydation lipidique, I’altération de la fonction mitochondriale et la fragmentation de I’ADN
(Agarwal et al., 2014 ; El-Farag et al., 2014 ; Mehrpour et al., 2014 ; Farag et al., 2016 ; Osama
etal., 2019).

La Deltaméthrine, en tant que pyréthrinoide, perturbe l’intégrit¢ de la membrane
cellulaire, tandis que le Pirimiphos-méthyl, un organophosphoré, inhibe 1’acétylcholinestérase
et induit le stress oxydatif via la génération des espéces réactives de I’oxygéne (ROS). Ces
mécanismes expliquent la diminution simultanée des paramétres cinétiques ; VCL, VSL et

VAP, indicateurs critiques de fertilité spermatozoidienne (Aitken et al., 2014).

V.4.2. Toxicité de ’extrait brut des feuilles de T.gallica sur les spermatozoides

L’extrait hydroalcoolique de T. gallica a été évalué a trois concentrations (1,25, 2,5et 5
mg/mL) a différents temps d’incubation (To, T20, T40). La figure 26 montre qu’a la concentration
de 1,25 mg/mL (C1), une altération modérée de la mobilité spermatozoidienne a éte observée a
TO, en particulier sur les parametres VSL (6,0 £ 0,3 um/s) et VAP (13,0 + 0,4 um/s), comparé
avec le témoin (8,2 + 0,5 um/s pour VSL et 15,0 = 0,6 um/s pour VAP), traduisant une bonne
tolérance de I’extrait a cette dose. Toutefois, une baisse marquée de la VCL a été enregistrée a

T40 (12,0 £ 0,5 um/s), suggerant une sensibilité plus prononcée de ce paramétre.

A la concentration plus élevée de 2,5 mg/mL (C2), la mobilité a été relativement
préservée aux temps initiaux, avec une légére diminution des trois paramétres des TO. Fait
intéressant, une augmentation des vitesses VCL, VSL et VAP (27,5+ 0,7 um/s, 6,0 £ 0,4 um/s,
13,0 £ 0,4 um/s, respectivement) a été notée a T20 et T40 par rapport au témoin, ce qui pourrait

s’expliquer par un effet protecteur des composés bioactifs présents dans I’extrait.

A cette concentration, leur teneur suffisante et optimale pourrait contribuer a la
préservation, voire a 1’amélioration, de la mobilité des spermatozoides, notamment en

limitantles notamment sur la VCL (21,0 £ 0,6 pum/s) aprés 40 min.
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Ce profil dose-dépendant reflete un comportement biphasique classique des extraits
riches en flavonoides et polyphénols, bénéfiques a faible dose mais pro-oxydants a
concentration élevée (Bahramsoltani et al., 2019 ; Zaha et al., 2023). Des effets similaires ont
été observés avec des extraits de grenade, de thé vert ou de romarin, qui, au-dela d’un certain
seuil, altérent les mitochondries et réduisent la motilité (Rodrigues et al., 2018 ; Beigi
Harchegani et al 2019 ; Fujiwara et al., 2023). Cette toxicité pourrait étre liée a un déséquilibre
du potentiel mitochondrial et a une baisse d’ATP, comme le soulignent Costa et ses

collaborateurs en 2021.
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Figure 26 : Paramétres cinématiques des spermatozoides de caprin co-incubés avec 1’extrait
brut des feuilles de T.gallica.

(a) Vitesse curviligne (VCL), (b) vitesse en ligne droite (VSL) et (c) vitesse moyenne

sur trajectoire (VAP), mesurées apreés 0, 30 et 40 minutes de co-incubation des
spermatozoides avec les différentes concentrations de /’extrait : T— : groupe

témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; C1 : groupe (SPZ + Extraita 1,25 mg/ml) ;
C2: groupe (SPZ + Extrait a 2,5 mg/ml ) ; C3 :groupe (SPZ + Extraita 2,5

mg/ml ) .* comparaison la vitesse des SPZ traités par les deux pesticides avec le

T—. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p<0,05; **p < 0,01 ; ***p <0,001).

Les résultats sont donc cohérents avec les données de la littérature : C1 est bien tolérée,
C2 est optimale, et C3 devient toxique avec I’exposition prolongée. Ce mode¢le en cloche, appelé
« effet hormétique » est bien documenté (Chakraborty & Saha, 2023). Le choix de C2 pour les
tests de protection est ainsi justifié, a I’image de I’étude de (Grami et al. 2020) ou une

concentration modérée d’extrait végétal préservait efficacement la mobilité spermatique.
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V.5. Effet protecteur de I’extrait des feuilles de Tamarix gallica contre les pesticides

V.5.1. Protection contre le Pirimiphos-méthyl

L’effet protecteur de 1’extrait brut des feuilles de T.gallica (2,5 mg/mL) contre le

Pirimiphos- méthyl a été évalué en comparant plusieurs groupes : témoin négatif, pesticide seul,

extrait seul, vitamine E seule, et combinaison extrait + vitamine E. D’apres les résultats

présentés dans la (figure 27), le Pirimiphos-méthyl a entrainé une diminution marquée des

vitesses spermatiques (VCL, VSL, VAP), confirmant ainsi sa toxicité oxydative, déja bien

documentée dans la littérature. Cette toxicité est notamment liée a ses effets déléteres sur

I’intégrité membranaire et la motilité des spermatozoides (El-Farag et al., 2014 ; Mohammadi-

Sardoo et al., 2018).
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Figure 27 : Parameétres cinématiques des spermatozoides caprins co-incubés avec

I’extrait brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie dune exposition in vitro au PPM

(a) Vitesse curviligne (VCL), (b) vitesse en ligne droite (VSL) et (c) vitesse moyenne sur trajectoire

(VAP), mesurées apres une co-incubation des spermatozoides avec le pesticide et les antioxydants :

T— : groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; T+ : groupe (SPZ + PM 25 pg/mL + Nacl 0,9%).
EXT: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml + PMM 25 pg/mL) ; VIT E: groupe (SPZ + VIT E 0,25
mg/ml+ PM 25 pg/mL) ; SYN: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml+ VIT E 0,25 mg/ml+ PMM 25
pg/mL) . * : comparaison la vitesse des différents groupes traités avec le 7—. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p<0,05; **p< 0,01 ; ***p <

0,001).
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L’extrait seul de Tamarix gallica a permis une bonne préservation des vitesses
spermatiques, notamment de la VCL (22,0 = 0,4 um/s) et de la VAP (11,0 = 0,3 um/s), avec
des valeurs tres proches de celles du témoin négatif (27,0 £ 0,5 um/s, 12,0 £ 0,4 um/s), indiquant
une efficacité protectrice notable. Cette action protectrice est probablement liée a la présence
de flavonoides et de tanins, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et leur capacité a
neutraliser les radicaux libres générés par les pesticides (Bahramsoltani et al., 2019
; Chakraborty & Saha, 2023).

Le groupe combiné extrait + vitamine E a montré les meilleurs résultats (VCL : 33,0 +
0,6 um/s ; VSL : 6,5 + 0,3 um/s ; VAP : 14,0 £ 0,4 um/s), surpassant non seulement ceux
obtenus avec la vitamine E seule, mais également les valeurs du témoin négatif, avec une
différence statistiquement significative remarquable. Ces résultats suggeérent un effet synergique
entre les composés antioxydants présents dans I’extrait de Tamarix gallica et la vitamine E,
renforcant ainsi la protection contre les altérations de la mobilité spermatique. Cette synergie
antioxydante est soutenue par plusieurs études ayant démontré que I'association de flavonoides
végétaux avec la vitamine E renforce la défense mitochondriale et améliore la motilité
spermatique (Costa et al., 2021 ; Sadikin et al., 2022).

Par exemple, I’extrait de thé vert, riche en catéchines, a permis d’atténuer la toxicité¢ du
chlorpyrifos sur la motilité et la morphologie des spermatozoides chez le rat (EI-Wakf et al.,
2019). De méme, I’association du sésame (Sesamum indicum) avec la vitamine C a amélioré la
qualité du sperme et les taux de testostérone (Oyewopo et al., 2010). L’extrait de thé vert a
également montré une efficacité contre les effets du diméthoate, en préservant la qualité

spermatique et la structure testiculaire (Abd EI-Mageed et al., 2022).

V.5.2. Protection contre la Déltaméthrine

Comme pour le Pirimiphos-méthyl, la Deltaméthrine (figure 28) a provoqué une chute
importante des parameétres de mobilité (VCL : 22,0 £ 0,4 um/s, VSL : 3,5 = 0,2 um/s, VAP :
8,0 £ 0,3 um/s), confirmant sa toxicité mitochondriale et sa capacité a induire un stress oxydatif
intense perturbant la production d’ATP (Mehrpour et al., 2014 ; Osama et al., 2019). L’extrait
de Tamarix gallica seul a exercé une protection notable contre les effets toxiques de la
déltamethrine, en particulier sur la VAP (10,0 + 0,3 um/s), bien que cette protection demeure
partielle. En revanche, a I’instar de ce qui a été observé avec le pirimiphos-méthyl,la vitamine
E administrée seule n’a pas montré d’effet protecteur. Au contraire, elle a entrainé une différence
tres hautement significative (p < 0,001) par rapport au témoin négatif, avec des résultats
similaires a ceux du témoin positif (VSL : 3,0 £ 0,2 um/s ; VAP : 8,3 £ 0,3 um/s).
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Ce constat pourrait s’expliquer par un effet pro-oxydant de la vitamine E en 1’absence de

co- antioxydants. En effet, une étude de Bowry & Stocker (1993) a démontré que la vitamine E

peut agir comme pro-oxydant dans des conditions de stress oxydatif modéré, notamment

lorsqu’elle n’est pas régénérée par d’autres molécules antioxydantes telles que la vitamine C.
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Figure 28 : Parametres cinématiques des spermatozoides caprins co-incubés avec 1’extrait
brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition in vitro a la DLM

(a) Vitesse curviligne (VCL), (b) vitesse en ligne droite (VSL) et (c) vitesse moyenne sur trajectoire
(VAP), mesurées apres une co-incubation des spermatozoides avec le pesticide et les antioxydants :

T— : groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; T+ : groupe (SPZ + Deltaméthrine 25 pug/mL + Nacl
0,9%). EXT: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml +Deltaméthrine 25 pug/mL) ; VIT E: groupe (SPZ +
VIT E 0,25 mg/ml+ Deltaméthrine 25 pg/mL) ; SYN:groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml+ VIT E 0,25
mg/ml+ Deltaméthrine 25 ug/mL ) . * : comparaison la vitesse des différents groupes traités avec le
T—. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; **

p< 0,01 ; *** p < 0,001).
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Toutefois, la synergie entre 1’extrait de Tamarix gallica et la vitamine E a permis de bien

préserver les parameétres de mobilité spermatiques (VAP : 12,0 = 0,4 um/s), atteignant des

niveaux proches de ceux observés chez le témoin négatif(12,0 + 0,4 um/s), ce qui souligne une

efficacité protectrice renforcée.
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Un effet synergique similaire a également été rapporté par (Fujiwara et al. 2023), qui
ont observé une amélioration de la qualité spermatique avec une combinaison de thé vert et de
vitamine E dans un modele de stress thermique. Cette protection renforcée s'explique par
I’action conjointe des flavonoides de Tamarix gallica et de la vitamine E, impliqués dans la
régulation de la peroxydation lipidique et la neutralisation des radicaux libres (Malo et al.,
2011 ; Zaha et al., 2023).

L’étude de (Llavanera et al. 2022) a d’ailleurs confirmé qu’un polyphénol comme la
quercétine, également présent dans Tamarix gallica, limite les dommages oxydatifs sur les
spermatozoides, ce qui pourrait justifier les effets observés dans la présente étude. Ces
observations confirment que la combinaison Tamarix gallica + vitamine E pourrait agir selon
un mécanisme antioxydant synergique, capable de limiter les dommages oxydatifs et
mitochondriaux induits par les pesticides, tout en préservant les fonctions clés de la fertilite

masculine.

L’étude de (Llavanera et al. 2022) a d’ailleurs confirmé qu’un polyphénol comme la
quercétine, également présent dans Tamarix gallica, limite les dommages oxydatifs sur les
spermatozoides, ce qui pourrait justifier les effets observés dans la présente étude.Ces
observations confirment que la combinaison Tamarix gallica + vitamine E pourrait agir selon
un mécanisme antioxydant synergique, capable de limiter les dommages oxydatifs et
mitochondriaux induits par les pesticides, tout en préservant les fonctions clés de la fertilité

masculine.

V.6. Effet protecteur de I’extrait de T. gallica sur la peroxydation lipidique induite par les
pesticides

L’analyse des taux des MDA a permis de quantifier I’intensité du stress oxydatif causé
par les pesticides, et d’évaluer I’effet antioxydant de 1’extrait de T. gallica. Le MDA étant un
marqueur direct de la peroxydation lipidique, sa réduction indique une action protectrice sur les

membranes cellulaires (Agarwal et al., 2014 ; Zaha et al., 2023).

V.6.1. MDA - Pirimiphos-méthyl

Les resultats montres dans la (figure 29) indiquent que le groupe Pirimiphos seul
présente une élévation significative des taux de MDA (0,43 + 0,03 nmol/mg). Cette
augmentation est corrélée a une perte de motilité, confirmant les effets oxydants du pesticide.
Ces résultats sont comparables a ceux de (Sultana et al.2014), qui ont observé une élévation

similaire du MDA avec le malathion. L’extrait seul a permis une réduction, bien que modérée,
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du MDA (0,30 + 0,02 nmol/mg). La vitamine E seule a également eu un effet réducteur (0,31
+ 0,02 nmol/mg), mais c’est la combinaison des deux qui a montreé le plus grand effet avec un
taux de 0,24 + 0,01 nmol/m.

Une étude in vivo meneée par Dogan Atilgan et al. (2014) a démontré que
I’administration de jus de grenade (Punica granatum) entraine une réduction significative des
niveaux de malondialdéhyde (MDA), un marqueur de la peroxydation lipidique, dans le sérum
et les tissus testiculaires. Ces résultats suggerent une diminution du stress oxydatif,

accompagnée d’une préservation notable de la spermatogenése.

Le mécanisme proposé repose sur I’action conjointe des polyphénols et de la vitamine E
pour neutraliser les ROS et stabiliser les membranes mitochondriales (Costa et al., 2021 ;
Chakraborty & Saha, 2023).
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Figure 29 : Taux de malondialdéhyde (MDA) mesurés dans le culot cellulaire aprées co-
incubation avec I’extrait brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition

in vitro des spermatozoides caprins au PPM.

T— : groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; T+ : groupe (SPZ + pirimiphos-méthyl 25 pg/mL +
Nacl 0,9%). EXT: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml + pirimiphos-méthyl 25 ug/mL) ; VIT E: groupe
(SPZ + VIT E 0,25 mg/ml+ pirimiphos-méthyl 25 pg/mL) ; SYN: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml+
VIT E 0,25 mg/ml+ pirimiphos-méthyl 25 ug/mL ) . * : comparaison les taux des MDA des différents
groupes traités avec le 7—. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).
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V.6.2. MDA - Deltaméthrine

La Deltaméthrine seule augmente également les taux des MDA de fagon significative

(0,58 £ 0,03 nmol/mg) (figure 30), comme montré dans d’autres études (Mehrpour et al., 2014
;Osama et al., 2019). L’extrait de Tamarix gallica a permis une réduction partielle (0,40 £ 0,02
nmol/mg), mais encore une fois, ¢’est la combinaison avec la vitamine E qui a été la plus efficace

(0,30 £ 0,01 nmol/mg).

Des résultats similaires ont été trouvés par (Daghigh-Kia et al., 2014), ou I’extrait de
romarin réduisait les taux de MDA dans un modele de stress oxydatif testiculaire. (Fujiwara et

al. 2023) ont egalement montré une baisse du MDA avec des extraits riches en catéchines.

Ces résultats confirment le réle protecteur de Tamarix gallica contre les dommages
oxydatifs, principalement lorsque combiné a la vitamine E. Cela soutient I’idée d’une utilisation
complémentaire dans les formulations naturelles contre les effets toxiques des pesticides sur la
fertilité masculine (Adewoyin et al., 2020 ; Grami et al., 2020 ; Vahedi Raad et al., 2023).
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Figure 30 : Taux de malondialdéhyde (MDA) mesurés dans le culot cellulaire aprées co-
incubation avec I’extrait brut de Tamarix gallica et/ou la vitamine E, suivie d’une exposition

in vitro des spermatozoides caprins a la DLM.

T- : groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; T+ : groupe (SPZ + Deltaméthrine 25 pug/mL + Nacl
0,9%). EXT: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml +Deltaméthrine 25 pg/mL) ; VIT E: groupe (SPZ +
VIT E 0,25 mg/ml+ Deltaméthrine 25 pg/mL) ; SYN:groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml+ VIT E 0,25
mg/ml+ Deltaméthrine 25 ug/mL) . * : comparaison les taux des MDA des différents groupes traités
avec le T—. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p <
0,05; **p<0,01;***p<0,001).
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V.7. Analyse des pourcentages de mobilité des spermatozoides (rapides, PR, PM)

En complément de 1’analyse des vitesses cinétiques (VCL, VSL, VAP), les

pourcentages de spermatozoides rapides, progressifs rapides (PR) et progressifs moyens,

presentés par la (figure 31), permettent une évaluation plus fine de la qualité fonctionnelle du

sperme.
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Figure 31 : Pourcentages de spermatozoides rapides (R), progressifs rapides (PR) et

progressifs moyens (PM) aprés exposition in vitro des spermatozoides caprins au pirimiphos-

méthyl et a la deltaméthrine, suivie d’une co-incubation avec I’extrait brut de Tamarix gallica

et/ou la vitamine E.
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T—: groupe témoin négatif (SPZ +Nacl 0,9%) ; T+ : groupe (SPZ + Deltaméthrine 25 pug/mL + Nacl
0,9%). EXT: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml +Deltaméthrine 25 pg/mL) ; VIT E: groupe (SPZ +
VIT E 0,25 mg/ml+ Deltaméthrine 25 pg/mL) ; SYN: groupe (SPZ + Extrait 2,5 mg/ml+ VIT E 0,25
mg/ml+ Deltaméthrine 25 pg/mL ) . * : comparaison le taux du pourentage des R,PR et PM des
groupes traités avec le 7—. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).

Les groupes traités uniquement avec les pesticides (Pirimiphos-méthyl et Deltaméthrine)
ont montré une nette réduction des spermatozoides rapides (0,75 %) et progressifs rapides (0,2
%), accompagnée d’une hausse des progressifs moyens (0,3 % pour le Pirimiphos-méthyl ; 0,5
% pour la Deltaméthrine) et des formes immobiles, traduisant une altération grave de la motilité.
Ces effets sont bien documentés pour les organophosphorés et les pyréthrinoides, connus pour
perturber les fonctions neuronales et mitochondriales impliquées dans la mobilité (Bonde &
Giwercman, 2014 ; Mehrpour et al., 2014 ; Sultana et al., 2014 ; Ullah et al., 2019 ; Elsharkawy
etal., 2020).

Lors de I’exposition au Pirimiphos-méthyl, 1’ajout de Tamarix gallica a partiellement
restauré les pourcentages de PR (0,4 %) et rapides (3,4 %), effet encore amplifié en synergie
avec la vitamine E. Des études similaires sur d’autres extraits végétaux montrent aussi une
stabilit¢ ou une amélioration de la répartition des types de mobilité a doses modérées
(Bahramsoltani et al., 2019 ; Grami et al., 2020 ; Costa et al., 2021 ; Fujiwara et al., 2023).

Cette action conjointe permet de limiter les dommages oxydatifs et de rétablir une
dynamique fonctionnelle, comme démontré dans des études sur la quercétine et d’autres
flavonoides végétaux (Chakraborty & Saha, 2023 ; Llavanera et al., 2022 ; Sadikin et al., 2022
; Zaha et al., 2023).

Une tendance similaire a été observée face a la Deltaméthrine : I’extrait seul améliore
legérement la répartition (rapides : 0,27 %, PR : 0,2 %) mais seule la combinaison avec la
vitamine E permet de retrouver des pourcentages proches du témoin (rapides : 1,24 %, PR : 0,2
%, PM : 0,5 %). Ce type de synergie a également été rapporté avec des extraits de thé vert, de
grenade ou de romarin dans des modeles soumis a un stress oxydatif intense (Daghigh-Kia et
al., 2014 ; Fujiwara et al., 2023).

Ces résultats confirment que 1’exposition aux pesticides désorganise profondément la
mobilité spermatique. Toutefois, I’extrait des feuilles de Tamarix gallica, en particulier lorsqu’il
est associé a la vitamine E, améliore significativement la proportion de spermatozoides

fonctionnels. Cet effet pourrait étre attribué a la richesse de cet extrait en diverses classes de
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polyphénols. Ce constat renforce 1’idée que la répartition des classes de mobilité constitue un
indicateur fiable de la fertilit¢ masculine et met en évidence I’intérét des approches
antioxydantes d’origine naturelle face aux effets délétéres des polluants environnementaux

(Aitken et al., 2014 ; Zhou et al., 2015 ; Costa et al., 2021).
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Conclusion ;

L’étude menée dans ce travail s’inscrit dans un contexte préoccupant li¢ a I’impact des
pesticides sur la santé reproductive masculine. En partant de 1’hypotheése que I’activité
antioxydante de Tamarix gallica pourrait atténuer les effets délétéres de la deltaméthrine et du

pirimiphos-méthyl.

La présente étude a combiné des approches phytochimiques et biologiques. L’extraction
des composés actifs, leur dosage (polyphénols totaux : 361,5 + 8,8 mg EAG/g, flavonoides :
141,62 £ 4,4 mg EQ/qg, tanins hydrolysables : 185,9 + 1,8 mg EC/g et tanins condenseés : 85,83 +
9,6 mg EC/g), ainsi que la caractérisation de leur activité antioxydante (anti-ABTS : 95,76 + 0,45
%, et anti- OH- : 65,67 £ 4,50 %) ont permis de démontrer que les extraits de feuilles de Tamarix
gallica possedent un réel potentiel protecteur contre le stress oxydatif susceptible d’étre induit
par les xénobiotiques. Les résultats obtenus confirment que T. gallica améliore significativement
les paramétres de motilité (VCL atteignant 33,0 um/s, VSL : 6,5 um/s, VAP : 14,0 um/s) des
spermatozoides et réduit les niveaux de malondialdéhyde (MDA) (jusqu’a 0,24 nmol/mg, contre
0,43 pour les groupes pesticides seuls), reflétant ainsi sa capacité a atténuer les dommages causes
par les radicaux libres. L’effet synergique avec la vitamine E s’est également manifesté par une
restauration des pourcentages de spermatozoides progressifs rapides (PR : 0,4 %) et une nette

augmentation des formes rapides (jusqu’a 3,4 %).

Ces effets, amplifiés en présence de vitamine E, suggérent un mécanisme d’action
antioxydant prometteur. Toutefois, le mode d’action exact de I’extrait de Tamarix gallica reste a
¢lucider, notamment a 1’échelle moléculaire. L’étude de son impact sur I’intégrit¢ de I’ADN
spermatique représente une piste de recherche pertinente a approfondir. Par ailleurs, une
caractérisation chimique fine des extraits, notamment par HPLC ou RMN, apparait necessaire

afin d’identifier les différentes molécules bioactives responsables de 1’activité observée.

Enfin, ce travail met en évidence que la qualité des antioxydants est un critere déterminant,
parfois plus que leur concentration. Un taux élevé ne garantit pas une efficacité optimale si les
molécules actives sont peu réactives ou instables. L.’idéal serait de combiner quantité et qualité
pour maximiser 1’effet protecteur. Ce travail ouvre ainsi la voie a la valorisation de Tamarix
gallica dans une approche naturelle, accessible et durable de prévention des atteintes toxiques a

la fertilité masculine.
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Annexes



Matériel utilisé

Categories: Elements:

- Eau destillé

- Ethanol 70 %

- Folin-Ciocalteu

- Carbonate de sodium (Na.COs 7,5 %)
- Chlorure d’aluminium (AICls)

- Acétate de sodium (CH;COONa)

- Vanilline

- Acide chlorhydrique (HCI)

- Méthanol

- lodate de potassium (KIOs)

i imi - Sulfate ferreux (FeSOx)
Produ ItS,Ch I_m IqUES - Peroxyde d’hydrogene (H20-)
et réactifs : - Salicylate de sodium
- DPPH
- ABTS
- Persulfate de potassium
- Acide gallique
- Catéchine
- Acide tannique
- Malondialdéhyde (MDA)

- Acide thiobarbiturique (TBA)
- Acide trichloroacétique (TCA)
- Vitamine E

-NaCl 0,9 %

- Pirimiphos-méthyl

- Deltaméthrine

- Broyeur électrique (GRINDER)
- Tamis
] ) ] - Agitateur magnétique
Appareils et Equipements | - Bain-marie (37 °C)
tilisés - - Spectrophotomeétre (Vis-7220G)

utinses . - Centrifugeuse (800 g et 16 000 g)
- Sonicateur
- Hotte / chambre froide (implicite)
- Systeme CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
- Logiciel StatView.5

- Tubes a hemolyse / microtubes / tubes a essai
- Pipettes automatiques / Pasteur

Verrerie & Récipients : | - Béchers/fioles jaugées

- Flacons ambrés

- Cristallisoir / boite de Pétri

- Cuvettes spectrophotométriques




- Feuilles de Tamarix gallica
- Extrait brut hydroalcoolique de Tamarix gallica

Echantillons Biologiques . | - Spermatozoides de caprins (boucs)
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Annexe 1 : Courbe d'étalonnage pour la quantification des polyphénols dans I'extrait,
réalisée avec l'acide gallique comme standard.
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Annexe 2 : Courbe d'étalonnage pour la quantification des flavonoides dans I'extrait, réalisée avec la
quercétine comme standard.
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Annexe 3 : Courbe d'étalonnage pour la quantification des tannins hydrolysables dans
I'extrait, réalisée avec I'acide tannique comme standard.
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Annexe 4 : Courbe d'étalonnage pour la quantification des tannins condensées dans I'extrait,
réalisée avec la vanilline comme standard.
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Annexe 5 : Les voies de dysfonctionnement mitochondrial induites par des toxiques
environnementaux discutées dans cette revue.

Sperm hyperactivation
Acrosome reaction

Sperm-oocyte fusion
Coenzyme Q10 /
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Annexe 6 : Les espéces réactives de I’oxygene (ERO), produites principalement par les
mitochondries, jouent un réle clé dans certaines fonctions spermatiques, mais leur excés cause
un stress oxydatif. Les spermatozoides, vulnérables a ce stress a cause de leur membrane riche
en acides gras polyinsaturés, disposent d’antioxydants comme la SOD, la CAT et la Gpx4 pour
se protéger. La coenzyme Q10 aide a réduire les ERO et & protéger les spermatozoides (Hwang
etal., 2019).
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Annexe 7 : Influence du pH et du calcium sur la motilité des spermatozoides. Cette figure
montre comment 'EFCAB9, en détectant a la fois les variations du pH physiologique et du
calcium, régule la motilité des spermatozoides. Ces deux facteurs sont cruciaux pour l'activation
et le maintien de la motilité des spermatozoides, influencant ainsi leur capacité a atteindre
I'ovule. (Uwamahoro et al., 2021)



Réesumé



Résumé :

Dans un contexte marqué par les effets délétéres des xénobiotiques sur la fertilité masculine, I’étude a
évalué le potentiel protecteur des extraits de Tamarix gallica contre la cytotoxicité induite par deux
pesticides couramment utilisés : la deltaméthrine (pyréthrinoide) et le pirimiphos-méthyl
(organophosphoré). L’analyse phytochimique a révélé une richesse en composés antioxydants
(polyphénols totaux : 361,5 mg EAG/g ; flavonoides : 141,6 mg EQ/g). L’extrait a montré une activité
anti-radicalaire élevée (ABTS : 95,76 % ; OH- : 65,67 %), comparable aux standards de référence.

Sur le plan biologique, T. gallica a amélioré significativement la motilité des spermatozoides exposés
aux pesticides (VCL jusqu’a 33,0 um/s) et réduit les niveaux de peroxydation lipidique (MDA jusqu’a
0,24 nmol/mg contre 0,43 chez les groupes pesticides). L’effet synergique avec la vitamine E a permis
une nette restauration des formes rapides (jusqu’a 3,4 %) et progressives rapides (PR : 0,4 %). Ces
résultats soulignent le fort potentiel thérapeutique de Tamarix gallica dans la prévention du stress
oxydatif et des troubles de la fertilité associés aux pesticides, ouvrant des perspectives prometteuses
pour son intégration en phytothérapie.

Mots-clés : Tamarix gallica ; fertilité ; spermatozoides ; pesticides ; antioxydants ; stress oxydatif.

Abstract:

In light of increasing concerns about xenobiotic-induced male infertility, this study investigated the
protective effect of Tamarix gallica leaf extracts against the cytotoxicity induced by two widely used
pesticides: deltamethrin (a pyrethroid) and pirimiphos-methyl (an organophosphate). Phytochemical
analysis revealed a high content of antioxidant compounds (total polyphenols: 361.5 mg GAE/qg;
flavonoids: 141.6 mg QE/g). The extract showed strong free radical scavenging activity (ABTS: 95.76%;
OH-: 65.67%), comparable to reference standards. Biologically, T. gallica significantly improved sperm
motility under pesticide exposure (VCL up to 33.0 um/s) and reduced lipid peroxidation levels (MDA
down to 0.24 nmol/mg compared to 0.43 in pesticide groups). The combination with vitamin E further
enhanced recovery of rapid (up to 3.4%) and progressive rapid (0.4%) sperm forms. These findings
highlight the strong therapeutic potential of Tamarix gallica in mitigating oxidative stress and pesticide-
related fertility impairments, opening promising prospects for its integration into phytotherapeutic
strategies.

Keywords: Tamarix gallica; fertility; sperm motility; pesticides; antioxidants; oxidative stress.
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