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Résumé

Les racines d’Hymenocardia acida sont utilisees dans la médecine
traditionnelle africaine pour traiter principalement la dysfonction érectile. La
présente étude vise a évaluer les effets de I’extrait aqueux des racines d’
Hymencardia acida sur la qualité du sperme de rats. Les différents composeés
chimiques de I’extrait aqueux des racines d’Hymenocardia acida ont eté
identifiés par des réactions en tube décrites dans la pharmacopée africaine.
Deux groupes de quinze rats traités pendant 30 et 60 jours ont été repartis
chacun en lot témoin, lot traité a 500 mg/kg et lot traité a 1000 mg/kg de poids
corporel. La densité, la motilité et la morphologie des spermatozoides ont été
évaluées selon des méthodes standards. Le taux de testostérone et le tissu
testiculaire ont été etudies. Le tri phytochimique a révélé la présence de
polyphénols, de flavonoides, de tanins catéchiques, de saponosides,
d’alcaloides et de stérols et polyterpénes. L’extrait a favorisé une
augmentation significative (P < 0.05) du nombre de spermatozoides, des taux
de spermatozoides mobiles et normaux dans 1’épididyme caudal. Il a entrainé
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également une augmentation significative (P < 0.05) du taux de la testostérone
sérique et a favorisé 1’accroissement des spermatozoides dans les tubes
séminiféres. Les racines d’Hymenocardia acida améliorent la qualité du
sperme des rats. Cela pourrait étre dii en grande partie a I’augmentation du
taux sérique de la testostérone.

Mots-clés : Hymenocardia acida, Paramétres spermatiques
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Abstract

Hymenocardia acida roots are used in traditional African medicine to
treat mainly erectile dysfunction. The present study aims to evaluate the
effects of aqueous extract of Hymencardia acida roots on the quality of rat
sperm. The different chemical compounds of the aqueous extract of the roots
of Hymenocardia acida were identified by tube reactions described in the
African pharmacopoeia. Two groups of fifteen rats treated for 30 and 60 days
were divided into control, 500 mg/kg and 1000 mg/kg body weight. Sperm
density, motility and morphology were assessed by standard methods.
Testosterone levels and testicular tissue were studied. Phytochemical sorting
revealed the presence of polyphenols, flavonoids, catechic tannins,
saponosides, alkaloids and sterols and polyterpenes. The extract promoted a
significant (P < 0.05) increase in sperm count, motile and normal sperm rates
in the caudal epididymis. It also caused a significant increase (P < 0.05) in
serum testosterone levels and promoted the increase of spermatozoa in the
seminiferous tubules. Hymenocardia acida roots improve sperm quality in
rats. This could be due in large part to the increase in serum testosterone levels.

Keywords: Hymenocardia acida, Sperm parameters
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Introduction

Hymenocardia acida (H. Acida) est une espece végetale de la famille
des Euphorbiaceae. C’est un arbuste dioique, caducifolié, atteignant 6 a 10 m
de haut et d’écorce lisse, brun pale ou grise (Arbonnier, 2004). C’est une
espece de savane, frequente dans le nord de la Cote d'Ivoire et au Burkina Faso
et s'étendant jusqu'en Ouganda (Turiaux, 1943).

Les études ethnobotaniques ont montré qu’en Cote d’Ivoire, le décocté
de I'écorce de tronc, de racine ou l'infusion des feuilles de H. acida s'ingere
pour traiter les douleurs abdominales, la diarrhée, la dysenterie, les douleurs
menstruelles, la stérilité féminine, les gonflements douloureux, la toux, les
crises d'épilepsie et utilisé comme aphrodisiaque (Atindehou et al., 2004 ;
Koné et al., 2005).

Des études chimiques sur différentes parties de H. acida ont révélés la
présence d’alcaloide, d’anthocyanine, d’anthraquinones, d’hydrates de
carbones, de glycoside, cardiaques, de flavonoides, de phénols, de saponines,
de stéroides, de tanins et de triterpenoide (Sofidiya et al., 2009 ; Olotu et al.,
2011).

Les études pharmacologiques réalisées sur H. acida ont montré que
cette plante posséde des activités anti-bactériennes, anti-oxydantes,
antidiabétiques et anti inflammatoires (Hoet et al., 2004, Ogbunugafor et al.,
2010).

La présente étude vise a évaluer les effets de I’extrait aqueux des racines de
H. acida sur la qualité du sperme de rats.

Méthodes
Matériel végétal

Les racines de H. acida ont été récoltées a Korhogo dans la région du
Poro (Cote d’Ivoire). Un échantillon de cette plante est identifié au Centre
National de Floristique de 1’Université Félix Houphouét-Boigny (Abidjan,
Cote d’Ivoire) sur la base de caractéres taxonomiques et par comparaison
directe avec le spécimen d'herbier N° 4CJ006089. Les racines de H. acida ont
été débitées puis séchées dans une piece a la température ambiante (28-30°C)
pendant quatre semaines.

Matériel animal

Des rats de I’espéce Rattus norvegicus (Muridae), de la souche Wistar,
agés de 8 semaines et dont les poids sont compris entre 110 et 120 g sont
utilisés. Ces animaux, tous de sexe male, proviennent du vivarium de I’Ecole
Normale Supérieure (Abidjan, Cote d’Ivoire). Dans ce vivarium, la
température moyenne est de 28 = 2 °C avec une humidité relative de 60 % et
une photopériode de 12/12. Les animaux ont été nourris avec une alimentation
standard pour animaux d’expérimentation et ont recu de 1’eau a volonté.
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Préparation de I’extrait aqueux des racines de H. acida

Trois cent gramme (300 g) de racine de H. acida sont mis a ébullition
dans 1 L d’eau distillée durant 30 min dans un récipient en verre. Apres
refroidissement puis filtration sur du coton hydrophile et du papier Wattman,
le décocté obtenu est lyophilisé (N’guessan et al., 2012). La poudre obtenue
apres lyophilisation constitue 1’extrait aqueux des racines de H. acida.

Screening phytochimique

Les différents composés chimiques de 1’extrait aqueux des racines de
H. acida sont idenfiés par des réactions en tube décrites dans la pharmacopée
africaine (OUA, 1988).

Détection des stérols et polyterpénes

Ces composeés sont recherchés par la réaction de Liebermann. Ainsi,
cinq (5) mL de solution d’extrait sont évaporés sur bain de sable. Le résidu est
dissout a chaud dans un (1) mL d’anhydride acétique. Une quantité de 0,5 mL
d’acide sulfurique concentré est ajouté au triturat. L’apparition a I’interphase
d’un anneau pourpre ou violet qui vire au bleu puis au vert indique une
réaction positive.

Détection des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les
polyphénols. L ajout d’une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
(2 %) a deux (2) mL de solution d’extrait provoque en présence de dérivés
polyphénoliques, I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou
moins foncée.

Détection des flavonoides

Les flavonoides sont révélés par la réaction dite « a la cyanidine ».
Ainsi, une quantit¢ de deux (2) mL de solution d’extrait est évaporée et le
résidu est repris dans cinq (5) mL d’alcool chlorhydrique dilué¢ deux fois.
L’ajout de deux a trois copeaux de magnésium provoque un dégagement de
chaleur puis une coloration rose-violacée. L’addition de trois gouttes d’alcool
isoamylique intensifie cette coloration qui confirme la présence des
flavonoides.

Détection des tanins

Les tanins catéchiques sont recherchés a partir du réactif de Stiasny.
Ainsi, une quantité de cinq (5) mL de solution d’extrait est évaporée a sec.
Apres I’ajout de 15 mL du réactif de Stiasny au résidu, le mélange est maintenu
au bain-marie a 80° C pendant 30 minutes. L’observation d’un précipité en
gros flocons indique la présence des tanins catéchiques dans 1’extrait.
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Les tanins galliques sont mis en évidence par I’ajout de trois gouttes de FeClI3
au filtrat de cinq (5) mL de solution d’extrait et saturé d’acétate de sodium.
L’apparition d’une coloration bleu-noir intense indique la présence des tanins
galliques dans I’extrait.

Détection des substances quinoniques

Les substances quinoniques sont recherchées a partir du réactif de
Bornstraégen. Ainsi, une quantité de deux (2) ml de solution d’extrait est
évaporée a sec. Le résidu est trituré dans cinq (5) mL d’acide chlorhydrique
au 1/5. Le triturat est versé dans un tube a essais et porté ensuite au bain-marie
pendant 30 minutes. Apres refroidissement, 20 mL de chloroforme sont
ajoutés. L’ammoniaque diluée deux fois (0,5 mL), ajoutée a la solution
chloroformique révele la présence de quinones en prenant une coloration
rouge ou violette.

Détection des alcaloides

Les alcaloides sont caractérisés a partir des réactifs de Burchard
(réactif iodo-ioduré) et de ragendorff (réactif a I’iodo-bismuthate de
potassium). Ainsi, une quantit¢ de six (6) mL de solution d’extrait sont
évapores a sec. Le résidu est repris par 6 ml d’alcool a 60°. L’addition de 2
gouttes du réactif de Dragendorff sur la solution alcoolique provoque un
précipité ou une coloration orangée. L’ajout de deux gouttes du réactif de
Burchard sur la solution alcoolique induit un précipité de coloration brun-
rougeatre caractéristique des alcaloides.

Détection des saponosides

Pour rechercher les soponosides, 15 mL de solution d’extrait sont
versés dans un tube a essai de 15 cm de longueur et de 15 mm de diametre. Le
tube est secoué rigoureusement pendant 10 secondes et laissé au repos pendant
10 min. La persistance de la mousse a une hauteur de plus de trois (3) cm
caractérise les saponosides.

Traitements des animaux

Deux (2) groupes de quinze (15) rats sont constitués en fonction des
durées de traitement. Ainsi, 1’extrait aqueux des racines de H. acida est
administré quotidiennement aux rats par gavage pendant 30 jours (groupe I)
et 60 jours (groupe 11). Chaque groupe est subdivisé en 3 lots de 5 rats et traité
comme suit :
Lot 1 : Témoin, a recu de 1’cau distillée ;
Lot 2 : Traité, a 500 mg/kg de poids corporel d’extrait aqueux des racines de
H. acida ;
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Lot 3 : Traité, a 1000 mg/kg de poids corporel d’extrait aqueux des racines de
H. acida.

Apres les traitements, les animaux sont anestheésies afin de prélever les
spermatozoides pour I’analyse des parameétres spermatiques. Des échantillons
de sang sont récupérés dans des tubes secs pour le dosage de la testostérone.
En outre, les testicules sont prélevés, pesés et fixés dans du formol 10% pour
1’¢étude histologique.

Prélevement des spermatozoides

Le prélevement des spermatozoides est effectué au laboratoire de
Biologie et Santé de I’Unité de Formation et de Recherche Biosciences de
I’Université Félix HOUPHOUET-BOIGNY.

Les animaux sont anesthésiés a 1’éther. La queue de I’épididyme
gauche est prélevée par ouverture du scrotum, puis dilacérée dans 10 mL de
NaCl 9%o préalablement incubé dans un bain marie a 36 °C. Ainsi les
spermatozoides diffusent dans la solution (Ngoula et al., 2007).

Motilité des spermatozoides

Une fine goutte de macérat de 1’épididyme est déposee et étalée
Iégerement sur une lame porte-objet préalablement maintenue a 36°C.
L’ensemble est monté sur un microscope photonique (Olympus CX31RBSF,
Philippine) au grossissement x100. Les spermatozoides sont filmés avec une
caméra de marque AmScope (London, United Kingdom). Les spermatozoides
mobiles et immobiles sont comptés ultérieurement sur 5 champs au hasard et
le pourcentage des formes mobiles est déterminé (Zougrou et al., 2018).

Densité en spermatozoide du sperme
Une goutte de macérat de 1’épididyme est prélevée et déposée sur une
cellule de Malassez puis recouverte d’une lamelle. Le dénombrement des
spermatozoides est effectué au microscope photonique (Grossissement x 400).
Le nombre de spermatozoides par mma3 est estimé par la formule suivante
(Sultan et al., 1982) :
X X fd x10°

X : Nombre de spermatozoides dénombrés dans 5 quadrillés de la cellule de
Malassez

fd : Facteur de dilution (20)

N : Nombre de spermatozoides par mm3

Morphologie des spermatozoides

Les anomalies morphologiques des spermatozoides comprennent la fusion,
des tétes isolées et des tétes et/ou des queues déformées (OCDE 416, 2001).
Deux cents (200) spermatozoides sont examinés en milieu liquide sur 3
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champs au hasard. Le pourcentage des spermatozoides normaux est calculés
(Linder et al., 1992).

Dosage de la testostérone
La testostérone est dosée a ’aide de I’automate Hitachi 902 (Japan)
par la technique ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

Etude histologique

L’étude histologique est effectuée selon la méthode décrite par Lamb
(Lamb, 1981). Les testicules préalablement conservés dans du formol 10% ont
subi des coupes d’une épaisseur de 4 um a 1’aide d’un microtome (Leica
RM2125 RTS, Allemagne) apreés leur inclusion a la paraffine. 1ls sont ensuite
colorés a I’hématoxyline-éosine, fixés entre lame et lamelle avant d’étre
observés a 1’aide d’un microscope photonique (Olympus CX31RBSF,
Philippine) muni d’un appareil photo.

Analyses statistiques

Les différentes valeurs obtenues sont exprimées sous la forme de
moyenne suivie de Derreur standard sur la moyenne (M+ESM). La
signification des différences observées entre les différents groupes tests est
appréciée par I’analyse des variances (ANOVA) du test de comparaison
multiple de Turkey-Kramer via le logiciel GraphPad Prism 5.

Résultats
Screening phytochimique

Le tr1 phytochimique réalisé sur 1’extrait aqueux des racines de H.
acida a permis d’identifier les constituants chimiques a potentialité
thérapeutique consignés dans le Tableau 2. L’extrait aqueux des racines de H.
acida contient des polyphénols, des flavonoides, des tanins catéchiques, des

saponosides, des alcaloides, des stérols et polyterpénes.
Tableau 1. Composition chimique de I’extrait aqueux des racines de H. acida.

Groupes chimiques Résultats
Stérols et Polyterpéne +
Polyphénols +
Flavonoides +

. Galliques -
Tanins q

+

Catéchiques

Substance quininique

BOUCHARDAT
DRAGENDORFF

Alcaloides

+|+[+]

Saponoside

+ Présence ; - Absence
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Effets de I’extrait aqueux des racines de H. acida sur les parameétres
spermatiques

La Figure 1 présente les densités, les taux de spermatozoides mobiles
et normaux apres 30 et 60 jours de traitement a 1’extrait aqueux des racines de
H. acida. L’extrait aqueux des racines de H. acida a favorisé au 30¢me jour de
traitement des augmentations de 18 % et de 20 % du nombre de
spermatozoides respectivement aux doses de 500 et 1000 mg/kg de PC par
rapport au lot témoin. Cependant, ces variations ne sont pas significatives. Par
contre, apres 60 jours de traitement, 1’extrait aqueux des racines de H. acida
favorise une augmentation significative (P <0.01) de 65 % du nombre de
spermatozoides a la dose 1000 mg/kg de PC par rapport au lot témoin.

Une augmentation significative (P <0.05) de 26 % des spermatozoides
normaux est observée chez les rats traités pendant 30 jours avec les différentes
doses de I’extrait aqueux des racines de H. acida par rapport au lot témoin. Il
est observé également une augmentation significative (P < 0.05) de 26 % de
spermatozoides normaux apres 60 jours de traitement avec 1000 mg/kg de PC
d’extrait aqueux des racines de H. acida par rapport au lot témoin.

La dose de 1000 mg/kg de PC a entrainé une augmentation
significative (P < 0.05) de 52 % de spermatozoides mobiles apres 30 jours de
traitement a I’extrait aqueux des racines de H. acida par rapport au lot témoin.
De plus, il est observé des augmentation significatives de 40 % (P < 0.01) et
66 % (P < 0.001) de spermatozoides mobiles apres 60 jours de traitement a
I’extrait aqueux des racines de H. acida respectivement aux doses de 500 et
1000 mg/kg de PC par rapport au lot témoin.
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Figure 1: Effets de I’extrait aqueux des racines de H. acida sur la concentration, la mobilité
et la morphologie des spermatozoides des rats aprés 30 et 60 jours de traitement
EAHA: Extrait aqueux des racines de H. acida
M=ESM; n = 5 ;*p<0,05 ;** p<0,01 ; ***p<0,001
Al, Bl et C1: 30 jours de traitement; A2, B2 et C2: 60 jours de traitement
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Effets de I’extrait aqueux des racines de H. acida sur la concentration de la
testostérone sérique

L’extrait aqueux des racines de H. acida favorise au 30¢éme jour de
traitement une augmentation trés significative (P < 0,001) de 130 % du taux
sérique de testostérone a la dose de 1000 mg/kg de PC par rapport au lot
témoin (Figure 2A). Il a été observé également au 60éme jour de traitement,
des augmentations de 78 % et 151 % du taux sérique de la testostérone chez
les animaux traités respectivement aux doses de 500 et 1000 mg/kg de PC par
rapport au lot témoin (Figure 2B).

81 8-
*x
- -
B E 6 S E 6
52 52 ol
e Y -
5§ 41 5 S 41
c o S o
L © =]
o3 — <]
58 S 2
S g2 og
2 &
0 - T 0- R Y
Temoin  EAHAg, EAHA;y Temoin  EAHAgs  EAHAy 00

Lots expérimentaux Lots expérimentaux

A B

Figure 2: Effets de I’extrait aqueux des racines de H. acida sur la concentration de la
testosterone apres 30 et 60 jours de traitement
EAHA: Extrait aqueux des racines de H. acida
M=ESM; n = 5 ;*p<0,05 ;** p<0,01 ; ***p<0,001
30 jours de traitement; B. 60 jours de traitement

Effets de ’extrait aqueux des racines de H. acida sur le tissu testiculaire

La Figure 3 présente les coupes transversales des testicules des
animaux témoins et traités a I’extrait aqueux des racines de H. acida pendant
30 et 60 jours. 1l est observé une augmentation du nombre de spermatozoides
dans les tubes séminiferes des rats traités avec 1’extrait par rapport aux lots
témoins.
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Figure 3. Micophotographie des coupes de testicules des rats aprées 30 et 60 jours de
traitement.
A.Témoin; B. 500 mg/kg d’extrait aqueux des racines de H. acida; C. 1000 mg/kg d’extrait
aqueux des racines de H. acida
Al, Blet C1: 30 jours de traitement; A2, B2et C2: 60 jours de traitement

Discussion
L’¢tude phytochimique de 1’extrait aqueux des racines de H. acida a

révélé la présence de stérols et polyterpenes, de polyphénols, de flavonoides,
de tanins catéchiques, d’alcaloides et de saponosides. Ce résultat corrobore
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ceux de Sofidiya et al., (2009). Cependant, ces chercheurs ont également mis
en évidence les substances quinoniques et les tanins galliques dans les feuilles
de H. acida. Certains de ces composes chimiques tels que les saponosides et
les flavonoides ont des effets bénéfiques sur le systéme reproducteur des
mammiferes. En effet, il est démontré que les saponosides ont la capacité de
booster le taux de testostérone et de déclencher la libido (Gauthaman et
Adaikan, 2008 ; Singh et Gupta, 2011). Les flavonoides, en plus de leurs fortes
actions ostrogéniques, régulent la production des androgénes chez I’homme
(Diel et al., 2004 ; Rimodi et al., 2007 ; Padashetty et Mishra, 2007).

La densité, la motilité et la morphologie des spermatozoides sont des
indicateurs de la qualité du sperme et par consequent, de la fertilité. Dans ce
présent travail, le traitement des rats a 1’extrait aqueux des racines de H. acida
favorise une augmentation significative du nombre de spermatozoides dans
I’épididyme caudal, avec un effet plus prononcé a la dose de 1000 mg/kg de
PC aprés 60 jours de traitement. La densité en spermatozoides du sperme est
considéré comme un paramétre important dans 1’étude des effets des produits
chimiques sur la spermatogenese (Reddy et al., 1977). L’augmentation du
nombre de spermatozoides observée aprés administration de 1’extrait aqueux
des racines de H. acida pourrait suggérer que les racines de H. acida améliorent
la spermatogénese. Certaines plantes comme Fadogia andersonii (Rubiaceae)
et Xylopia aethiopica (Annonaceae) améliorent également la spermatogénése
(Woode et al., 2011 ; Suleiman et al., (2014). Par contre, d’autres plantes a
I’instar de Terminalia bellirica (Combretaceae) réduisent le nombre de
spermatozoides (Sharangouda et al., 2010).

Le taux de motilité des spermatozoides s’est accru apres traitement
pendant 30 et 60 jours a I’extrait aqueux des racines de H. acida.
L’augmentation du taux de la motilité des spermatozoides observée pourrait
étre due a une modification du microenvironnement dans 1’épididyme caudal.
Une étude antérieure a également montré que I’extrait éthanolique de
Polycarpaea corymbosa (Caryophyllaceae) a la dose de 500 mg/kg de PC
entraine une augmentation du taux de la motilité des spermatozoides de
I’épididyme caudal (Mohan et al., 2013).

En ce qui concerne la morphologie, le taux de spermatozoides
normaux s’est accru significativement chez les rats traités avec I’extrait
aqueux des racines de H. acida. Ces effets sont similaires a ceux de Mohan et
al. qui ont observe une baisse du pourcentage de spermatozoides anormaux
chez les rats traités a 1’extrait aqueux des feuilles de Polycarpaea corymbosa
(Caryophyllaceae) (Mohan et al., 2013).

L’augmentation du nombre de spermatozoides est en grande partie due
a ’augmentation du taux de la testostérone sanguine (Etuk et Muhammad,
2009). Ainsi, I’augmentation significative du taux de la testostérone sérique
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chez les rats traités avec I’extrait aqueux des racines de H. acida corrobore
cette affirmation.

Comme les flavonoides et les saponosides, les alcaloides possédent des
activités androgéniques. Ces derniers entrainent la formation de
I’androsténedione, hormone stéroides précurseur dans la biosynthese de la
testostérone (Rukundo, 2007).

Le tissu testiculaire des rats traités a 1’extrait aqueux des racines de H.
acida est plus dense en cellules germinales et somatiques suivant le traitement
pendant 60 jours. Cela serait dii au taux éleve de testostérone chez les animaux
traités. L augmentation du niveau de testostérone pourrait résulter de I’action
des cellules de Leydig mature sécrétrice de cette hormone. Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par certains auteurs avec les extraits de Orchis
anatolica (Orchidaceae) et de Zingiber officinale ( Zingibéraceae) (Khouri et
al., 2006 ; Bordbar et al., 2013).

Conclusion

En définitive, les racines d’Hymenocardia acida améliorent la qualité
du sperme des rats. Cela pourrait étre dii en grande partie a I’augmentation du
taux sérique de la testostérone qui serait la conséquence des actions des
flavonoides, des saponosides et des alcaloides.
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