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Introduction

Le lapin présente plusieurs caractéristiques biglags intéressantes concernant sa
productivité et reproductivité. En effet il est aatiérisé par un court intervalle entre les
générations et par une prolificité importante.pérmet la mise en évidence de quelques
processus reproducteurs comme les changementshohmgmues du cycle épithélial
séminifére, c’'est pour cette raison qu'il est dorent apprécié. Cependant ces qualités
sont altérées par les conditions qui sévissentlgérik, notamment par I'environnement et la

mauvaise gestion de I'élevage.

Le testicule est un organe paire de forme ovotagenu dans une poche revétue de
peau appelée le scrotum (Bedossa, 1998). Il sectésise par une double structure
(compartiment tubulaire ou se déroulent la spergaiése et compartiment interstitiel riche
en cellules de Leydig) et une double fonction. pidédyme est un organe accolé au testicule,
formé d'un long tube épithélial, de longueur valdalselon les especes. L'épididyme
présente trois segments anatomiques : la régi@miante ou téte; la région meédiane ou corps

et la région postérieure ou la queue.

Les huiles essentielles sont des produits aromegigches en phyto-cestrogenes dont
linnocuité n'est pas totalement prouvée. Ces caBpaont susceptible de modifier le

processus physiologique de la reproduction soltaeméliorent ou en la perturbant.

De ce fait le but de notre travail est de metmeéeidence l'influence de la Sauge
officinale sur la structuredes testicules et épitids des lapins males prépubere agés de 3

mois.

Notre travail se présente sous la forme de quetiepitres qui traiterons dans le
premier chapitre anatomo-histologique de testietilde I'épididyme male du lapin. Dans le
deuxieme chapitre nous présentant la physiologid. dees matériel et méthodes seront
abordés dans le troisieme chapitre, suivi par kEcudision des résultats obtenus dans le
guatrieme chapitre.Nous termineronsce travail pe conclusion ainsi qu'un ensemble de

perspectives.
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Chapitre | Rappels at@mo-histologique de testicule et de I'épididyme

1. Anatomie de I'appareil reproducteur male

Chez tous les mammifére et en particulier chezlgss, caprins, porcins et lapins,
'organisation des appareils reproducteur est laneéavec néanmoins des différences
concernant la taille, le poids et la forme des nega(Hamon edl., 1999). L'appareil génital
male est formé par I'ensemble des organes chargéélaboration du sperme et du dépbt de

celui-ci dans les voies génitales de la femellguge 1) (Barone, 2001).

Paoche scrotale {retournee)

Ligament
retracteur
inférieur

Poche scrotale

| Ligament

ratracteut
supérieur

Testicule

Corps  Queue | Spermiducte

Téte

Epididyme

/— Vasicule séminale

o~ (Glande vésiculaire

Ampoules defarentes {2) Vessi
essie

Canal éjaculateur

Prostate

Giande de Cawper
Racines du corps
caverneux (2)
Urétre _
Glandes prépuciaies

Vésicule seminale
{retournée)

Pénis sans gland

Figure 1: Schéma de I'appareil génital du lapin méale (Lelias.d996)
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Chapitre | Rappels at@mo-histologique de testicule et de I'épididyme

1.1Anatomie et histologie du testicule

Les testicules sont des organes pairs dotés d'oumlelel fonction : la fonction exocrine
(gamétogénese, ou spermatogénese) et la fonctitwtene (la synthese et la sécrétion des
hormones sexuelles principalement la testostémuiegont assurées par une double structure,
un compartiment tubulaire et un compartiment intges (Muller et Clos, 1997).

1.1.1 Anatomie du testicule

Situés de part et d’autre de la ligne médiane magai les testicules chez le lapin
adulte sont de forme ovoide, amincis aux extrém#esc un pdle caudal plus pointu,
mesurant 3 a 3,5cm de longueur, 1 a 1,5cm de lar@iedn 1,3cm d’épaisseur et pesant 1,5 a
2g. lls sont protégés et soutenus par une envelappelée scrotum ou sac scrotal constitué
d’'une fine couche de peau recouvrant divers coufihes-élastiques et musculaires dont la
plus importante est le dartos. (Barone, 2001)

Le lapin est alternativement exorchide lorsqueadeticules montent dans la cavité
abdominale sous l'effet de frayeur, ou énorchiasdu’ils redescendent dans les bourses
grace a un tissu musculaire appelé crémaster (Boli889; Barone, 2001).

1.1.2 Histologie du testicule

Le testicule est revétu par une capsule blancheisgp et résistante, riche en fibre
decollagéne et parcourue par les vaisseaux testiesll; I'albuginée (Dadoune at, 2000 ;
Siffroi, 2001).

Cette albuginée s’épaissit encore au niveau deoiffe cépididymaire et s’enfonce
al’intérieur du testicule pour former un cone filxele corps d’Highmore, parcouru par un
réseau de canaliculegtetestis Du corps d’Highmore partent des cloisons conjorst les
septatestisdélimitant 200 & 300 lobules intra-testiculai€baque lobule contient 2 a 3 tubes
séminiféres trés longs qui débauchent par de ceagmsents rectilignes, les tubes droits, dans
le retetestigFigure 2) (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

Selon Thibault et Levasseur (2001), le testicule mmpend deux
compartimentscellulaires distincts issus de laig@ariterne de I'ébauche gonadique : un
compartiment interstitiel composé uniquement deules endocrines dites cellules de Leydig
et un autre compartiment germinal composé de esllgerminales et de cellules somatiques
appelées cellules de Sertoli.
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Figure 2 :Schéma des structures intra-testiculaires (Mutl€les, 1997 Modifi€).
1.1.2.1 Tissus interstitiel

La fonction endocrine du testicule est assuréespartissu interstitiel,qui est un tissu
conjonctif lache, riche en vaisseaux sanguins mphatiques et en nerfs, dans lequel sont
répartie des cellules interstitielles en amas, l@msecellules de Leydig, ainsi que diverses
cellules libres (fibroblastes, macrophages, lymptex. )(Barone, 2001).

1.1.2.2 Tubes séminiferes

Les tubes séminiferes, 2 a 3 tubes par lobule, pelotonnés et peuvent atteindre 70
metres chez le lapin. lIs se jettent dans les tdbaiss qui s’anastomosent au niveau du corps
de Highmore et forment un réseau de canaliculgselépe «etetestis, d’ou partent une
dizaine de canaux efférents qui traversent I'albégi pour former la téte de I'épididyme
(Alvarino, 1993).

L’épithélium séminifere est constitué de cellutiesSertoli et des cellules germinales

a différents stades de la spermatogenése (des apgonies A aux spermatides) (Figure 3).
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Les cellules de Sertoli ont un réle de protectibdeecontréle de la maturation et la migration

des cellules germinales (Wrobel, 1990).

Vo Jonctions cytoplasmiques

Spermatides en / Fm Jeunes
différenciation ——=——— T : j ) y spermatides

Spermatocytes

Jeunes spermatides ;
secondaires

Meiose —

_ _ Spermatocyte
primaire

.1 Spermatogonie

Cellules interstitielles

Figure 3 : Détail d’'une portion de tubule séminifere de lafdinnqueira et Carneiro, 2007).

1.1.2.3 Cellules de Leydig

Les cellule de Leydig sont des cellules polygonglgéssont soit isolées, soit groupées
en amas autour des capillaires sanguins et enturg@e une lame basale discontinue.Ces
cellules possédent un noyau rond avec un volumirmawotéole. Le cytoplasme riche en
citernes de réticulum endoplasmique lisse et deahdndries de taille variable et peu
nombreuses garnies de crétes geénéralement laresllaDifférents types de jonction
cellulaires ont été mis en évidence sur la meng@asmatique : de type gap, desmosomes

rudimentaires et plus rarement des jonctions sspfehibault et Levasseur, 2001).
1.1.2.4 Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pydaie qui s’étend sur toute la hauteur
de I'épithélium séminifere. Sa forme et son voluagent au cours du cycle de I'épithélium

séminal. Le corps cellulaires repose sur la lansalea de la gaine péritubulaire. Ses faces
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latérales sont en contact étroit avec les cellulde Sertoli adjacentes et les cellules

germinales aux divers stades de la spermatogé€niimault et Levasseur,2001).

Chaque cellule de Sertoli est connectée aux cslladjacentes par des jonctions
serrées disposées au pbOle basal limitant deux atimpats: un compartiment basal,
périphérique et un compartiment central ou adjacernf lumiére.Les jonction serrées,
disposées entre les cellules des Sertoli, constitaecomposante structurale essentielle de la

barriere hémato-testiculaire.

D’autres types de jonction relient les cellulesS#gtoli entre elles et avec les cellules
germinales : des jonctions d’ancrage comportansi@lus variétés de cadhérines, et des

jonctions communicants de types gap (figure 4) @izt Perlemuter,2000).

Selon Thibault et Levasseur (2001), les potenéiglitlies cellules de Sertoli sont

multiples :

Jouent un rdle protecteur contre les réactionsunitaires ;

Controlent la maturation et la migration des delgerminales ;

Assurent la phagocytose des cellules germinalgérigescentes ;

Sont impliqué dans la synthése stéroidienne egpiqtie ;

Participent a des secrétions bidirectionnelleslaifmiet interstitielle.

\ Spermatozoides
Lomiére du tube \
i .
séminifere N |
- A ks

/

Spermatides \ & = —
allongées N at r A Q\ Corps résiduels
V N\
Spermatides * N [

rondes

"oy [ K
Spermatocytes %,

Compartiment
basal

Compartimelnl
alduminal

Jonctions serrées

Cytoplasme de la
cellule de Sertoli

Spermatogonies

Membrane
basale

Figure 4: Structure de I'épithélium séminifere (Siffroi, 2001
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1.1.2.5 Cellules germinales

Les spermatogonies du lapin, comme celles de &misnammiferes, se divisent en
deux catégories principales : spermatogonies de #pqui en se proliféerant donnent

naissance a des spermatogonies du type B (Boil/S8R).

Les spermatogonies du type B recrutées effectuantéplication de I'ADN, suiviede
la premiere division de meéiose qui les transforme spermatocytes | tétraploide.
L’achévement de cette premiére division conduieaxdspermatocytes Il diploides. Chacun
subit alors la deuxiéme division de méiose, samghgges d’ADN, ce qui conduit a la
formation de deux spermatides haploides. La dernpdrase est la spermiogénese, qui

transforme les spermatides en spermatozoides (Gheyi972).
1.1.2.6 Liquides des compartiments intra —testicalres

Les tubes séminiferes et les cellules interstggelbaignentdans un liquideinterstitiel,
joue ainsi un rble déterminant dans la fonctionoenide et paracrine du testicule.
Le liquide contenu dans les tubes séminiféeres adsuransport des spermatozoides relargués
dans la lumiére (Thibault et Levasseur, 2001).C’ast liquide riche en minéraux,
principalement en potassium, en magnésium, en jploospen calcium et en chlore. |l est tres
riche en Androgen Binding Protein (ABP) et pauvneaatres protéines (Hocherau De Reviers
et Royere, 1996).

Le liquide du rets testis ne serait qu'une séanétubulaire remaniée, probablement
du fait d’échanges avec les veines testiculairperfigielles.ll contient des protéines et des
peptides spécifiques : ABP, inhibine et hormonenaitérienne (Thibault et Levasseur,
2001).

1.1.3 Vascularisation et innervation du testicule

Les testicules sont irrigués par les arteres tdsires qui naissent de l'aorte
abdominale et sont drainés par les veines testieal@ui constituent une ramification du

plexus pampiniforme autour de l'artére testiculaitaée sous la vaginale du testicule.

L’innervation dépend de deux plexus nerveux ; &xps spermatique qui est
parasympathique et le plexus déférentiel qui espsyique (figure 5) (Jardin et De
Fourmestraux, 1984).
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Figure 5 :Schéma représentatif de la vascularisation dwtésti(Gouaze «l.,19).
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1.2 Anatomie et histologie de I'épididyme
1.2.1 Anatomie de I'épididyme

L’épididyme est un tube de longueur variable seles espéces (5 m chez 'homme,6
m chez le lapin) qui relie les canaux efférentcanal déférent. Ce tube trés contourné qui
forme des lobules séparés par des travées conjescprésente trois grands parties
anatomiques :la téte (partie proximale), le corparte médiane) et la queue (partie
distale).Ces parties sont également subdiviséepliaieurs segments chacun d’entre eux
étant délimité par des cloisons conjonctives (@hibet Levasseur, 2001) (figure 6).

Autour de ce canal, on note la présence d’'une moocehe de fibres musculaires

lisses, dont les contractions permettent le tratestspermatozoides (BonnesaleR005).

Canaunx
efferents Segment [
L= B
Segment IT
T
=
T
E
Segment ITT
v
'
g SegmentI'V
=
=)
=
v
[=]
L8]
E Segment V
L)
E
20 mm T

Figure 6 : Anatomie et régionalisation de I'épididyme(modifiaprés Hermo et Robaire,
2002).
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1.2.2 Histologie de I'épididyme

Le canal épididymaire comprend deux compartimenis épithélium pseudostratifié,
entouré de 2 a 6 couches de fibres musculairessliss du tissu conjonctif, contenant des
terminaisons nerveuses et des capillaires sangetingie lumiére bordée par cet épithélium.
Cing types cellulaires entrent dans la compositieri’épithélium épididymaire et présentent
des caractéristiques structurales et fonctionndhesvariées de la région proximale a la
région distale du tubule (Robaire et Hermo, 1988).

Les cellules ciliées, les cellules glandulairekestcellules basales sont solidarisées les
unes aux autres par des différenciations des membraellulaires, réalisé par des
desmosomes(Figure 7) (Girod et Czyba, 1977).

Cellules principales

/

Cellule claire

Cellule apicale

Cellule étroite Cellule basale Cellule en
halo

Figure 7: Représentation schématique de I'épithélium épidaire (Girouard, 2009).
N : noyau ; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte.

1.2.2.1 Cellules principales

Les cellules principales (cellules stéréocilieé=y,plus nombreuses, constituent 65-80
% de la population de cellules épithéliales épididyes totale. Ces larges cellules
prismatiques présentent des caractéristiques stales variables d’'un segment a l'autre
(Hermo et Robaire, 2002). Leur hauteur est plusééledans la téte que dans la queue de
I'épididyme, tout comme la longueur des microviités qui tapissent leur pble apical (Ramos
et Dym, 1977).
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Ces cellules, reliées entre elles par des joncsenges et des desmosomes, sont tres
actives a différents niveaux : transport et séonétie petites molécules organiques ; synthese
et sécrétion de protéines et enfin, réabsorptiorflldde épididymaire (Robaire et Hermo,
1988 ; Robaire et Viger, 1995 ; Cooper, 1998).

1.2.2.3 Cellules basales

Les cellules basales sont localisées a la périphdei I'épithélium, au voisinage
immédiat de la membrane basale, elles sont deepatilie et possédent peu d’organites.

Leur fonction est inconnue mais il semblerait, eztyement d’aprés Veri al.
(1993) ; Cooper (1998), gu’elles jouent un rélesibdlimination des radicaux libres ainsi
gue dans la protection immunitaire des spermatescéd participant a ce qu’on appelle, la

barriére hémato-épididymaire .

Epididyme

j[ G Cellules étroites et claires.

C Cellules principales
A 2 Cellules basales.

! !> Cellules dendritiques.

\

Canal
déférent

Figure 8: Schéma représentatif de I'épididyme de la satiriki rat, montrant les
différentssegments et illustrant les différentsetyple cellules épithéliales et les cellules
dendritiques(Breton et Da Silva, 2012).
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1.2.2.4 Cellules en halo

Les cellules en halos sont identifiees comme daplhocytes intra-épithéliaux ou des
monocytes qui migrent dans I'épithélium durant &vedloppement post-natal, elles sont
disséminées tout le long du canal épididymaire. c@dlsles en halo contribuent a former une

barriere immunologique au niveau de I'épididymef{étet al.,1973).
1.2.2.5 Cellules claires

Les cellules ces grandes cellules prismatiques p@#entes essentiellement dans le
corps et laqueue de I'épididyme.
Selon Girod et Czyba (1977), deux catégories decebules ont pu étre individualisées :
- Des cellules claires chargées de phospholipiddke: représente 20% des
cellules de I'épithélium épididymaire, dans la grgde la téte de I'épididyme
- Des cellules claires dépourvues d’enclaves lipidggabondantes dans la queue

de I'épididyme et correspondant a des cellules gangs.
1.2.2.6 Cellules apicales

Les cellules apicales sont qualifiees ainsi enoraide la localisation de leur noyau
dans le tiers apical des cellules, les cellulesa@s présentent, quant a elles, un cytoplasme
dense, trés riche en mitochondries, contenant yiesdmes et de I'anhydrase carbonique
impliquée dans la sécrétion des ions H+ et la @tisn des bicarbonates (HCO3-). Elles
seraient ainsi, responsables de I'acidificationfldide épididymaire (Martinez-Garciet al.,
1995). Il a également été montré qu’elles sont loi@gad’endocyter des substances contenues
dans la lumiere (Adamaii al, 1999).
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Chapitre 1l Physiologie de testicule et tepididyme

Le pouvoir de reproduction est 'une des propriéiésnentaires des étres vivants, elle
a pour but d’assurer la perpétuation de I'espéce.
De méme que chez les autres mammiferes, les méaemisegulant la fonction de la
reproduction chez les lapins sont complexes etsaposur I'inter-coordination cellulaire,
hormonale et chimique des différentes composama®miques, non seulement de I'appareil
génital, mais aussi de celui de systéme neuroemigtrqui comprend I'axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique (Joly et Theau Clément, 2000).
1. Développement des gonades et puberté

La différentiation des organes reproducteurs dinlagéle a lieu pendant la vie fcetale
(Figure 9) avec formation de l'albuginée entre #&™et 15™jour de gestation, quelques
jours plus tard les tubes séminiféeres apparaiss#ntrés de cellules germinales, aﬁf“ﬁeur
de gestation il y a la production d’androgenes &hitvo, 2000). Les canaux de Mduller
régressent & partir du jour, la formation de la prostate commence [&"gdur et au 24™
jour le développement des canaux de Wolf et laessjon des canaux de Miuller sont bien
établis. Entre le 21" et 3(?m“]ours de gestation, la testostérone est présentévaau des
testicules de foetus male (Skinner, 1967). A lasaaise, les testicules se trouvent enposition
abdominale et la descente de ces derniers dansatss scrotaux coincide avec lapuberté
(Alvarino, 1993).

La spermatogenése commence entré"%o0 S(fmejour avec apparition du premier
spermatozoide dans I'épididyme au ™%our, ce qui correspond a la fin de la différericiat
de I'épididyme distale (Berger a&t, 1982).
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Figure 9: Développement chronologique de la différentiatier’dppareil reproducteur du
lapin male (Alvarino, 2000).

I: implantation; N: naissance ;L: maturation des cellules de Leydigi: sécrétion
d’androgenes ;
T: différentiation des testiculd3DS: développement complet de la spermatogéndle ;
croissance de la prostaiS. premiers rapports sexuel€S: premier comportement sexuels ;
S: apparition du premier spermatozoitie; dégénérescence des canaux de MUD&; début
de la spermatogénes8E: apparition des premiers spermatozoides dangli@pne.
2. Développement pondéral

Le poids adulte est trés variable selon les rates{ kg avec les individus atteignant
les 10kQ), il se situe autour de 3,5 et 4 kg pesrtypes génétiques couramment utilisés pour
la production de viande (Roustan,1992).

Le développement pondéral testiculaire est trég fmar rapport au développement du
poids corporel du lapin jusqu’a I'dge de 5 mois.rapport entre le poids du testicule et le
poids corporel augmente pour atteindre 2,86 ag®$ Isemaines d’age, I'évolution de poids
des testicules en fonction de 'age montre unelé@etén de croissance testiculaire, entre 70
et 110 jours environs (figure 10 ) (Alvarino,2000epas, 2009).
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Figure 10 : Evolution du poids des testicules chez le jeunesraétre 20 et 180 jours
(Prud’hon, 1973 cité par Lebas, 2009).

3. Développement comportemental

Les premieres manifestations de comportement sepparaissent vers 60 -70 jours
le jeune lapin commence alors a faire des tenttieechevauchement.

A partir de la 12" semaine d’age, les jeunes lapins montraient uaioenombre de
manifestations sexuelles (reniflement de la région-génitale de la femelle, agressivité et
tentatives de monte) (Bergeradt, 1982; Bell et Mitchell, 1984).

Les premiers coits peuvent survenir vers 100 jouass, dans ces premiers éjaculats,
la viabilité des spermatozoides est faible a nillfaut donc attendre 135 a 140 jours pour les
premiers accouplements (Lebasket 1996).

4. Maturation sexuelle

Chez le lapin, la maturation sexuelle s’effectuedephases : infantile, prépubére,
puberté et maturité sexuelle.
4.1.Phase infantile

La période allant de la naissance a I'adge de 463 jest caractérisée par une croissance
lente des testicules et des vésicules séminales, @uie par des niveaux faibles de la FSH et
de la testostérone circulante dans le sang : kelg8tase dite infantile (Martinet, 1978).

4.2. Phase prépubere

La phase prépubére commence vers l'age de 40 g@uise caractérise par une
augmentation importante des niveaux de testostéfe®21%) et de FSH (+384%) qui se
produit entre 40 et 60 jours. Durant cette phaserodissance des testicules s’accélére et les
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cellules de Leydig responsable de la spermatogeo@senence a fonctionner (Martinet,
1978), entrainant les premieres divisions goniales vi5 jours qui s’accélérent vers 70 jours,
guand les niveaux d’androgene circulants sont lies glevés et les premiers spermatozoides
apparaissent vers I'age de 110 jours (Skinner, 1967
4.3.Puberté

La puberté, définie comme le moment ou les orgaepsoducteurs du male sont
capables de produire de facon constante des speuidés fécondants, est atteinte vers 4 ou
5 mois, peu apres la descente des testicules eacsdtum. En période de repos, les testicules
peuvent remonter en position abdominale.

L’age de la puberté varie avec la race et les tomdi d’élevage, notamment
I'alimentation et la saison de naissance (Fortuad.e2015).
4.4.Maturité sexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment otpidaduction quotidienne de
sperme n'augmente plus, est atteinte a 32 semelvezsla race Néo-Zélandaise en climat
tempéré. En effet, la production quotidienne derrapequi est dépendante de nombreux
facteurs, est de I'ordre de 2,107 spermatozoidesu(f etal., 2015).

Il a été démontré qu’a I'age de 20 semaines, lesures testiculaires et le pourcentage
des tubes séminiferes qui contiennent des sperpidixr ne représentent que 70% de leur
valeur par rapport a 'age adulte (33 semainesea)'ag qu'entre 20'%t 33™® semaines
I'évolution du volume de I'éjaculat et la motilibddividuelle des spermatozoides augmentent
considérablement (Garcia-Thomask2009).

5. Fonction du testicule.

Le testicule est une glande amphicrine possédaetdauble fonction, une fonction
exocrine qui permet la production des gametes npdede processus de spermatogénese et
une fonction endocrine qui permet la production desmones stéroides masculines
(androgénes, essentiellement la testostérone) (Iadet Démoulin, 2001).

5.1. Spermatogenes

La spermatogenese est le processus de differemsatellulaire qui permet la
production des gametes males matures haploidetegngpermatozoides, a partir de cellules
souches diploides (2n) (Figure 11) (Tortora et ibkson, 2007).Chez le lapin, elle est d’'une
durée de 38 a 41jours (Martinet, 1973), et débnteeel0 et 50 jours d’age, avec apparition
des premiers spermatozoides peu viables dansalasais a 110 jours d’age (Lebas, 2009).
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Selon Amman (1993), la spermatogenese se dérouleveau des tubules séminifel

des testicules en passant par trois grandes étdpespermatocytogenese, la méiose ¢
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Figure 11 : Différentes étapes de la spermatogenese (Mari€l).

5.1.1. Spermatocytogenése

La spermatocytogenese est caractérisée par une de multiplication (par mitose:

et de difféerenciation des spermatogonies, ce qautba la formation desspermatocytes

primaire, observée vers 60 jours d’age chez lenldigiartinet, 1973), qui posséde encort

nombre diploide de chromosomes caractéristique&sigéce (lapin : 44 chromosomes).

phase de multiplication cellulaire assureégalementenouvilement des spermatogonie

nécessair@au maintien d’un nombre suffisant de cellules seactLittle et Holyoak, 19¢;

Barone.,2001).
5.1.2. Méiose

La deuxieme étape, fait intervenirphénoméne de méiose caracte par I'échange

de matériel génétique entre les chromosomes homesogles spermatocytes primai

induisant a la production des spermatocytes sea@sgansuite deux divisions success

de la méiose produisent des spermatides haploidefi@g@mosom(Amann, 1993
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5.1.3.Spermiogénése

C’est I'étape ou les spermatides subissent une sgmarquable de modifications qui
aboutissent a la libération de spermatozoides (figsire 12) (Barone, 2001). A partir de ce
stade il n'y a plus de divisions cellulaires, mais observe surtout des métamorphoses

extrémement complexes a I'échelle moléculaire ktle@e (Schulz eal.,2005).

Appareil de Golgi

i Mitochondrie
ACrosome ‘\ ! |
{ Acrosome
- Q - J — ﬂ Noyau é
— F {
= ¥ . i 3N
O | & [ centriol 4 Piéce
L Noyau de {‘ i L R
. Microtubule s ' 5 "= Intermédiare Téte
spermatide Z

(3 = Flagelle - ) f : , P

1
/ Cytoplasme o ST .,;"‘-\.

en exces

Queue

® y

® @

Figure 12 : Les étapes de la spermiogénése (Gayrard.,2007)

Selon Gayrard (2007), la spermiogénese est caisegaar :

- La condensation du noyau et la déshydratatida daromatine.

- La formation de I'acrosome au départ d'une vésigolgienne.

- Le développement de l'appareil flagellaire aipdd centriole distal.

- Le glissement du cytoplasme le long de l'axe dllage et la différenciation de
diverses structures fibreuses qui se condensentiragé celui-ci.

- Le repositionnement des mitochondries en uneéamglicoidale autour de la partie initiale
du flagelle (pars intermedia).

- L'élimination de la plus grande partie du cytept@ (corps résiduel).
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6.2. Fonction endocrine

La fonction endocrine du testicule est assuréedgapetits amas d’endocrinocytes
interstitielles appelés : cellules de Leydig, gécretent les androgenes en particulier la
testostérone nécessaire a la spermatogenese aiiagi développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessdiee I'appareil génital male. Cette
sécrétion contr6le en outre les caractéres sexsetondaires et l'activité sexuelle
(Barone,2001).

La biosynthese des androgenes nécessite lintéovent’'un certain nombre
d’enzymes agissant en cascade a partir d'un preursommun a tous les stéroides, le
cholestérol (Saez,1994). Au niveau de la celluléelgig la LH se lie & son récepteur (LHR)
a sept domaines transmembranaires couplés auxina®tds, et stimule l'activité de
'adénylatecyclase entrainant ainsi une augmematel’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc).

L’AMPcva stimuler la protéine kinase dépendantd'AgIPc (PKA) qui phosphoryle
et active I'expression de différentes protéinekesefjue STAR importante pour I'entrée du
cholestérol dans la mitochondrie. Une fois darmmitachondrie, le cholestérol est transformeé
par différentes enzymes au prégnénolone et powgauransformation au niveau de réticulum
endoplasmique selon deux voi@gl(en orange et5 en vert) pour aboutir a la testostérone.

Le passage de la voib a la voieA4 se fait par le biais de I'enzym@ BISD (Figure
13) (Annick, 2014).

En association avec la FSH, la testostérone e&ne&ske pour linitiation et le
maintien de la spermatogenése. Elle agit sur l#sle® de Sertoli et sur les cellules péri
tubulaires, via des récepteurs spécifiques, stimutadirectement la spermiogenése par une

voie paracrine (Wosnitzer et Paduch, 2013).
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Figure 13: Séroidogenése dans les cellules de Leydig (Ani@igk4).

M: mitochondrieRE: réticulum endoplasmiqué\: noyau;FT: facteurs de transcriptions;
P: groupement phosphate.

6. Fonction de I'épididyme

D’aprés Badran et Hermo (2002), I'épididyme doiswasr plusieurs fonctions :
maturation des spermatozoides, Il'acquisition demlatilité, protection, stockage des
spermatozoides .
6.1. Maturation des spermatozoides

La maturation post-testiculaire des spermatozaiglesuvre un ensemble de processus
complexes qui vont progressivement modifier stmgdlement et fonctionnellement les
gametes en transit et ainsi leur conférer leursualgts fécondantes, c’est-a-dire I'expression
de leur motilité et la capacité a reconnaitre laezpellucide de I'ovule et a fusionner avec ce
dernier (Noblanc eal., 2012), Ces différentes propriétés sont acquasesours de transit
épididymaire .

Chez le lapin le taux de fécondation est seulemé&nta 2% avec des
spermatozoidesprélevés dans la téte de I'épididahoes qu’il atteint 95 a 98% avec ceux

prélevés dans laqueue de I'organe (Barone, 2001).
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6.2. Acquisition de la motilité

La durée de transit des spermatozoides dans kBpidi est de I'ordre de 12 jours
environ (Rowley etal.,, 1970). Chez la plupart des mammiféres les spemuales
commencent a osciller dans la téte de I'épididymecades mouvements vibratoires de la
gueue alors que dans le corps il y a apparitionna@svements inefficaces, mais la mobilité
progressive n'est acquise que dans la région ca@addum, 1968 cité par Boussit, 1989).

Le contréle de cette mobilité dépend des factexogénes et endogenes, 'activation
de la motilité du flagelle se fait grace aux changets de concentration de différents ions et
énergie produite par les mitochondries. L’'ATP piitelypermet la mise en place de la
phosphorylation de la tyrosine sur la totalité dagélle (Ho et Suarez, 2001;Mukai et
Okuno,2004), qui se produit d’'une fagcon graduelieaurs de sa progression dans la lumiere
de I'épididyme pour atteindre son maximum dans leug ou le spermatozoide est
pleinement mature et acquiére la capacité de sevamoyAitken et al.,, 2007). La
concentration intraspermatique en AMPc augmentesidoss du transit épididymaire et
permet d'induire la motilité.
6.3. Protection

Les spermatozoides matures, sont les cibles deiptesltagressions. La barriere
hémato-épididymaire les protege contre les attagluesysteme immunitaire (Pollanen et
Cooper, 1994) et certaines protéines sécrétéeképithélium épididymaire ont une action
protectrice contre les dommages protéolytiquesxgtiatifs durant le transit épididymaire
(Cornwall etal., 2003; Cornwall et Hsia, 2003).
6.4. Stockage

Les spermatozoides matures atteignent la queue’égalidlyme qui servira de
réservoir durant I'attente de prochaine éjaculatlisnbaignent dans un liquide qui permet de
les conserver dans un stade quiescent, pour ure@pédrouvant aller de quelques jours a plus
d’'un mois (Hinton et Palladinpal 1995).
7. Mode de sécrétion de I'épididyme

Les sécrétions protéiques au niveau de la lumierdépididyme s’effectuent par les

cellules principales dites aussi stéréociliées lgucomposent, et ceci selon deux modes
différents: mode mérocrine et mode apocrine.
7.1.Sécrétion mérocrine

Ce mode de sécrétion est le mode le plus fréquesz les différents types cellulaires.
Les protéines sécrétées selon ce mode sont issuadrdduction dARNm par les ribosomes

au niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Ca&Ripes se caractérisent par la présence
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d’'un peptide signal au niveau de I'extrémité N-terate de la séquence d’acides aminés, et
elles sont ensuite véhiculées vers I'appareil dulgiG@our subir les modifications
posttraductionnelles (Rejraji et Drevet, 2004) e®llque la glycosylation et l'acylation
(Thibault et Levasseur, 2001), qui seront trang@srtdans des granules de sécrétion. Ces
granules a leur tour migrent jusqu’au péle api@lalcellule (Figure 14) afin de libérer leur
contenu a l'extérieur, ceci par fusion de leur memb avec la membrane plasmique
cellulaire (Rejraji et Drevet, 2004).

7.2.Sécrétion apocrine
La sécrétion apocrine a été mise en évidence desscéllules principales de

I'épididyme, le canal déférent et les différentéendes telles que la glande mammaire, la
prostate et les glandes accessoires (Girouard)2009

Contrairement au mode meérocrine, la synthese deergire les modifications post
traductionnelles des protéines sécrétées selonol@e napocrine, s'accomplissent dans le
cytoplasme des cellules (Sullivanagt2005). Effectivement, puisque la séquence prindere
ces protéines est dépourvue de peptide signgbréedines ne peuvent s'associer au réticulum
endoplasmique. La synthese a donc lieu exclusiveswendes ribosomes libres (Figure 14)
(Girouard, 2009).
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Figure 14:Représentation schématique de I'épithélium séceetpididymaire (Rejraji et
Drevet, 2004).

1 : sécrétion mérocring; sécrétion apocrine.
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8. Régulation endocrinienne de la fonction de reprodu@n chez les lapins

La régulation de la reproduction est assurée paxel hypothalamo-hypophyso-
gonadique, la communication entre ces différentgeanix est assurée grace a des
neurohormones et hormones (Migau@le2016).

L’hypothalamus contréle I'hypophyse par le biaisl@désnRH qui est un décapeptide
d’'un poids moléculaire faible, non antigénique (hhadli.,2007), secrété de maniere pulsatile
par le noyau arqué et les noyaux pré et suprawptig I'hypohalamus, induisant la sécrétion
de LH et FSH via des récepteurs membranaires gpéesf R-GnRH des cellules
gonadotropes de l'antéhypophyse (Micheline akt1999). Les neurones a GnRH sont
modulés par de nombreux neurotransmetteurs et peptides. Parmi les sécrétagogues du
GnRH, le neuropeptide Kissl (Pinillaat, 2012, Beltramo edl., 2014).

La GnRH, libérée dans I'antéhypophyse via la catiah portale hypophysaire, se lie
a un récepteur spécifigue (GnRH) exprimé par ldkiles gonadotropes de I'hypophyse.
Cette liaison déclenche la production et la sémnéties deux gonadotrophines, la LH «
LuteinizingHormone » et la FSH « Follicule Stimutgt Hormone » (Migaud efl.,2016).

LH stimule la production de testostérone par ldules de Leydig tandis que la FSH
qui est le principal déterminant de la taille destitules adultes, agit sur les cellules de Sertoli
et responsable de linitiation et du maintien deparmatogenése. En effet, dans la cellule de
Sertoli, la FSH stimule la synthese de son propoepteur (FSHR) et active la sécrétion
d’'une protéine liant les androgenes (ABP). La ¢eltle Sertoli secrete également ’hormone
peptidique inhibine, qui inhibe la sécrétion de F$Bns la cellule de Leydig, la LH stimule
la sécrétion de testostérone qui va agir dans llaleale Sertoli en se liant a la protéine
ABP(John .,Amory et Bremner, 2003).

8.1.Rétrocontrble de la sécrétion des gonadotrophinegp testicule

Le contrble de la fonction reproductrice par letéyge hypothalamo-hypophysaire est
accompagné d’'un rétrocontrdle gonadique assuréepaecrétions testiculaires stéroidiennes
(testostérone) et protéiques (inhibine) (Roser8200

L’inhibine empéche la production de testostérpaeles cellules de Leydig, alors que
'activine stimule la production de testostérone [es cellules de Leydig in vitro (Lin et
al.,1989).Selon l'intensité de la spermatogenese, ddsles de Sertoli sécrétent I'inhibirfie
dans le sang, qui exerce un rétrocontréle inhibitkeula FSH par I'hypophyse (Ying, 1988;
Hankock, 1992; Tilbrook et Clark, 2001; Dohlea&t 2003).
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La testostérone secrétée par les cellules deidestimulées par LH exerce une
rétroaction négative de deux fagons sur la sécrékgocelle-ci:
- Elle réduit la production de GnRH par son actitirecte sur I'hypothalamus ce qui a pour
effet de réduire la sécrétion de LH et de FSH pérypbphyse antérieur.
- Elle réduit par un effet direct la réponse a laRB des cellules sécrétrices de LH de
I'nypophyse antérieure (Sherwod et Echrs, 2015)gre 15)

Facteurs
divers

Organes

» SNC <« des sens

Hypothalamus

Testostérone

) Circulation générale

Cellules
de Leydig

de Sertoli

Figure 15 : Complexe hypothalamus-hypophyse-testicule (Diz&awtt-
Marieal.2014).
SNC. systeme nerveux centrarl : testostérond; inhibine; ABP:
AndrogenBindinProtein MP: membrane plasmique.
8.2.Régulation des fonctions de I'épithélium épididymake

La régulation des fonctions de I'épithélium épididyre fait appel a un réseau
complexe de molécules biochimiquement trés vareted'origines diverses, qui vont agir
spécifiguement au niveau des cellules de I'épitimélgpididymaire pour réguler I'expression

de génes-cibles, et par conséquent, agir sur fegiéms physiologiques de cet organe. Selon
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leur proximité par rapport aux cellules-cibles, distingue des facteurs endocrines arrivant
par la voie systémique ; des facteurs lumicringmogtps par la lumiére du canal épididymaire
et enfin, des facteurs paracrines et/ou autociqneguits par les cellules avoisinantes ou les

cellules elles-mémes (Figurel6) .(Britan et Dre261,6).

Epithélium Lumier

Cellule en Cellule
halo hasale
Cellule
Cellule principale
claire
Jonction (formant
la barriere hémato-
épididymaire)
Muscle lisse Tissu Spermatozoidk
conjonctif
Vaiéseaux g oo
sancuins ' '

Figure 16:Représentation schématique de I'organisation eétkite I‘épithélium
épididymaire de rat en coupe transversale et dfgsatites voies de régulation
des fonctions épididymaire (Robaireakt2003).

9. Influence des facteurs de I'environnement sur la qgroduction des lapins

Les lapins font partis des espéeces dont la fonc@reproduction peut étre influencée
par divers facteurs : température, saison, humiditiirage, age, alimentation, état sanitaire,
les huiles essentielles... (Theau-clément, 2005).

9.1. Température

La température est un facteur qui influence sigatfvtement la spermatogenése , en
affectant la qualité du sperme, la concentratioteetolume des éjaculats (Joly et Theau,
2000).
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L’exposition des males a des températures €lev@ésCC pendant 8h) déprime
I'activité sexuelle et perturbe la spermatogéneseaugmentant sensiblement le pourcentage
des spermatozoides morts (Boussit, 1989;Kasa etildsy 1992). Selon Finzi at.,(2000),
I'effet de I'hyperthermie est plus rapide sur I'ajppion des anomalies que sur la chute de la
concentration spermatique.

La température favorable pour la reproduction seiesientre 15et1l8°C, avec une
humidité relative maintenue entre 55et 80% (LeB@g9).
9.2.Saison

Selon Frolich (1948), le volume des éjaculats et tmncentration en spermatozoides
atteignent le maximum en mars, et son minimum ksewé en juillet (Brambell, 1944). Ces
variations s'accompagnent d'une réduction de Ik tdes testicules de mars a juillet, de
I'ordre de 60 % du poids maximum et d'un accroigsgrtesticulaire des aout. Il s'en suit une
« stérilité estivale » associée a une augmentdtigpH du sperme, une baisse de la motilité et
la concentration des spermatozoides, une augnantdti pourcentage de spermatozoides
anormaux et une baisse de la libido (Hiroe et Tokaz 1965).
9.3.Eclairage

Selon Thau-Clément (1994), I'éclairage joue un ndlportant dans la reproduction
des lapins, car ils ont observé une augmentatiopailds testiculaire et du pourcentage de
spermatozoides vivants apres un passage de 8 hautésheures d'éclairement et une
diminution du méme parametre si l'opération estlisge.

De plus, les caractéristiques quantitatives etligives des éjaculats eétaient
significativement plus élevées pour le lot de 16rbs par jour, seul le volume était plus élevé
pour le lot de 8 heures d'éclairement. De ce daié bonne conduite de I'élevage implique un
éclairement de 30 a 40 lux a condition que la luengpit répartie de facon uniforme dans
toute la piéce (Lebas at.,1990).
9.4.Humidité ('hygrométrie)

Dans les normes recommandées, I'humidité relatnie &re maintenue entre 60 et
70% (Lebas, 2009) car humidité relative trop bdasains de 50%) est néfaste tandis qu’'une
hygrométrie trop élevée se traduit par une rédndafies performances de reproduction (Finzi

etal.,2000) et aboutit a la prostration des animaux.

9.5. Alimentation
L’alimentation des lapins affecte les caractérist) de la semence lorsque le niveau

des apports nutritionnels est insuffisant (JolyTaeau, 2000), la libido et la quantité de
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sperme par éjaculat sont touchés par le factelialdeentation sans toucher a la qualité de la
semence.

Les méales nourris a volonté montrent une augmenmnta&th volume de la semence, des
spermatozoides par éjaculat, et une meilleure dibidependant leurs concentrations de
sperme étaient comparables a celles des malessauet un régime limité. Les restrictions
alimentaires sévéeres peuvent affecter le volumspdeme et le nombre de spermatozoides par
éjaculat (Luzi etl.,1996). Notant aussi que la composition des alimpatalant la période
d’élevage a un effet direct sur les performancestales les animaux d’élevage. Une
alimentation basée uniquement sur les fourragessigne est insuffisante pour la couverture
des besoins de production chez le lapin (Lebas é984;Berchiche et Zerrouki, 2000).
9.6.Age

L’age des males influence significativement surcéacentration et le nombre des
spermatozoides motiles obtenus par €jaculat. n le§ males adultes de 9 a 12 mois ont une
semence de concentration et un nombre de spernidészmotiles plus élevé que celle des
males jeunes de 4 a 5 mois (Theaalg2009).

9.7. Etat sanitaire

Il a été largement vérifié que l'inflammation deppareil reproducteur masculin altére
les fonctions testiculaires et séminales (Boiti020 et qu’une forte concentration de
leucocytes provoquée par une inflammation ou ufexiion peut altérer la spermatogenese
(Castellini, 2008).
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Cette étude fait partie des activités de recheBrhleakabi et s’inscrit dans le cadre de
I'étude du développement gonadique et de la métgekuelle des lapins. Les objectifs de ce
présent travail est de I'impact des différenteddsuessentielles « Sauge Officinale » sur la
structure des testicules et épididymes du lapirerdélla souche synthétique agée de 3 mois, a
travers une étude histologique en relation ave@teds vifs ainsi que les poids et volumes
des gonades.

1. Matériel biologique
1.1Model expérimental

Nos expériences ont été réalisé sur des lapirsexie male (figure 12) de la souche
synthétique (améliorée) provenant d’'un élevage cél@i de Tigzirt au niveau de l'unité
d'ITMAS (Institut Technologigue Moyen Agricole Spalisé) située dans la région de
Boukhalfa a 5 Km du chef-lieu de la wilaya de Taairzou, s’est déroulé du mois d’avril au
mois de Juillet 2022.

Figure 17: Lapins males de la souche synthétique agés das3(@riginale, 2022).

Le lapin Oryctolaguscuniculysest un modéle essentiel en recherche scientiique
il offre beaucoup d’avantage dans le domaine deefaoduction et permet la mise en
évidence de quelques processus reproducteurs cdesmehangements morphologiques de
cycle épithéliale séminifere (Ewuola et Equinike1@).

Le type amélioré, ont initié a I'institut techngdes élevage-Baba-Ali, Alger (ITELV)
a partir de 2003 en collaboration avec I'INRA deulbmuse (Gacem et al, 2009). Cette souche
est caractérisée par une prolificité importantéaffereaux née vivant par mi-bas), un poids
adulte sensiblement plus élevé et une meilleurgudpt & la croissance que la population

locale algérienne (Gacemadt, 2009).
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Selon Grasse (1949) et Lebas at, (1984) La position taxonomique du lapin
(Oryctolaguscuniculus) est la suivante :
- Regne : Animal
- Embranchement : Vertébreés
- Classe : mammiferes
- Super Ordre : Glires
- Ordre : Lagomorphes
- Famille : Léporides (lievre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae
- Genre : Oryctolagus

- Espéce : Oryctolaguscuniculus

1.2. Huile Essentiel la Sauge officinaleS@lvia Officinalis)

Une huile essentielle peut étre un ensemble déaulgs pour un chimiste, un arome
pour un parfumeur ou encore la quintessence opriteun végétale pour I'alchimiste. Dans
la réalité, une huile essentielle est I'ensembleodéecela (figure 18) (Dob et .,2005).

La sauge officinaleSalvia Officinalig de la famille des labiées est un sous arbrisseau
annuelle et biannuelle d’origine méditerranéennssibappelée sauge de Grece, herbe sacrée,
grade sauge, thé d’Europe. La sauge est une ptaréasseuse par excellence. Il existe
environ 900 especes identifiées autour du mondérecame trentaine environ en Algérie
(Maksinovic etal., 2007).

Figure 18 : Photographie représentant le flacon de huile ¢éisflen(Originale, 2022).
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La Sauge est une plante vivace a tige ligneusébada, formant un buisson dépassant
parfois 80cm, a rameaux vert-blanchétre, des &sudksez grandes, épaisses, vertblanchatres,
et opposeées et des fleurs bleu-violacé clair es ggpminaux laches, disposées par 3 a 6 en
verticilles espacés, calice campanulé a 5 dentgulem et corolle bilabiée supérieure en
casque et levre inférieure trilobée; fruits en ferdétitra akenes (Figure 28) (Madi, 2010).
Selon Hippolyte edal., (1993) , la systématique de la Sauge est lastgva

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espece Salviaofficinalis

Figure 19 :La Sauge $alviaofficinalis L.YMadi, 2010)
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Tableau | : La Composition chimique de la sauge officineBeuneton, 1999).

Le composeé de I'huile essentielle La teneur en (%)
a-Thuyone 18-43
B-Thuyone 3-8,5

Camphre 4,5 -245
Cinéole 55-13
Humuléene 0-12

a-pinéene 1-6,5
Camphene 15-7
Limonene 0,5-3

Linalol libre et estérifie lau maximum
Acétate de bornyle 2,5 au maximum

1.3 Autres Matériels

D’autres matériels sont utilises dans notre expemiation tels que : le papier
absorbant , bistouri, pinces a dissection , Eppgsdamarqueur pour l'identification deux
congélateurs I'un réglé a 20 °C et l'autre a -80Q%alance a précision , balance analytique a
affichage digital (0.1g) , étiquettes , bavettepince , micropipettes , centrifugeuse ,
microtome , cryotubes , I'étuve , béchers en vemprouvettes , ciseaux , scotch , papiers

filtres , et cassettes d'inclusion.

2. Expérimentation

L’expérimentation a été réalisé sur 30 lapins s@lgés de 3 mois appartenant a la
population synthétique sont pris au hasard, platas des cages spéciales aménagées a
I'élevage cunicole et répartis en deux lots, urtéatoin et un lot traité par I'huile essentielle
de Sauge officinale aux3 doses respectives (409pLl/k

Tous les animaux sont exposés aux mémes condii@riempérature, de lumiere et
d’humidité, qui sont celles de I'environnement eurris ad libitum avec un aliment sec
granulé fabriqgué et commercialisé par 'ONAB d'Atg@ffice National de I'Aliment de

Bétail). Tandis que I'eau est distribuée en acitEs permanent par des pipettes individuelles.
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Figure 20:Lapins placés en groupes dans des cages spé@aia) (

Les lapins des différents lots ont été pesés airdéterminer la quantité de I'huile
essentielle & administrer pour chaque animal. Uame de I'huile essentielle pipeté est
mélangé avec 0.5 ml d’eau et administré par vaaéeaux lapins le matin a raison d’une dose
unique (Figure 21).

Figure 21:Pesé et I'administration de huile essentielle dgalage officinaleaux lapins (2022)
A : Prise du poids des lapinB; Traitement des lapins
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Une semaine apres I'administration de I'huile etisle, les lapins ont été pesés puis
sacrifiés par saignement le matin entre 9h : 002kt : 00 au niveau du laboratoire de
recherche de UMMTO (Figure22 ). Le sang est imatédient recueilli dansdes tubes secs
résistants a la centrifugation qui sont ensuitedgdadansune centrifugeuse (Figure 23), la
vitesse et le temps de centrifugationest de 3500 Atb minute. Le plasma estaliquote et
placer dans des Ependorffset congelé a -20°C pesiddsages ultérieurs.

Figure 22 : Récupération du sang

Figure23 :Centrifugation du sang (2022)

A: centrifugeuseB: Tube contenant du plasma séparé de sang

Apres le sacrifice, les animaux sont disséqués téssicules, épididymes et la glande
surrénale ont été prélevés puis dégraissés, pasasusie balance de précision de 0,019 suivi
d’'une évaluation de leurs volumes. Les testicuéssgépididymes et les glandes surrénales du
coté droit sont fixés au Bouin Hollande dans dessetes d’inclusions soigneusement
fermées étiquetées pour une étude histologiques glee les testicules les épididymes et la
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glande surrénale du coté gauche ont été placés diem&ppendorfs et congelés a -20°C,

jusqu’a leur utilisation ultérieure (Figure24).

Figure 24: Dissection, prélevement etpesé des organes ggnita
A: DissectionB: Les organes disséqu€,;;Mesure de poid€): Volume des organek. TesticulejE:
Epididyme.

3. Etude histologique

L'étude histologique implique un processus a plusieétapes obligatoires afin de
réaliser I'observation des coupes de I'échantiligndié. Ces étapes sont : la fixation,
déshydratation, I'éclaircissement , I'imprégnatiofinclusion a la paraffine , la confection
des coupes et I'étalement, le déparaffinage etdFéation, la coloration et I'observation
microscopiqueCes étapes sont inspirées de celles de (Martdj@ebdja, 1967.
3.1 Fixation

La fixation est un traitement chimique ou physigffectué sur des cellules vivantes et
permettant de réaliser des manipulations avec uninmaim de dommage pour les structures
cellulaires. Elle a pour but la conservation emhnobilisation des structures cellulaires en

place et leur durcissement.
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Figure 25: Fixation des organes par le fixateur Bouin Hallan

La fixation doit se faire immédiatement aprés |€lgrement par immersion du
matériel dans un grand volume de liquide fixat®lwus avons utilisé la solution du Bouin
Hollande comme fixateur. Ce choix est justifié pan utilisation antérieure au laboratoire.
C’est une solution préparée au laboratoire suralsebd’un mélange de formol et d’acide
picrique. Les organes sont plongés, séparément, dzncasettes étiquetés, pendant 7 jours.
3.2 Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation consiste a évacuer toute I'eatecoe dans I'organe. Elle a pour
but de préparer la piece a I'inclusion dans laffiaea La technique de déshydratation se fait
en passant progressivement l'organe dans des Haltool éthyligue a degrés croissants
(50°,70° 90°, 100°) (figurel9) pendant 20 minutdsaaun, ceci permet d'éviter la
désorganisation des structures. L'éclaircissemeridis dans des bains de xylene pendant 20

minutes.

Bain
de Bains
xyléne ——— d’alcool a
degré
croissant

Figure 26 :la série des bains de déshydratation des ger(@2022)

3.3 Imprégnation
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Imprégnation se fait a chaud, immédiatement ameddains de toluéne. Cette étape
permet I'élimination compléte des traces d’alca@s pieces sont passée dans un bain formé
d’'un mélange de toluene et de paraffine pendantiunée de 40 minutes.

Figure 27 :3 bains successifs de paraffine (2022)

3.4 Inclusion

L'inclusion a pour but de réaliser des coupessfiaerégulieres, elle se pratique dans
un bain qui contient de la paraffine fondue.

Une fois la circulation finie les cassettes saitirées et les organes sont placés dans
des moules spécifiques, et dont on a versé derédfipe au préalable. Lorsque les bordures
de la paraffine commencent a durcir, nous placangaltie marquée de sa cassette dans le
moule apres l'avoir coupé en deux, et on couleagdraffine fondue jusqu’a ce que la

cassette soit totalement immergée (figure28).

Moule a
paraffine

Cassetts

Figure 28: Photographie des organes placé dans des mauilescgvront la Paraffine (Originale,
2022).
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Les moules sont ensuite posés dans un congélaiaudprcir ; Les blocs obtenus

sont démoulés facilement et peuvent étre consesargs dommage (figure29).

Figure 29 Blocs de paraffine obtenue apres l'inclusion (Drale, 2022).

3.5 Confection des coupes

La confection des coupes a été réalisée a l'aida diicrotome de type Leica au
niveau du laboratoire de recherche de UMMTO, Importe un porte rasoir spécial
permettant d’utiliser des lames minces jetablesineporte cassette permettant de placer les
blocs d’organes coulés sur les cassettes. Des sagpdm d’épaisseur sont ainsi réalisées et
récoltées sous forme de ruban a l'aide d’un pin¢égure30).

Figure 30: Dispositif de la coupe, microtome
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3.6 Déparaffinage

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine daut{gour que les colorants puissent le
pénétrer. Le réactif utilisé est le toluene. Lespas sont passées dans deux bains de toluene
pendant 5 a 10 min chacun.
3.7 Hydratation

Elle a pour objet de retirer le toluene du tissieeemplacer par I'eau. Le schéma de
la réhydratation est une séquence inverse de delle déshydratation par le passage dans des
bains d’alcool éthylique de degrés décroissant8°(190°, 70°,50°).
3.8 Coloration topographique

La coloration topographique choisie est le Tricheothe Masson qui possede plusieurs
avantages tels que la résistance au lavage, lditeapi'exécution et les teintes obtenues de
maniére quasi-automatique.

Cette coloration permet de mettre en évidence gréreolorants utilisés, le noyau en
noir, le cytoplasme acidophile et le nucléole eserdes sécrétions sont soit rouges soit vertes
en fonction de leur nature, les muscles sont roagks fibres de collagénes sont vertes.

Figure 31: Une série d'une coloration topographique. A : tdémyline ; B : Fuschine Ponceau ; C:

Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique ; EauEAcétifiée ; F : Vert Lumiere ; G : Eau Acétifié

3.9 Montage

Le montage est I'opération qui consiste a fixefa@e d’'une goutte de I'Eukitt, une
lamelle de verre sur I'échantillon histologique,i germette I'adhérence entre la lame et la
lamelle. Une légere pression sur la lamelle pedeathasser les bulles d’air (Figure31).
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Figure31l : Montage lame lamelle (Originale, 2022).

Aprés montage, les lames sont séchées, nettoyésugme puis observées par un
microscope optique.

3.10 Observation des lames

Les lames obtenues par la technique histologique ebservées au microscope
photonique équipé d'une caméra numérique permetrédisés I'histochimique des
photographies dans le but de rechercher toute matitin histologique des structures
étudiées.

4.1 Etude statistique

Les variables (poids vif, poids et volumes desdekds) obtenus dans cette études ont
soumis a une analyse de variance « ANOVA ». Ldeimeént statistique des données et les
présentations graphiques des résultats ont éiéégalous Microsoft Office Excel 2007.

La moyenne arithmétique des valeurs individuelitscalculée pour chaque
parametre, elle est suivie par la valeur de I'erstandard a la moyenne «<ESM ».

La validité statistique des différences entre les/@mnes est évaluée d'apres le test
d’ANOVA réalisés a 'aide d'un logicielle informatile « OriginLab » 2007 et la valeur des
probabilités « p » :

1 Si P<0.001 : La différence est hautement sigrifres****
1 Si P<0.01 : La différence est trés significativi=*

1 Si P<0.02 : La différence est significative=**

1 Si P<0.05 : La différence est peu significative=*

1 Si P>0.05 : La différence est non significativas=
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Ce travail porte sur les effets de I'huile essdlietide la sauge officinale sur la fertilité
des lapins méles de la population locale agés awi8, en déterminant les poids corporels,
les poids et volumes testiculaires et épididymaiasi qu'une étude histologique des
structures testiculaires et épididymaires.

1. Résultats

Les résultats obtenus portent aussi bien que ssirpdeameétres macroscopiques (le
poids corporel, le poids et volume du testiculael’épididyme gauche et droit ainsi que le
poids relatif du testicule et d’épididyme) que dearameéetres microscopiques (étude
histologique).

1.1. Résultats de I'étude macroscopique

Les pesées prises durant I'expérimentation ont iged®m déterminer I'effet de I'huile
essentielle de la Sauge officinale sur le dévelomre des différents parametres
macroscopiques étudiés chez les lapins de la pigulacale.

1.1.1. Poids corporel

Le poids corporel des animaux, en Kilogramme (kg),exprimé par la valeur moyenne
* I'erreur standard liée a la moyenne (ESM).

L’évolution du poids corporel des lapins prépubdgmoins et traités par I'huile essentielle

de la sauge officinale est présentée dans la figBre

2,5
. 2
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0,5
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Figure 33: Représentation graphique du poids corporel deadaijés de 3 mois témoins et
traités par I'huile essentielle de la Sauge offitén
J5 : traités par I'huile essentielle de la sauge offite a la premiére dose 400xg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la saugecoifile a la deuxiéme dose 408g ;

J15: traités par I'huile essentielle de la saugecaftile a la troisieme dose 40(kg.
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Nous avons constaté que I'évolution du poids cafpdes animaux témoins augmente
léegérement en fonction du temps, allant de la valda 1.582+0,016 au début de
'expérimentation a la valeur de 1,71+0,122 a fade I'expérimentation. Le poids corporel
des lapins traités par I'huile essentiel de la sanffjcinale augment progressivement avec le
temps, dont la valeur passe de 1,870+0,0134 aéavde 2,102+0,084 avec un écart de 0,18
a J15. Cependant, cette augmentation est pluseéfrérapport aux témoins en fonction du
temps et de nombre de dose administrés. En effearf entre les lapins témoins et traités est
de 0.22 4 JO et de 0.39 a J15.

1.1.2. Poids testiculaires

Le poids du testicule, en gramme(g), est exprimelpasaleur moyenne * l'erreur
standard liée a la moyenne (ESM).
1.1.2.1. Poids testiculaire gauche et droit des lays

Les poids des testicules gauches et droits desslgpépubeéres témoins et traités par
I'huile essentielle de la sauge officinale sontspréés dans la figure 34.
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Figure 34: Représentation graphique du poids moyen des testigauches et droits des
lapins de 3mois témoins et traités par I'huile aisle de la Sauge officinale.
J5 : traités par I'huile essentielle de la sauge offite a la premiére dose 400xg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la saugecoffile & la deuxieme dose 408g ;
J15: traités par I'huile essentielle de la saugecoffile a la troisieme dose 40(kg .
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La comparaison entre les poids testiculaires @foifauche a révéler que leurs valeurs
moyennes chez les lots témoins sont presque idesiglors que les testicules gauches sont
légérement plus élevés que les testicules droés [gs animaux traités.
1.1.2.2. Poids testiculaire total

Le poids total des testicules des lapins prépubenefonction de la dose de I'huile

essentielle de la sauge officinale administré estgnté dans la figure 35.
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Figure 35: Représentation graphique du poids total des tésticdes lapins prépubéres
témoins et traités par I'huile essentielle de laggeofficinale.

J5 : traités par I'huile essentielle de la sauge offie a la premiére dose 40Mkg ; J10:
traités par I'huile essentielle de la sauge offitena la deuxiéme dose 40Mkg ;

J15: traités par I'huile essentielle de la saugecoifile a la troisieme dose 40(xg.

Les valeurs moyennes du poids total des testiadsslapins prépubéres augmentent
en fonction du temps chez les animaux témoinsa@s. Cependant cette augmentation est
plus marqués chez les lapins traités par I'huikeeselle de la sauge officinal qui passe de
0.7g a 0.78g alors que la valeur moyenne des tdssicles lapin traités avec la sauge officinal
avec un écart de 0.078 et de 0.106 respectivemémied J15 chez les traités, par contre cette
écart est respectivement de 0.052 et 0.028 chkdgineoins.

La comparaison de la valeur moyenne des poidstégitie entre les différents lots
traités a révélé que les lapins ayant eu une skage ont des valeurs inférieures a ceux ayant
été traités par deux doses. Les animaux ayanttreisudoses présentent les valeurs les plus

importantes avec des écarts elevés.
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1.1.2.3. Poids testiculaires relatifs
Les valeurs moyennes des poids testiculaires fielatilO0 g de poids corporel des
lapins 4gés de 3 mois traités par I'huile essdatig¢ la sauge officinale administré sont

présentées dans la figure 36.

0,06

0,05

0,04 -

0,03 - B Témoins

corporel

M Traité
0,02 -

0,01

Poids testiculaire relatif a 100 g de poid

J5 J10 J15

Figure 36: Représentation graphique du poids testiculairgif&ldl00 g de poids corporal des
lapins agés de 3 mois traités par I'huile essdatdd la Sauge officinale.

J5 : traités par I'huile essentielle de la Sauge offite a la premiere dose 40(kg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la Saugecoffile & la deuxiéme dose 408g ;
J15: traités par I'huile essentielle de la Saugecaifile a la troisieme dose 40(kg.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100g de spo@tporel des testicules des
lapins prépubéres augmentent en fonction du terhpg €es animaux témoins et traités.
Cependant cette augmentation est plus marquédehkpins traités par I'huile essentielle de
la sauge officinal qui passe de 0.043g a 0.04%cs aue la valeur des lapin traités avec la
sauge officinal avec un écart de a J5 est 0.a%a&st 0.06 chez les traités contre un écart de
0.001et 0.002 chez les témoins.

La comparaison de la valeur moyenne des poidsifeeh 100g de poids corporel des
testicules entre les différents lots traités al@gée les lapins ayant eu une seule dose ont des
valeurs inférieur a ceux ayant été traités par diases .Les animaux ayant recu trois doses

présentent les valeurs les plus importantes aveéchts élevés.
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1.1.2.4. Volume testiculaire total

Le volume des testicules, en millilitre (ml), egspemeé par la valeur moyenne * I'erreur
standard liée a la moyenne (ESM).
Le volume total des testicules des lapins prépsbere fonction de la dose de I'huile

essentielle de la sauge officinale administrégestenté dans la Figure 37.
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Figure 37: Représentation graphique du volume total des tdetic des Ilapins
prépubérestraités par d’huile essentielle de lg&afficinale.
J5: traités par I'huile essentielle de la Sauge offite a la premiere dose 40&g ;

J10: traités par I'huile essentielle de la Saugecoffile a la deuxieme dose 408g ;

J15: traités par I'huile essentielle de la Saugecaftile a la troisieme dose 400kg.

Les valeurs moyennes du volume total de testicateldpins prépuberes augmentent
en fonction du temps chez les animaux témoinsaéés . Cependant cette augmentation est
plus marqué chez les lapins traités par I'huileersslle de la sauge officinal qui passe de
14,72ml 214,80 ml alors que la valeur de des lapites avec la sauge officinal avec un écart
de 0.06 & J5 est de 0.10 & J15 est chez les wané® un écart de 0.02 chez les témoins .

La comparaison de la valeur moyenne des volumésuksre entre les différents lots
traités a révélé que les lapins ayant eu une skde ont des valeurs inférieur a ceux ayant
éte traités par deux doses .Les animaux ayanttreisudoses présentent les valeurs les plus

importantes avec des écarts éleves.
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1.1.3. Poids épididymaire

Le poids de I'épididyme, en gramme (g), est expnpaéla valeur moyenne * I'erreur
standard liée a la moyenne (ESM).
1.1.3.1. Poids épididymaires gauche et droit desplias

Les poids des épididymes gauches et droits dessl@giés de 3 mois en fonction de la

dose de I'huile essentielle de la sauge officiisalet présentés dans la figure 38.

0,3
0,25 -

=

[7,]

2 02

5

3

20,15

5 m PED
3

w 0,1 - W PEG
3

o

o

Traité | Témoin  Traité

Témoin  Traité | Témoin

J5 J10

J15

Figure 38: Représentation graphique du poids moyen des épiidygauches et droits des
lapins agés de 3 mois traité par I'huile essemtigdl la Sauge officinale.
J5: traités par I'huile essentielle de la sauge offite a la premiére dose 40(xg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la saugecoffile & la deuxieme dose 408g ;
J15: traités par I'huile essentielle de la saugecaftile a la troisieme dose 40(kg.

La comparaison entre les poids épididymaire drogaeiche a releve que I'épididyme

gauche est légerement plus élevé par rapport adidgme droit , cependant cette

augmentation est plus élevée par rapport aux anirtmaités a la sauge officinale .
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1.1.3.2. Poids épididymaire total

Le poids total des épididymes pour les lapins @igés2 semaines en fonction de la dose
de I'huile essentielle de la Sauge officinale eéspnté dans la figure 39.
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Figure 39: Représentation graphique du poids total des épitkdydes lapins prépubéres
apres I'administration de I'huile essentielle d&Skuge officinale.
J5: traités par I'huile essentielle de la sauge offite a la premiére dose 40(xg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la saugecoffile a la deuxiéme dose 40@g ;
J15: traités par I'huile essentielle de la saugecaftile a la troisieme dose 40(kg.

Les valeurs moyennes du poids total des épididyndes lapins prépuberes
augmentent en fonction du temps chez les animamoibtés et traités . Cependant cette
augmentation est plus marqué chez les lapins drg& I'huile essentielle de la sauge
officinal qui passe de 0.45g a 0.65 g alors queadlaur des lapins traités avec la Sauge
officinal avec un écart de 0.14 a J5 est 0.225a&dt chez les traités contre un écart de 0.05,
0.07 chez les témoins .

La comparaison de la valeur moyenne des poidsdpidiires entre les différents lots
traités a révelé que les lapins ayant eu une smmd dnt des valeurs inférieures a ceux ayant
éteé traités par deux doses. Les animaux ayanttreisudoses présentent les valeurs les plus
importante avec des écarts élevés.
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1.1.3.3. Poids épididymaire relatif
Les valeurs moyennes des poids épididymaires fielatliO0 g du poids corporel des
lapins agés de 3 mois traités par I'huile essdati® la sauge officinale sont présentées dans

la figure 40.
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Figure 40: Représentation graphique des poids épididymairesifredes lapins agés de 3
mois traités par I'huile essentielle de la saudieiagle

J5 : traités par 'huile essentielle de la sauge offite a la premiere dose 40ig ;
J10: traités par l'huile essentielle de la saugecoflile a la deuxieme dose 40@g ;

J15: traités par I'huile essentielle de la saugecaftile a la troisieme dose 40(kg.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100g despoatporel des épididymes des
lapins prépuberes augmentent en fonction du terhpg tes animaux témoins et traités .
Cependant cette augmentation est plus marquédaehkpins traités par I'huile essentielle de
la sauge officinal qui passe de 0.023g a 0.0aBi que la valeur de des lapin traités avec
la Sauge officinal avec un écart de 0.004 a J®.€816 & J15 chez les traités contre un écart
de 0.003 chez les témoins.

La comparaison de la valeur moyenne des poidsfseéatl00g de poids corporel des
epididymes entre les différents lots traités a lé&gee les lapins ayant eu une seule dose ont
des valeurs inférieures a ceux ayant été traitésigax doses .Les animaux ayant regu trois
doses présentent les valeurs les plus importameesdes écarts élevés
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1.1.3.4. Volume épididymaire

Le volume des épididymes, en millilitre (ml), estpemé par la valeur moyenne *
I'erreur standard liée a la moyenne (ESM).
Le volume total des épididymes des lapins prépsbere fonction de la dose de I'huile

essentielle de la sauge officinale administréeegsesenté dans la figure 41.
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Figure 41: Représentation graphique du volume total des épititd des lapins prépuberes
traités par d’huile essentielle de la sauge oféilgn

J5 : traités par I'huile essentielle de la sauge offite a la premiére dose 400xg ;

J10: traités par I'huile essentielle de la saugecoifile a la deuxieme dose 44089 ;

J15: traités par I'huile essentielle de la saugecoifile a la troisieme dose 40(kg.

Les valeurs moyennes du volume total de I'épididydes lapins prépuberes
augmentent en fonction du temps chez les animamoités et traités. Cependant cette
augmentation est plus marqué chez les lapins srait# I'huile essentielle de la sauge
officinal qui passe de 14,4ml 14.64 ml alors cuedleur de des lapins traités avec la Sauge
officinal avec un écart de 0.26 a J5 est 0.35 5231 chez les traités contre un écart de 0.06 ;
0.09 chez les témoins

La comparaison de la valeur moyenne des volumeid§pnaires entre les différents
lots traités a réveélé que les lapins ayant eu enokesdose ont des valeurs inférieur a ceux
ayant éteé traités par deux doses .Les animaux agamttrois doses présentent les valeurs les

plus importantes avec des écarts éleves.
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1.2. Résultats de I'étude microscopique (Etude hisibgique)

L’étude microscopique porte sur les changements stiestures histologiques du
testicule et d’épididyme sous I'effet de I'huilesestielle de la sauge officinal. L’'observation
microscopique a été enregistrée, pour tous nosnélibas, avec le fort grossissement
(10x40) pour une observation plus détaillée desgires notamment cellulaires.

1.2.1. Etude histologique des structures testicukais
1.2.1.1. Etude histologique des structures testiaites des lapins témoins

L’'observation des coupes testiculaires des lapmépubéres des lots témoin révéle
des tubes séminiféres qui ont une lumiére impaogtamtune paroi formée d'un épithélium
comprenant certaines cellules de la lignée germinatpermatogonies a noyaux ronds et
condensés, spermatocytes | & noyaux volumineuxckta@natine décondensée grossiers, des
cellules de petite taille qui sont les spermatidesdes, des cellules de Sertoli a noyau
triangulaire. Ces tubes sont entourés par dedeglbéritubulaires a noyaux aplatis et un tissu

conjonctif intertubulaire avec des cellules de Ligy@noyaux arrondis .(figure 42)

Figure42: Coupe histologique au niveau de testicule de lgimoin 4gé de 3 mois
aprescoloration de trichrome Massonau grossisseth@t0).

Pg SpermatogonieST :Spermatocyte SPr : Spermatide rond;B: Lame basale ;

CS: Cellule de SertoliCL : Cellule de Leydig Lum: Lumiere;CPT: cellules péritubulaires.
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1.2.1.2. Etude histologique des structures testiaites des lapins traités

Les structures histologiques des tubes séminifdesslapins agés de 12 semaines
traités par I'huile essentielle de la sauge offilgna une seule dose et a deux doses
(40Qul/Kg) présentent une lumiére réduite par rapportt@moins, avec un nombre des
spermatides rondes plus important, et 'appariti@s lers spermatides allongés dans un
nombre trés réduit de tube séminifere (Figure 43) A

Pour le lot traité par I'huile essentielle de laiga officinale a la troisiemes dose
(40Qul/kg) il ya absence de la lumiere et apparition nd'oombre plus important de
spermatides allongés par rapport a une seule dasel@ux doses (4Q0kg) dans quelques
tubes séminiféres ce qui signifie que la troisienhese est plus efficace que la premiere et la

deuxieme dose (Figure 43 C).

Figure 43: Coupe histologique au niveau de testicule denlppépubere traitépar I'huile essentielle de la
Sauge officinale aprés coloration de trichrome Massau grossissement (10*40).

ST : spermatocyteSPg ;spermatogonie SDd : spermatide allongd;um: lumiére ;LB : lame basale;
CS: cellule de Sertoli

A : Lapin traité par I'huile essentielle de la Saugicofale & une seule dose 4MBg; B: Lapin traité
par I'huile essentielle de la Sauge officinale andelose 400l/kg, C: Lapin traité par I'huile

essentielle de la sauge officinale a trois do86ukkg
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1.2.2. Etude histologique des structures épididymeads
1.2.2.1. Etude histologique des structures épididyaires des lapins témoins

La structure histologique de I'épididyme des térsai@vele un épithélium prismatique
pseudostratifié qui est constitué par des cellbéssmles reposant sur une lame basale ainsi que
de cellules principales abondantes présentantiadusniere des stériocils. Le tissu conjonctif

intertubulaire est formé de cellules musculaires,filroblastes et de vaisseaux sanguins
(Figure44).

Figure44: Coupe histologique au niveau de I'épididyme dénla@moin agé de 3 mois apres
coloration de trichrome de Massson au grossisse(ter0).

LB: Lame basal€B : Cellule basaleCP: Cellule principale EP: Epithélium.

A : lapin témoin du premier loB,: lapin témoin du deuxiéme lotG : lapin témoin du

troisieme lot.

1.2.2.2. Etude histologique des structures épididyaires des lapins traités

L’'observation microscopique des structures épidialyes des lots traités par I'huile
essentielle de la sauge officinale montre queuled épididymaires sont bordés par une paroi
musculaire adhérée a un épithélium pseudostragifismatique, présentant des stériocils plus
grandes et plus nombreuse chez ceux traités agiscdoses par rapport & ceux traités par
deux et une seule dose. La lumiére de ces tubesasué par la présence de secrétions

52



Chapitre IV Résultats et Discussion

indiquant le déclanchement de l'activité sécrétrites cellules épithéliales épididymaire
(Figure 45).

Figure 45: Coupe histologique au niveau de I'épididyme d’upifaprépubere traité par
I'huile essentielle de la Sauge officinale aprébmaion avec le trichrome de Massson au
grossissement (10*40).

Lum: lumiere;LB: lame basaleCP: cellule principaleTC: tissus conjonctif;SE: sécrétions
épididymairesEP: Epithélium.

A : Lapin traité par I'huile essentielle de la Saugkciofale a une seule dose 4MMkg. ; B:
Lapin traité par I'huile la Sauge officinale a daidbses 40@/kg. , C. Lapin traité par I'huile

essentielle de la Sauge officinale a trois dos€al4y.
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2. Discussion

La présente étude porte sur I'effet de I'huile aislie de la sauge officinale sur le
poids corporel et gonadique ainsi que sur les tsires testiculaires et épididymaires chez les
lapins de la population locale prépubéres
2.1. Parametres macroscopiques

La croissance pondérale d'un animal est un caeceéxtrémement variable en
fonction des facteurs génétiques, alimentaires@r@annementaux (Piles at., 2003). Aprés
la naissance de la régulation de la croissance graled chez le lapin n’attient la pleine
efficacité qu’au bout de 100 jours (Vézinhet, 1968)

Les résultats des parametres macroscopiques (s porporel, le poids et volume du
testicule et d’épididyme ainsi que le poids relatif testicule et d’épididyme) obtenus
montrent que les lapins traités par I'huile esgdlietide la sauge officinale ont des valeurs plus
élevés que ceux des témoins d’'une part, leurs ral@oyenne sont plus élevées a la fin de
'expérimentation d’autre part.

Selon et Nantia &l. (2007) Soy etl. (2016) I'administration de I'extrait éthanolique
de feuilles deMentha piperitapendant 60 jours et I'extrait de methanol Bieella alba L
pendant 30 jours chez le rat méale accroit le paaigporel des animaux avec le temps.
Les résultats concernant le gain de poids sontlames a ceux des études antérieures
sur la supplémentation des régimes de poulet dig ahac des huiles essentielle d’Origan,
Romarin, Sauge et Lavande (Algickadt, 2003 ; Alcick etal., 2004; Botsoglou edl., 2004 ;
Bozkurt etal., 2009 ; Bozkurt eal., 2012).

D’aprés Garcia Tomas atil. (2007), l'augmentation du volume testiculaire est
probablement liée a la prolifération cellulaire miveau des tubes séminiféres suite a une
augmentation importante de la testostérone plagomeatEn outre Castro at, (2002); Samia
etal., (2005) ont montré que la testostérone est nécegsairr lancer la spermatogenese a la
puberté et pour I'entretien de ce processus clezlte.

L’administration de I'huile essentielle de la S&tegSaturjakhuzestanigaa provoqué
une augmentation significative du poids épididymaifHaeriSulmaz etal.,, 2006).
Nos résultats corroborent avec ceux obtenus pasdkest Zaatri (2018) qui ont montré que
'administration de I'huile essentielle de la sawjicinale induit une augmentation du poids
et volume épididymaire chez les lapins prépubébeEs.méme ceux obtenus par Yayaoui
(2018) montrent que I'administration de I'huile esselle Menthe poivrée pour les lapins
agées de 3 mois induit une augmentation du poiddid@pnaire en fonction de la dose

administrée. Cependant, Kumar (2008) n'a obsencirsu changements significatifs au
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systeme reproducteur apres l'utilisation a courhéede la Menthe verte, mais l'utilisation a
long terme a causé des dommages irréversibles aystme, tels qu'une diminution

significative du poids des vésicules séminalesdidpimes, testicules et prostate avec
changements histopathologiques significatifs dasstissus.

2.2. Parametres microscopiques

Les variabilité microscopiques comme l'apparitioa sbermatides allongées et de
spermatozoides dans les tubes séminiferes, le ttmnié nombre et la taille des cellules
interstitielles et germinales ont été utilisées pwmmindicateurs de maturité sexuelle
(Schinckel etl., 1983; Tegegne etl., 1991).

La structure histologique des testicules et dedidyaines des lapins prépuberes traités
par les huiles essentielles de la sauge officingeésenté des modifications par rapport aux
témoins. En effet, des spermatides allongées aigpard dans les structures histologiques des
tubes séminiferes des animaux traités par I'hugsestielle, alors que la spermiogénése
s’arréte chez les témoins au stade spermatide ro¥tlide histologique des structures
épididymaire des lapins a montré la présence dpithéium prismatique pseudostratifier
constitué de cellules basales reposant sur une t@asae ainsi que des cellules principales
abondantes présentant vers leur lumiere des stéramnt le nombre et la hauteur sont plus
important chez les traités par rapport au témaiadumiére des tubes épididymaires chez les
traités présente des sécrétions alors qu’elleigstchez les témoins.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bashady(2007), qui ont montrés que
'administration de 300 mg/kg d’un extrait aquewedNigella sativa pendant 60 jours chez les
rats, induit une augmentation du poids des orgas@®ducteurs ainsi que I'épaisseur et le
diamétre des tubes séminiferes et stimulation dueldppement des spermatogonies,
spermatocytes primaires et secondaires, spermatgfgEymatozoides libres, densité du
sperme, activité sécrétrice des veésicules séminglede la prostate ainsi que le temps
d’excitation. Ces variations seraient probablemehtes a une augmentation des
concentrations des hormones responsables de laasjogenese, LH, FSH et la testostérone.

Selon Haeri etl. (2006), I'huile essentielle de la sarriette (SKEShatureja khuz
estanicaessential oil) a un effet sur la fertilité des naudles a des doses de 150, 225mg/kg en
induisant une augmentation du nombre des spermaEgyo des spermatides,
des cellules de Leydig et des spermatozoides @unsne hypertrophie des cellules de Sertoli,

accompagné de I'augmentation des hormones la F&Heagtostérone.
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Cependant l'augmentation des androgenes est cadirpar I'augmentation du
nombre de spermatocytes et de spermatides obsgreédes groupes traités, car ces stades
sont compléetement dépendants des androgenes (Dgim379).

Selon Agarwal etl. (2012), I'éthanol de l'extrait déalendula officinalisaltere la
fertilité des rats traités pendant 60 jours auxedade 150, 250 et 500 mg/jour en induisant
une diminution significative de la motilité et lamkité des spermatozoides dans la queue de
I'épididyme et du poids des organes reproducteurs.
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Conclusion

Au terme de notre travail sur les effets de I'h@isentielle de la sauge officinale sur
la structure testiculaire et épididymaire des lapimales prépubéres de la population locale,
nous avons constaté que cette I'huile a engendeSentbdifications sur les parameétres
macroscopiques (poids corporal, poids et volumetictdaire et eépididymaire) et
microscopiques.

En effet, la valeur des différents parametres nsoique étudies (poids corporal,
poids et volume testiculaire et épididymaire) sl élevé chez les lapins traités par I'huile
essentielle de la sauge officinale par rapporttémoins, ainsi que les lapins traités par trois
doses sont supérieure a ceux traités par deux dosee seule dose.

Sur le plan histologique, les structures testicatiet épididymaires des animaux
traités par I'huile essentielle de la Sauge offitgnsont plus développés par rapport a ceux
des témoins, aux niveaux testiculaires cette himitkiit 'apparition des %° spermatides
allongées dans quelques tubes séminiferes dontomebme est plus grand a la fin de
'expérimentation. Tandis qu’aux niveaux épididyreai il y'a apparition de sécrétions
épididymaires dans la lumiére des tubes et un @pith prismatique pseudostratifié riche en
stériocils.

De ce fait, il semblerait que I'huile essentielle ld sauge officinale utilisée aurait un
effet positif sur le développement des structuresagdiques et la fertilité des lapins males
prépubéres.

Afin de compléter cette recherche, il serait dendrmtérét de réaliser cette étude dans
un temps plus large et des doses plus élevéenseifactif plus grand, renforcer cette étude
par une étude histomorphométrique pour étudieeteds de I'huile essentielle de la sauge
officinale sur le diametre des tubes séminiferessi ajue la hauteur des cellules épithéliales,
analyser la semence pour identifier les effets digechuile sur la fertilité, étudier les
variations hormonales (testostérone, FSH et LHg etosage des parameétres biochimiques
pour appuyer les résultats obtenus, ainsi que iéleefte étude en utilisant d’autres huiles
essentielles des plantes locale.

Enfin des études précliniques et des essais cbsighez 'homme sont nécessaires

pour trouver une place possible dans les théra@gsroubles de la fertilité.
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Annexe 1 : Fiche technique d’histologie
Fiche technique N° L

Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)
Broyer a froid dans un mortier :

ACELALE UE CUIVIE ..ooveeeeeeeiieiiie e e e e e e e 250
BEau distillée ... 100
Agiter puis ajouter peu a peu :

ACIdE PICHQUE. ... e 49

Le liquide se conserve indéfiniment.

Filtrer apres compléte dissolution et ajouter :

Formaldhéhyde 36- 40% (en solution saturée)...................... 10ml
Acide acétique cristalisable................ccoeiiiiiiiiiiiiiiee 1ml

Fiche technique N° 2 :

Eau gélatinée de Massof(MARTOJA et MARTOJA, 1967).

Gelatine €N POUAIE .....ccceiiiiiiieiieees et eeereeeaeaeeeeaaaaaaaans 0,1 &d,

EaUu diStillEe ..o 0QLml

Verser la poudre dans I'eau distillée et laissaflgo pendant un moment puis tiédir sur une
platine chauffante.

Conservation limitée.

Fiche technique N° 3 :

Trichrome de Masson(MARTOJA et MARTOJA, 1967)
Mode opératoire :
Les coupes déparaffinées hydratées passent swerassit dans :

L’hématoxyline de Groat. .............eeeeeesommmmeevvvvnnnnnnnneennn 3 minutes.
Lavage a l'eau Courante ...........cceeeeeeeeeeeeeieeeeeinieieeeeeeeennn 5 minutes.
Mélange fuchsine ponceau............cccoveeeeeeeeeieeeeeeeiiiinnns 5 minutes.
Eau aCltifilEe @ 190 .....evvvvvvenniieee e e e e e e e e eeeeeeeaannnanns Rincage.
Orange G ..oooeeeeiiieiiee e 5 minutes.
Eau aCltifilEe @ 190 ....oevvvvreeiiieeeee e e e e e e e e eeeeeeeeannanens Rincage.
VeIt JUMIIE .oovvviiiiiiieie et 5 minutes.
Eau acetifiee @ 190 .......coooeiiiiiiiiies e Rincage.

Ensuite les coupes sont déshydratées et montdesuene de Canada.

Résultats :
Les noyaux sont colorés en brun noir.
Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.
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Hématoxyline de Groa{lMARTOJA et MARTOJA, 1967) :
Préparation a froid :

Premiére solution : Acide sulfurique concentré..................... 0,8 ml
AlUN e TeI . 1lglE
QIS .. 0.6
Deuxiéme solution :

HEMAOXYIINE ... 0,5¢g
AICOOI @ 95 .t 50 ml

Apres dissolution, mélanger les deux solutionsski reposer pendant une heure et filtrer.
Se conserve pendant trois mois environ.

Mélange fuchsine acide poncea(MARTOJA et MARTOJA, 1967) :
Préparation a froid :

FUCNSING ACIAE ......coo e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaeeees 0,19
PONCEAU ...t ettt e e e e e ees 0,2gu
(0 1153 111 =T = S PPPPPPPPPRRRPRR 0@Bml
Apreés dissolution ajouter :

ACIHE ACALIQUE ...ooeveiiiieeeeceee e 0,6 m

Conservation illimitée

Orange G MARTOJA et MARTOJA, 1967)

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique................ 3 ab5gEau
(0 153 111 =T = S PPPPPPRPPRRRPRR 0aml Orange
S 29

Conservation illimitée

Vert lumiere (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

RV 0 00 1= = 19
Eau distillée ... 100
ACIHE ACALIQUE.......i it e e 0,2 ml

Conservation illimitée.



Résumé

Cette étude porte sur les effets de l'huile esshatide Salvia officinalissur des parametres
macroscopique (poids corporel, poids et volumeiddsire et epididymaire) et microscopique
(études histologique) du lapin méle prépubere @ppant a la population locale. Notre étude porte
sur 30 lapins répartis en 2 lots différents, untéahoin et 1 lot expérimental traités par I'huile
essentielle de la Sauge officinale a la dose degdfB@). Les animaux ont été pesés puis traités par
cette huile essentielle par voie orale tous leg pars a la méme dose. Tous les cing jours, H$api
témoins et traités (avant de recevoir la prochdse) ont été sacrifiés et disseques, les testietle
épididymes ont été prélevés, dégraissés, pesédixéssdans la solution de Bouin Holland pour
effectuer une étude histologique. Les résultaterals montrent que les paramétres macroscopiques
sont plus élevés chez les lapins traités par ra@por témoins, avec des valeurs plus importantes
chez ceux qui sont traités par trois doses (40kgujpar rapport a ceux qui sont traités par deux
doses (400 pl/kg) et une seule dose (400 ul/kgpe@@ant, Sur le plan histologique la Sauge
officinale induit une variabilité microscopique ionpante chez les lapins traités par les trois doses
tels que I'apparition des™ spermatides allongées dans quelques tubes sémiident le nombre
est plus grand respectivement chez les lapingsraitirois doses puis a deux doses puis a une seule
doses par rapport aux témoins. Tandis qu’aux nivépididymaires il y'a apparition des sécrétions
épididymaire dans la lumiere et avec un épithélprirematique pseudo stratifié riche en stériocils.
Ces résultats suggerent que 'huile essentiella dauge officinale utilisées aurait un effet gbsit
sur la fonction reproductrice masculine (développeindes testicules et épididymes), la
spermatogeneése et sur la fertilité des lapins npakgsubéres.

Mots clés: huile essentielle, Sauge officinale, testiculejdiélyme, lapin male prépubere,
reproduction, fertilité.

Abstract
This study looks at the effects of Salvia officisagssential oil on macroscopic parameters (body

weight, testicular weight and volume and epididynaald microscopic (histological studies) of the
prepubertal male rabbit belonging to the local pafpon. Our study concerns 30 rabbits divided
into 2 different batches including ONE batche colstand ONE experimental batche treated with
the essential oil of Sage officinalis at three extive doses of 400 ul/Kg. The animals were
weighed and then treated with this oil essentiallprOne week after administration of each dose,
the rabbits were sacrificed and dissected, thiéckes and epididymides were removed, defatted,
weighed and then fixed in Bouin Holland's solutimn histological study. The results obtained
show that the macroscopic parameters are highéreated rabbits compared to controls, with
higher values in those treated with three dose8 (dkg) compared to those treated with two doses
(400 pl/kg) and a single dose (400 ul/kg) . Howewvastologically Sage officinalis induces
significant microscopic variability in rabbits tted with the three doses, such as the appearance of
the first elongated spermatids in some seminifertulmiles, the number of which is greater
respectively in rabbits treated with three dosemntlwith two doses then with a single dose
compared to the controls. While at the epididymalels there is appearance of epididymal
secretions in the lumen and a pseudostratifiednoodu epithelium rich in sterocils. These results
suggest that the essential oil of sage officinaked would have a positive effect on the male
reproductive function (development of the testides epididymides), spermatogenesis and on the
fertility of prepubertal male rabbits. Keywords:sestial oil, Sage officinalis, testis, epididymis,
prepubertal male rabbit, reproduction, fertility.

Keywords: essential oil, Sage officinalis, testis, epididgnprepubertal buck rabbit, reproduction,
fertility.



