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Introduction

La reproduction est I'ensemble des processus par lesquels une espéce se perpétue, en
suscitant de nouveaux individus. Elle implique la transmission des genes d'une génération a
l'autre aboutissant a la naissance d’un nouvel individu.

La fertilité masculine est en déclin depuis le début de 1’industrialisation en seulement
50ans, un probleme qui revient de la contamination en masse par des agents chimiques et de
métaux lourds (Carlsen, 1992) les effets de ses substances se manifestent sur I’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique par la perturbation de la sécrétion hormonale sur la
structure de 1’épithélium séminifere par altération de la spermatogénése, et sur la fonction
érectile et libido.

D’aprés Mnif et al., (2011) les métaux lourds provoquent des atrophie et dimorphisme
des testicules. L’acétate de plomb, peut causer des effets toxiques tels que des anomalies
lorsque I’homme est exposé a une plombémie supérieur a 400pg /1, ce qui en résulte que la
concentration en spermatozoide diminue ainsi la production de sperme est en chute causant
une hypofertilité d’aprés ’article publié par Kouassi-Konan, (2019). Une autre étude menée
par Massanyi et al. (2020) suggere que ’effet de 1’exposition a 800ug/L de plombémie induit
a une dégénérescence des cellules germinales, nécrose tubulaires et une altération de la
barriere hémato-testiculaire sans oublié une atrophie du testicule.

Les molécules bioactives dont les huiles essentielles, ayant des propriétés phyto-
ostrogénique, ont montré une efficacité dans I’amélioration de la fertilité, que se soit dans la
réparation cellulaire, cicatrisations, et régénération de tissus. Plusieurs études dont celle de
Abdou Said et al. (2022) ont prouvés que les huiles essentielles ont la capacité d’amélioré la
qualité et la fonction spermatique.

De par leur propriétés antioxydantes, les huiles essentielles peuvent neutraliser les
risques de stress oxydatifs induit par les perturbateurs endocriniens responsables des
dommages sur les cellules germinales du testicule (De Abrew et al., 2022).

Dans cette optique, notre travail consiste a mettre en avant les effets des huiles
essentielles de Géranium Rosat et Curcuma longa L contre les dommages testiculaires induits
par I’acétate de plomb

Cette étude se divise en trois grands chapitres, dont la premiére servant a rappeler les
notions de bases nécessaires a la compréhension de ce mémoire, la seconde porte sur le
matériel et la méthodes utiliser ainsi qu’une partie ou les résultats obtenues sont interprétés et
discuter, la derniére partie inclus la conclusion et les perspectives.



Chapitre I Anatomie et Physiologie testiculaire

1. Rappel anatomo-histologique
L’appareil reproducteur male (fig. 1) englobe I’ensemble des organes génitaux internes
non visibles et externe visibles (Kamina, 2000) assurant plusieurs fonctions, notamment la
production des gamétes males ou spermatozoides, leurs transport, leurs nutrition, leurs
stockage, ainsi que leur expulsion dans le tractus génital féminin durant 1’acte sexuelle
(Nguyen et Ferry, 2007).
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Figure 1 : Anatomie de I’appareil génital d’une souris male (Treuting et Dintzis, 2012).

1.1. Anatomie du testicule
Les gonades males (fig. 2) sont représentées par deux organes pairs ovoides qui se
situent au niveau du scrotum qui contient les testicules et leurs épididymes (Ramé et Thérond,
2007). lls sont recouverts par une pellicule fine résistante appelée albuginée (Bouharmouont
et al., 2014).
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Figure 2 : Schéma représentant une coupe transversale du testicule (Young et al., 2007).

Les invaginations de 1’albuginée forment des cloisonnements dans le testicule pour le
séparer en plusieurs lobules dont le nombre peut varier entre 200 et 300 (Widemaire et al.,
2013), renfermant chacun 3 a 4 tubes séminiferes (Kuehnel, 2003) en forme de boucle et, en
raison de sa longueur considérable, trés alambiqués, se repliant sur eux-mémes a I’intérieur du
lobule (Pawlina, 2023).

Les tubules séminiferes convergent vers un point de rassemblement, le rete testis, situé
au niveau du hile testiculaire ou médiastin testis (AL-Mamari, 2023). De Ia, cing a dix canaux
efférents, selon les especes, relient le rete testis aux conduits épididymaires (Saint-Dizier et
Chastant-Maillard, 2014), représentant les points de jonction entre le testicule et le milieu

externe (Seeley et al., 2003)

1.1.1. Enveloppes testiculaires
Il existe plusieurs enveloppes qui protégent les gonades du milieu externe (Ross et
Pawlina, 2010). La tunique vaginale, qui est formée de deux feuillets : le feuillet pariétal
(périorchium) et le feuillet viscéral (épiorchium), est séparée par la cavité séreuse. Cette
tunique représente un point de liaison entre le scrotum et le testicule (Sobotta, 2004).
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L’albuginée est une tunique qui couvre directement le testicule ; elle forme une
capsule fibreuse qui vient juste aprés la tunique vaginale et joue un role important dans la
protection du contenu testiculaire (Marieb et Hoehn, 2015). Le tout est recouvert par une peau
appelée scrotum qui posséde une musculature spécifique lui permettant de se contracter en cas

de choc physique ou thermique (Waugh et Grant, 2015).

1.2.Histologie testiculaire

Le testicule des mammiferes comprend plusieurs structures histologiques différentes
(fig. 3) : l'interstitium, dans lequel résident les cellules de Leydig productrices de testostérone
et le systeme vasculaire testiculaire, et les tubes séminiféres, qui contiennent les cellules de

Sertoli somatiques et les cellules germinales en développement (Goldberg et Zirkin, 2018).

L
|

Figure 3 : Coupe histologique de la section périphérique d’un testicule humain observer a bas
grossissement ( Pawlina et Ross, 2020).
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1.2.1. Compartiment tubulaire : Tube seminiféres
L’¢épithélium séminifére (fig. 4) est un épithélium complexe composé de deux
populations cellulaires : les cellules germinales a différents stades de développement des
spermatozoides ainsi que de cellules de Sertoli (Ovalle et Nahirney, 2013).
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Figure 4 : Structure histologique des Tubes seminiféres (Kierszenbaum et Tres, 2016).

Au niveau de la lame basale des tubules seminiféres se situent les cellules myoides qui
sont des cellules musculaires lisses qui assurant un réle important dans la propulsion des

spermatozoides vers I’épididyme grace a leurs contractions péristaltiques (Johnson, 1991)

1.2.1.1.Cellules de la lignée germinale
Selon Mescher (2021) les cellules de la lignée spermatogénique comprennent plusieurs
couches concentriques de cellules au niveau de I'épithélium germinal, leurs développent

commence a partir des cellules progénitrices jusqu'aux spermatozoides entierement formes.
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1.2.1.1.1. Spermatogonie

Les spermatogonies sont des cellules diploides qui résident a la périphérie du tubule
séminifere (Whitney et Suttie, 2018) en contact avec la membrane basale. Il existe deux
catégories : type A et type B (Zhang, 1999). Les spermatogonies de type A sont soit pales
avec un noyau légérement condensé, soit compactes avec un noyau condensé de réserve qui
servira de remplacement pour celles qui se sont déja divisées. Les spermatogonies de type A
se divisent pour donner celles de type B (Gartner et Hiatt, 2014) Ce sont un noyau ponctué
avec des taches hétérochromatines, ce sont celles qui donneront les spermatocytes | (fig. 5)
(Gartner, 2018). Les spermatocytes | sont des cellules de forme polyédrique deux fois plus
grandes que les spermatogonies, présentant un noyau de grande taille avec un aspect
extrémement variable (Van Lommel, 2003).
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Figure 5 : Photos d’un spermatocyte primaire observé au microscope électronique (Cui et al.,
2011).

La division des spermatocytes | donne lieu a des spermatocytes secondaires de petites
tailles rares dans les sections testiculaires car ce sont des cellules de courte durée qui ne
restent en interphase que tres brievement et subissent rapidement la deuxiéme division

meiotique aboutissant a la formation des spermatides (Mescher, 2010).
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1.2.1.1.2. Spermatides
Les spermatides sont des cellules haploides de petite taille, qui se situent prés de la
lumiére dans le compartiment, dont il existe plusieurs formes selon leur stade (Eroschenko et
Fiore, 2013). Les spermatides précoces sont des cellules rondes avec des noyaux pales qui se
forment en grappes vers la lumiére du tubule séminifére. Les spermatides tardives (fig. 6) sont
caracterisées par de petites tétes sombres, ovales a allongées, et de longues queues fines qui se
projettent dans la lumiére. Elles sont finalement libérées de 1’épithélium séminifére sous

forme de spermatozoides (Bacha et Bacha, 2012).

Figure 6 : Photo d’une téte de spermatides tardifs vue au Microscope électronique a

Transmission (X7500) entouré par une cellule de sertoli avec un noyau (N) recouvert par une
capsule acrosomial fine(A), un flagelle (F) émergeant du nucleus du coté opposé de
’acrosome sans oublier un amas de microtubules avec des filaments d’actines appelé

manchette (M) pour le transport des vésicules et mitochondries (Mescher, 2016)

1.2.1.1.3. Spermatozoides
Les spermatozoides sont des cellules (fig. 7) de petite taille qui se trouvent autour de la
lumiere des tubules. Le gaméte male est constitué de 3 parties différentes : la téte avec un
noyau condensé, une piéce intermédiaire remplie de mitochondries et un flagelle constitué de

microtubules permettant au spermatozoide de se mouvoir (Ovalle et Nahirney, 2008).

La téte du spermatozoide est ovale, aplatie, contenant un noyau dense et homogene
(Gartner et al., 2011) et une région acrosomique bien définie qui représente une couverture en

7
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forme de capuchon des deux tiers antérieurs de la téte. L'acrosome est représenté par le
complexe de Golgi et contient des enzymes hydrolytiques (Esteves et Miyaoska, 2015). Au
centre de la piéece intermédiaire, il existe une structure similaire au flagelle avec 2
microtubules centraux et 9 microtubules en ceinture pour former un complexe filamenteux
axial recouvert par 9 fibres fuselées qui sont entourées a leur tour par les mitochondries dans
une disposition hélicoidale (Eurell et Frappier, 2006). Enfin, le flagelle est la partie la plus
longue du spermatozoide avec une structure flagellaire et ciliaire, avec deux microtubules
centraux et d’autres filaments pour former un axe de filaments complexe (Aughey et Frye,

2001).
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Figure 7 : Schéma d’un spermatozoide mature avec ses différents compartiments (Karnov et
al., 2017).

1.2.1.2.Cellules de Sertoli
Les cellules de Sertoli sont des cellules pyramidales allongées (fig. 8) qui s'intercalent
entre les cellules germinales. Leur base repose sur la membrane basale de la gaine péri-
tubulaire et leur pole apical s’étend jusqu’a la lumicre des tubules séminifeéres. Leurs noyaux
sont situés au pb6le basal, de forme polygonale, souvent encochée, et présentent une

chromatine fine et un nucléole bien visible. Le cytoplasme de ces cellules est riche en
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réticulum endoplasmique lisse et en mitochondries, et peut également présenter des granules

et des sécrétions denses au cours de la spermatogenése (Lowe et Anderson, 2015).
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Figure 8 : Schémas d’une cellule de Sertoli et ses interaction avec les cellules de la ligné
germinal, REL : réticulum endoplasmique lisse et ; REG : réticulum endoplasmique rugueux
(Ross et al., 2002).

Les cellules de Sertoli sont le seul type de cellules qui ne se divisent pas dans les
tubules séminiferes, ou elles occupent jusqu'a 25 % du volume de I'épithélium séminifere.
Chague cellule de Sertoli entoure partiellement ou completement plusieurs douzaines ou plus
de cellules germinales auxquelles elles apportent un soutien structurel et biochimique ainsi
gu'une protection immunologique locale (De Kretser et al., 2016), conférée par la barriere
hémato-testiculaire. Cette derniére est constituée de jonctions spécialisées entre les cellules de
Sertoli adjacentes dans I'épithélium séminifére prés de la membrane basale (Cheng et Mruk,
2012; Lee, 2014).

1.2.2. Compartiment inter-tubulaire ou interstitiel
Autour de chaque tube séminifére se situe un tissu interstitiel contenant des fibres de

collagéne, des fibroblastes, des cellules du systeme immunitaire telles que les macrophages,
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des vaisseaux sanguins et lymphatiques autour desquels se regroupent les cellules
interstitielles de Leydig (Vasudeva et Mishra, 2014).

1.2.2.1.Cellules de Leydig

D’aprés Cormack (2001), les cellules de Leydig (fig. 9) sont les principales cellules
productrices de testostérone qui se regroupent et forment des flots autour des capillaires
sanguins au sein du tissu interstitiel. Elles sont de taille assez large avec des petits noyaux

ronds et un cytoplasme pale contenant des gouttelettes lipidiques contenant du cholestérol.
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Figure 9 : Photos de la structure interne d’une cellule de Leydig avec un cristal de Renke et

des gouttelait lipidiques représenté par le (L) et les fléchés (Ross et Pawlina, 2010)
2. Physiologie de la fonction testiculaire

La fonction testiculaire comprend deux mécanismes primordiaux assurant a la fois une
fonction exocrine et une fonction endocrine (Ramé et Thérond, 2007), incluant la production
des spermatozoides, appelée également spermatogenése (Waugh et Grant, 2004), et la

10
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production des hormones stéroidiennes, notamment la testostérone, qui permet le contrdle de

I’activité de I’appareil reproducteur et le comportement sexuel (Marieb, 2008).
2.1. Fonction exocrine : Spermatogenése

La spermatogénese correspond a I’ensemble des divisions et transformations
cellulaires qui aboutissent a la formation et a la libération des spermatozoides dans la lumiére
des tubules séminiféres. Il s’agit d’un processus complexe de migration des cellules
germinales. L’organisation générale de ce processus (fig. 10) est identique chez tous les
mammiferes et peut étre divisée en trois phases principales, dont chacune aboutit a la
production d’une catégorie distincte de cellules germinales (Saint-Dizier et Chastant-Maillard,
2014). Chez la souris, elle dure 35 jours, chez le rat 52 jours et chez I'homme 70 jours
(Treuting et al., 2017).
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Figure 10 : Schémas représentant les étapes de la Spermatogenese (Lowrie, 2020).
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2.1.1. Phase de multiplication

La spermatogenése débute a la puberté par la prolifération de cellules souches et
progenitrices qui vont entreprendre une phase de multiplication nécessaire. Ce processus va
engendrer plusieurs types cellulaires : il commence au niveau proximal du tube séminifere et
durant cette étape, la spermatogonie subit plusieurs changements de forme et une multitude de
divisions tout en gardant le méme nombre de chromosomes qui differe selon 1’espéce (chez
I’homme, c’est 46, XY) : la spermatogonie de type A se comporte comme une cellule souche
subissant la premiere division mitotique pour donner 2 cellules filles ; la premiére va
remplacer la cellule mére et la 2°™ sera les spermatogonies de type A pale qui vont continuer
la division pour donner des cellules de type B, ces dernieres se divisent encore pour aboutir
aux spermatocytes primaires qui se trouvent dans la région médiane du tube seminifere
(Mescher, 2013).

2.1.2. Phase méiotique

La phase méiotique concerne les spermatocytes primaires jusqu'a la formation des
spermatides. Au cours de ce processus, l'appariement des chromosomes, le croisement et
I'échange génétique ont lieu jusqu'a ce qu'un nouveau génome soit déterminé. La méiose
consiste en deux divisions successives pour produire quatre spermatides haploides a partir

d'un spermatocyte primaire diploide (fig. 11) (Sharma et Agarwal, 2011).

2.1.3. Phase de différenciation (spermiogénése)

A mesure que les spermatides se rapprochent de la lumiére du tubule, elles subissent
un processus de maturation élaboré, appelé spermiogenese (fig. 12), pour devenir des
spermatozoides matures (Ash et Morton, 2013). Selon (Kierszenbaum et Tres, 2019), quatre

événements majeurs caractérisent la spermiogenese :

e Le développement de l'acrosome.
e Le développement de la manchette.
e Le développement de la queue.

e La formation et la condensation du noyau de la spermatide.

Chacun de ces quatre événements représente une contribution significative a la fertilité

masculine et a la compréhension des causes de l'infertilité masculine.

12
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Figure 11 : Schemas représentant les étapes de la Spermiogénese (Sontakke, 2019).

La spermiation s'achéve lorsque les spermatozoides non mobiles sont relachés (queue
en premier) dans la lumiére du tube séminifere. Les spermatozoides restent immobiles jusqu'a
ce qu’ils arrivent vers 1'épididyme ou ils vont compléter leur maturation, gagnant leur aptitude
a féconder dans le systéeme reproducteur féminin par le phénomene de capacitation (Gartner et
al., 2002).

2.2.  Fonction endocrine : Stéroidogenése

Les gonades sont les principales productrices des androgenes sexuels, leurs sécrétion

se fait au niveau des cellules de Leydig (Barbara et al., 2014).
2.2.1. Nature des hormones testiculaires

La plupart des hormones testiculaires, notamment la testostérone, font partie de la
famille des hormones stéroidiennes avec des propriétés lipophiles métabolisées a partir du
cholestérol. Elles ne sont pas stockées, mais synthétisées en fonction des besoins. Leur
transport dans le sang se fait en se liant aux protéines plasmatiques comme la globuline et

I'albumine. (Despopoulos et Silbernagl, 2003).
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2.2.2. Les androgénes et leurs biosyntheses

Toutes les hormones stéroides sont produites a partir du cholestérol via une cascade
d'enzymes codées par des genes communs a tous les organes producteurs de stéroides
(Naamneh Elzenaty et al., 2022). La biosynthése testiculaire des androgénes est réalisée dans
les cellules de Leydig et, comme la surrénale, suit la voie classique A5 avec seulement une
contribution mineure de la voie A4 (Schiffer et al., 2018). Elle est médiée par I'importation de
cholestérol dans les mitochondries, qui est facilitée par la protéine régulatrice aigué
stéroidogéne (StAR) (Naamneh Elzenaty et al., 2022). L'enzyme de clivage de la chaine
latérale du cholestérol, CYP11A1 (P450scc), convertit ensuite le cholestérol en prégnénolone
(fig. 12). Cette derniére quitte les mitochondries par diffusion passive et toutes les étapes
ultérieures de biosynthése des androgénes se produisent dans le réticulum endoplasmique lisse

de la cellule (Lawrence et al., 2022).
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Figure 12: Synthese des androgénes dans les testicules (Schiffer et al., 2018).

Dans la voie canonique de la biosynthése des androgenes (fig. 13), la prégnénolone et
la progestérone sont converties respectivement en 170H-prégnénolone et 170H-progestérone
par l'activité 17a-hydroxylase du CYP17A1. L'activité 17,20 lyases du CYP17Al convertit
ensuite la 170OH-prégnénolone et la 170H-progestérone en DHEA et androsténedione,
respectivement. HSD17B3, qui est exclusivement exprimée dans les testicules, peut convertir
la DHEA en androsténediol, ou I'androstenedione en testostérone androgéne biologiquement

active (Lawrence et al., 2022).
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2.2.3. Mécanisme d’action des hormones testiculaires

Le mécanisme d'action des androgénes commence par la diffusion de la testostérone

ou de la dihydrotestostérone a travers la membrane plasmique des cellules cibles et se lie a

leurs récepteurs spécifiques AR au sein du cytosol, formant des complexes hormone-récepteur
(fig. 13) (Guyton et Hall, 2006 ; Gartner, 2018). Cette combinaison se lie & des points

specifiques des brins d'’ADN dans les chromosomes, ce qui active le processus de

transcription de genes spécifiques pour former I'ARNm, qui se déplace vers le cytoplasme, ou

il favorise le processus de traduction au niveau des ribosomes pour former de nouvelles

protéines (Hall, 2016).
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Figure 13 : Mécanismes d'interaction des hormones lipophiles stéroidiennes, avec les

récepteurs intracellulaires des cellules cibles (Hall et Hall, 2021).
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1. Régulation de la fonction testiculaire

La spermatogenese chez les mammiféres nécessite I'action d'un assortiment complexe
d'’hormones peptidiques et stéroides, chacune jouant un réle important dans le fonctionnement
normal de I'épithélium séminifere. Ces messagers hormonaux sont essentiels non seulement a
la régulation du développement des cellules germinales males, mais également a la
prolifération et au fonctionnement des types de cellules somatiques nécessaires au bon
développement du testicule (Holdcraft et Braun, 2004).

1.1.  Complexe hypothalamo-hypophysaire

Chez un animal adulte normal, la régulation de 1’axe gonadotrope (fig. 15) commence
au niveau des cellules neuroendocrines sécrétrices de GnRH, qui émettent une breve salve de
sécretions pulsatiles toutes les 90 minutes environ. La GnRH atteint I'antéhypophyse via les
vaisseaux portes hypothalamo-hypophysaires et déclenche la libération de LH et de FSH au

cours de chaque impulsion périodique (Widmaier et al., 2003).
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Figure 15 : Schémas de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique chez le male (Widmaier et
al., 2019).
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1.1.2.. LH et FSH

L’activité des deux gonadostimulines au niveau des testicules (fig. 16) est clairement
distincte : la LH régule la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig, et la FSH, par le
biais de récepteurs membranaires FSHR en synergie avec la testostérone, agit sur les cellules
de Sertoli (Rhoades et Bell, 2009). Cela entraine la sécrétion de la protéine de liaison aux
androgénes dans la lumiére du tubule séminifére afin d’augmenter la concentration locale de
testostérone sur le site de la spermatogeneése, et stimule aussi la sécrétion d'inhibine par les
cellules de Sertoli, qui exerce une rétroaction négative sur la sécrétion de FSH par

I'nypophyse antérieure (Kibble et Halsey, 2009).
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Figure 16 : Effets des gonadotrophines sur le testicule. L'hormone lutéinisante (LH) stimule
la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig. L'hormone folliculostimulante (FSH)
stimule la sécrétion de la protéine de liaison aux androgénes par les cellules de Sertoli dans la

lumiere des tubes séminiféres. (Kibble et Halsey, 2009).

1.2.  Rodle des androgénes testiculaires

La testostérone et ses derives (les androgénes Sa-réduits) produits au niveau
testiculaire sont responsables de I'initiation et du maintien des changements corporels associés
a la puberté chez I’homme, et sont parfois appelés stéroides anabolisants car ils stimulent la

croissance des muscles et d'autres structures (Fox, 2003).
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1.2.1. Testostérone

La testostérone est produite par la cellule de Leydig en réponse a une stimulation par
I'normone lutéinisante (LH) et agit comme un facteur paracrine qui se diffuse dans les tubules
séminiféres. Il n'y a pas de récepteurs fonctionnels pour les androgénes dans les cellules
germinales. Au lieu de cela, cette hormone diffuse dans les cellules de Sertoli, se lie a I'AR
présent dans le cytoplasme et le noyau pour initier les réponses fonctionnelles nécessaires au

soutien de la spermatogenese (Smith et Walker, 2014).

1.2.2. Dihydrotestostérone DHT

La concentration de testostérone dans le fluide des tubules séminiféres chez le rat est
supérieure d'environ un ordre de grandeur a la concentration de S5a-dihydrotestostérone
(DHT), le principal stéroide régulateur de la plupart des organes androgéno-dépendants de
I'appareil reproducteur masculin. Si les androgénes intra-testiculaires soutiennent la
spermatogenese par l'intermédiaire du récepteur des androgenes, la DHT, avec sa plus grande
affinité pour le récepteur des androgenes et sa vitesse de dissociation plus lente, devrait étre

plus efficace que la testostérone pour maintenir la spermatogenése (Zirkin, 1998).
2. Perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens sont des substances ou des mélanges de substances
externes qui altérent les fonctions du systeme endocrinien, entrainant des effets néfastes sur
un organisme intact, sa progéniture ou les sous-populations. lls peuvent interférer avec le
mécanisme d’action de certaines hormones naturels, ils imitent leurs actions en se fixant sur
les récepteurs hormonaux, ou géner ou bloquer le mécanisme de production ou de régulation
des hormones ou des récepteurs, modifiant ainsi les concentrations d'hormones présentes dans

I'organisme (Ricard, 2011).
2.1. Bisphénols

Les bisphénols, notamment le bisphénol A (BPA), sont des substances chimiques
largement utilisées dans la fabrication de matiéres plastiques et de résines. On les retrouve
fréguemment dans de nombreux produits de consommation tels que les bouteilles en
plastique, les boites de conserve et les recus de caisse. Ces composés suscitent des inquiétudes
car ils agissent en tant que perturbateurs endocriniens, ce qui signifie qu'ils peuvent perturber

le systeme hormonal du corps humain (Maxim et al., 2017).
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Ces substances ont des effets perturbateurs sur le systeme endocrinien et peuvent avoir
des consequences significatives sur la reproduction, notamment sur les gonades chez les
hommes, dont la diminution de la qualité du sperme, altération de la production hormonale,
dommages oxydatifs, perturbation de la spermatogenese, anomalies testiculaires (N'tumba-
Byn, 2013).

2.2. Les Phtalates

Les phtalates sont une classe de composés chimiques largement utilisés comme
plastifiants pour rendre les plastiques plus flexibles et durables. On les trouve dans de
nombreux produits de consommation courante, tels que les emballages alimentaires, les
jouets, les produits de soins personnels comme certain cosmétiques, et les matériaux de
construction. Comme les bisphénols, les phtalates sont également des perturbateurs
endocriniens et peuvent avoir des effets nefastes sur la reproduction chez I'nomme
(Muczynski, 2011)

Les phtalates peuvent interférer avec le systtme endocrinien de plusieurs manieres
dont I’imitation des hormones, inhibition des récepteurs hormonaux, altération des enzymes
hormonales, ils ont plusieurs effets néfastes sur la reproduction masculine, notamment sur la
fonction testiculaire et la qualité du sperme dont diminution de la qualité du sperme, altération
de la production hormonale en outre la réduction des niveaux de testostérone en interférant
avec la biosynthese des androgénes dans les testicules, cette exposition peut provoquer des
anomalies structurelles et fonctionnelles des testicules, y compris la dégénérescence des tubes
séminiféres, ou se produit la spermatogenese. Ces perturbateurs endocriniens peuvent
perturber la spermatogenese, le processus de production des spermatozoides, en altérant

I'expression des génes et des protéines impliquées dans ce processus (N’tumba-Byn, 2013).
2.3. Alkylphénols (nonylphénol)

Les alkylphénols sont une famille de composés chimiques utilisés principalement dans
la fabrication de détergents, de plastiques et de produits de nettoyage. Le nonylphénol est I'un
des alkylphénols les plus courants et est un sous-produit de la dégradation des alkylphénol
éthoxylates (APE), des tensioactifs couramment utilisés dans les détergents industriels et
domestiques, ainsi que dans les produits de nettoyage (Desportes, 2017).
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Le nonylphénol cible les cellules de Sertoli et de Leydig dans les testicules, perturbant
leur fonctionnement et affectant la reproduction masculine. Il réduit la capacité des cellules de
Sertoli a soutenir et nourrir les cellules germinales et induit un stress oxydatif, entrainant des
dommages cellulaires. En ce qui concerne les cellules de Leydig, le nonylphénol diminue la
production de testostérone, créant des niveaux hormonaux insuffisants pour une fonction
reproductive normale. Il perturbe également la signalisation hormonale entre les cellules de
Leydig et I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, affectant la régulation hormonale globale
( Naffrechoux, 2015).

2.4.DDT

L'exposition au DDT est associée a une altération de la spermatogenese, le processus
de production des spermatozoides dans les testicules (Marouani et al., 2017). Utilisé
massivement pendant et apres la Seconde Guerre mondiale pour combattre les insectes
vecteurs de maladies comme le paludisme et le typhus, le DDT est rapidement devenu un
pesticide de choix dans l'agriculture pour protéger les cultures des ravageurs. Les études
histopathologiques montrent que le DDT peut provoquer des changements structurels dans les
testicules, tels que I'atrophie des tubes séminiferes, la désorganisation des cellules germinales
et une augmentation de l'espace interstitiel (Selmi et al, 2015). Ces modifications peuvent

perturber la microenvironnement testiculaire, essentiel pour une spermatogenése efficace

Les especes réactives de I'oxygene (ROS) générées par I'exposition au DDT peuvent
causer des dommages oxydatifs a I'ADN des spermatozoides, affectant leur intégrité et leur

capacité a fertiliser I'ovule. (Migliaccio et al, 2019)
2.5. Métaux lourds

Les métaux lourds sont des éléments chimiques toxiques ayant une densité supérieur a
5g/cm3, ils proviennent de I’altération de la roche mais aussi de 1’activité humaine telles que

I’industrie, I’agriculture en grande partie (Marchand, 2004).

2.5.1. Acétate de plomb

Le plomb est un metal lourd largement utilisé dans les activités métallurgiques deés
I'Antiquité et redécouvert au moment de la révolution industrielle. 1l est également un polluant
environnemental, surtout dans les sols et I'atmosphére au voisinage des sites industriels

(fonderies, usines de fabrication et de recyclage de batteries...). Les poussieres et les peintures
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des habitats anciens et degradés, mais aussi l'eau de boisson et, a un degré moindre,
I'alimentation, sont des sources rémanentes, souvent insidieuses, d'exposition des populations
au plomb (Dolati et al., 2021)

2.5.2. Effet des métaux lourds sur I’organisme

Les métaux lourds considérés comme étant des perturbateurs endocriniens en raison de
leurs effets néfastes sur 1’organisme dont endocriniens et métaboliques, des troubles
neurologiques, hépatiques, rénales et cardiovasculaires, favorisant aussi I’apparition de

tumeurs (Bouthayna et al, 2022).
2.5.2.1. Effet du plomb sur le systeme neurologique

Les effets neurologiques du plomb consistent principalement en la diminution de la
vitesse de conduction des nerfs sensoriels et moteurs périphériques, compétition du plomb
avec le calcium et blocage des canaux calciques, inhibition de la Na+/K+-ATPase
membranaire, effets sur la transmission neuro excitatrice glutamatergique, en particulier sur
les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA\) ; la croissance, la différenciation et la survie
des neurones pourraient également étre indirectement altérées, du fait d’effets toxiques du

plomb sur les cellules gliales (Burbure et al, 2003 et Zayed et al, 2003).
2.5.2.2. Effet du plomb sur le systéme rénal

Les effets du plomb sur le systeme rénal sont bien documentés et incluent une
néphrotoxicité, une diminution de la filtration glomérulaire, une protéinurie, des Iésions
glomérulaires et tubulo-interstitielles, ainsi qu'une association avec la maladie rénale
chronique et I'nypertension. Ces effets sont observés méme a des niveaux d'exposition
relativement faibles et sont particulierement préoccupants chez les populations vulnérables
(Saka et al., 2011).

2.5.2.3. Effets sur la reproduction

Chez I'nomme et lI'animal, I'effet du plomb a été eévalué sur la spermatogenese par la
numération, la motilité, la forme des spermatozoides et leur pouvoir fécondant in vitro, sur la
fonction leydigienne (stéroidogenese) par la mesure des concentrations de testostérone et sur
le systtme neuroendocrinien (axehypothalamo-hypophysaire) par la mesure des
concentrations d'hormone lutéinisante (LH, luteinizing hormone) et d'hormone folliculo

stimulante (FSH, Foliculating stimulating hormone) (Ahmed et al., 2021)
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2.5.2.3.1 Toxicité testiculaire

De nombreuses études épidémiologiques montrent que le plomb perturbe la
spermatogenése. Apparition d’une oligospermie, une asthénospermie et une tératospermie ;
des modifications contemporaines des concentrations sanguines des hormones sexuelles sont
été plus inconstamment observées. Les cellules de Sertoli, qui soutiennent et nourrissent les
spermatozoides en développement, ainsi que les cellules de Leydig, responsables de la
production de testostérone, particulierement vulnérables a sa toxicité. Les dommages infligés
a ces cellules peuvent entrainer une dysfonction testiculaire générale, sans oublié que cela

entraine aussi le stress oxydatif (Gorbel et al., 2002) (Colborn et al., 2009).
4. Phytothérapie

Etymologiquement, le terme « phytothérapie » se compose en deux termes distincts «
phuton » pour plante et « therapeia » pour traitement, ce terme est d’origine grecque. La
phytothérapie fait appel a I’utilisation de préparation a base de plante, c’est une thérapeutique
destiné a traité des troubles fonctionnels et états pathologiques. Cette médecine traditionnel
s’appuie sur un savoir empirique transmit et enrichi sieécle apreés siccle. Ses facultés
thérapeutiques ne se limite pas uniqguement a traité des problémes de peau ou digestifs mais
aussi les troubles du sommeil mais encore certain composés de plantes ont des propriétés
anticancéreuses et contribue a la réduction de risques de certain types de cancer (Limonier,
2018).

4.1. Huiles essentielles

Une HE est une substance odorante et volatile, non grasse, extraite d'un végétal sous
forme liquide. Elle provient d'une sécrétion élaborée par certains végétaux et contenue dans
des structures spécialisées poils, poches et canaux sécréteurs. Selon I'HE, la totalité de la
plante aromatique, voire plus spécifiquement certains de ses organes seront sélectionnés pour

en extraire les composes aromatiques (Couic-Marnier et Lobstein, 2013).
4.1.1. Mode d’obtention des HE

Il existe différentes méthodes permettant d’extraire 1’essence produite par les plantes
aromatiques. Parmi ces méthodes, la pharmacopée européenne n’en retient que trois pour

obtenir un produit qui pourra étre appelé huile essentielle : I’entrainement a la vapeur d’eau,
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la distillation séche pour les tiges et écorces dans un appareil approprié, ou par un procéde

mécanique adapté et sans chauffage pour les citrus (Boukhatem et al., 2010).
4.1.2. Composition chimique des HE

Les huiles essentielles sont principalement composées de terpénes qui comprennent les
mono-terpénes, les sesquiterpénes, les di-terpenes et tri-terpenes. Ces terpenes peuvent étre
encore classés en alcools, esters, aldéhydes, cétones et éther-oxydes. De plus elles peuvent
contenir des composés phénoliques dont ’eugénol, ou d’autres cOmposés aromatiques
(Fillatre, 2012).

4.2.3. Voies d’administrations

En fonction de différents facteurs, dont la pathologie a traiter, le patient, I’huile
essentielle utilisée, on aura recours a différentes voies d’administration. Dont la voie orale, la

voie cutanée, et la voie pulmonaire (Poudevigne, 2024).
4.2.4. Activités biologiques des HE

Les activités biologiques des huiles essentielles présentent des propriétés
antimicrobiennes, antifongiques, antioxydantes, anti-inflammatoires, elles peuvent étre
utilisés pour traités et prévenir les infections, et protéger les cellules contre les dommages
oxydatifs et soulager I’'inflammation. Ces dernieres peuvent aussi affecter la croissance et

développement des cellules cancéreuses (Amarti et al, 2010).
4.2.4.1. Antioxydant

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles se référent a leur capacité a
combattre les radicaux libres, nuisant aux cellules, grace a leur richesse en molécules
antioxydantes, essentielles possedent des propriétés antioxydantes par leur composition en
molécules antioxydantes telles que le thymol, le carvacrol, le y-terpinéne, le paracymene, le -
myrceéne, le linalol, le trans-p-farneséne, le chamazuléne, et 1'a-bisabolol. Ces composés
aident a protéger les cellules des radicaux libres, contribuant ainsi a lutter contre le

vieillissement cellulaire et 2 maintenir la santé de la peau et du corps (Bourkhiss et al, 2010).
4.2.4.2. Anti bactéeriens

Les huiles essentielles possédent des effets antibactériens puissants grace a des

molécules telles que le thymol, le carvacrol, le méthylchavicol, le citronellal, I'eugénol, le
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géraniol, le linalol, le menthol, le thujanol-4, 1'1,8-cinéole, les citrals, le citronellol, le
terpinen-4-ol, et le thymol, qui agissent en perturbant le métabolisme cellulaire des bactéries,
les empéchant de se développer et de se multiplier. Ces composes ont une action bactéricide
et bactériostatique, offrant une alternative naturelle pour lutter contre les infections et
renforcer le systéme immunitaire. Afin de bénéficier des bienfaits des huiles essentiels la voie
d’ingestion se fait par voie cutané, inhalation et diffuser a I’aide d’un diffuseur (Chraibi et al.,

2019)
4.2.4.3. Anti tumoral

Les huiles essentielles ont montré des capacités a aider a stopper ou ralentir les
métastases dans certains cas, ayant un effet direct sur la cellule cancéreuse, elle a un effet de
ralentir les métastases selon I’huile et ’individu. Certaines huiles essentielles ont montré des
effets inhibiteurs sur la croissance des cellules cancéreuses, la prolifération tumorale, et la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins nécessaires a la croissance tumorale (angiogenese)
(Balaya., 2014).

4.2.4.4. Bienfait des I’huiles essentielles sur la reproduction

Les huiles essentielles peuvent offrir divers bienfaits pour la reproduction masculine,
notamment en améliorant la qualité du sperme, en régulant les hormones et en augmentant la
libido. De plus, leurs proprietés antioxydantes neutralisent les radicaux libres, réduisent le
stress oxydatif et favorisent la régénération cellulaire, leur propriétés anti-inflammatoires
aident a réduire I'inflammation et a favoriser la guérison des tissus endommagés. Leurs effets
antimicrobiens peuvent prévenir les infections et favoriser un environnement sain pour la
régénération des tissus. Notons aussi les effets analgésiques et calmants peuvent réduire la
douleur et le stress, facilitant ainsi la réparation des tissus (Bouhdid, et al,. 2012).
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Modéle animal

Notre modéle correspond a des souris méles de souche BALB/c fournies par I’institut
pasteur d’Alger (fig.16).

Ce choix revient sur plusieurs critéres dont I’appartenance de ces animaux a la classe
des mammiferes d’une physiologie bien proche a celle de I’humain et aussi leurs petite taille

qui facilite la manipulation, le logement et le suivit...

Figure 16 :Photographie d’une souris BALB /C
(Original, 2024).
1.1.2. Huiles essentielles
Les HE sont des mélanges de substances volatiles, des extraits aromatiques contenus
dans certains organes de certains végétaux que 1’on regroupe sous le terme de plantes
aromatiques. Il s’agit de produits odorants, de composition complexe et concentrée. Chaque

HE posséde des caractéristiques particuliéres en fonction de sa composition. (Poudevigne,
2024).

1.1.2.1. Huile essentielle de géranium

Les Pélargoniums sont issus de la famille des Geraniaceae. Sont des plantes herbacées

ou a tubercules (géophytes) ou encore des arbrisseaux, aux feuilles alternes et aux fleurs
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groupées en pseudo-ombelles (fig.19), majoritairement originaires d’Afrique australe (Couic-
Marinier et Laurain-Mattar 2018).

Figure 17 : Fleurs de Géranium Rosat (Pelargonium graveolens) (Quentin, 2023).

Selon Bachlin (2002), I'essence de géranium (fig.18) est obtenue par distillation a la
vapeur d'eau des parties herbacées fraiches ou légérement flétries de Pelargonium graveolens.
Elle varie en couleur du jaune ambré au jaune verdatre, avec une odeur caractéristique de rose

et une note mentholée variable. Utilisée en thérapeutique comme antibactérien, anti-
inflammatoire et antifongique.

; Ya ko}-','?;‘.‘.

Géranuim Rosd

Huile Essentielle

Figure 18 : Photographie représente un flacon de I’huile essentielle de géranium

(Original, 2024).
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1.1.2.2. Huile essentielle de curcuma

Curcuma longa L. appartient a la famille des Zingiberaceae, genre Curcuma. C’eSt une
plante persistante de 60 a 100 cm de hauteur, pourvue d’une tige courte et de longues feuilles
engainantes (fig 19.A). Les fleurs sont généralement jaunes et assemblées en épi. Le rhizome
est de couleur jaunatre a brun-jaunatre I’extérieur et jaune ou jaune orange a I’intérieur. Leur

odeur est aromatique, leur goQt chaud et 1égerement amer (fig 19.B) (Jourdan 2015).

Figure 19 : Plante de curcuma longa L . A :fleure dez curcuma ;B : rhizome de
curcuma longa L (Hombourgeur, 2010).

L’huile essentielle de curcuma longa L (fig. 20) produite par distillation a la vapeur
d’eau, les rhizomes produisent 2 a 7% d'huile essentielle, qui est rouge orangé et 1égérement
fluorescente. Ses constituants principaux sont un sesquiterpene, le zingibérene (25%) et ses
dérivés cetoniques : la turmérone (35%) et l'ar-turmérone (déhydroturmérone) (12%)
(Hombourgeur, 2010).

Figure 20 : Photographie d’un flacon de I’huile essentielle de curcuma (Original
2024).
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1.2. Matériel biochimique

Nous avons utilisé le DMSO dans notre expérimentation comme vecteur pour les
huiles essentielles a fin de facilité 1’absorptoon vue leurs proproétés hydrophobes. Ce
composé et trés bien absorbé par 1’organisme quel que soit sa voie d’administration, sa

distribution est large et il diffuse dans tous les tissus.
1.3. Autres matériels
1.3.1. Réactifs chimique

Notre expérimentation a nécessité 1’utilisation d’autres réactifs chimique telle que le
Bouin Holland, les alcools a différente concentration (70°, 96°, 100°), xylene, paraffine,

hématoxyline, €osine, Eukitt.
1.3.2. Appareils et autres

Microscope optique, microtomes, étuve, micropipette, balance, balance de précision,
flacons, seringues, pinces, ciseaux, bistouri, plateaux de dissection, cassettes d’inclusion,

moules a paraffine, Eppendorfs, lames, lamelles, gants, bavettes.

B: Seringue etepindorf .

C: Micropipette

Figure 21 : Photographies de quelques autres matériels utilisés dans notre expérimentation
A : Matériels de dissection ; B : Seringue et eppendorf ; C : Micropipette (Original, 2024).
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2. Protocole expérimental
L’expérimentation se déroule selon le protocole suivant
2.1. Pesée et suivie des animaux

Les animaux ont étaient entretenus dans des cages en plastique (fig.22), dans les
mémes conditions dont le cycle de lumiere obscurité 12h/12h, température de 19+2°C et

humidité 55.5+5% avec accés a I’eau et nourriture adlibidum.

Couvercle grillage

Abreuvoir

Nourriture

Cage

Figure 22 : Cage de logement des animaux (souris) (Originale, 2024).

Aprés une semaine d’acclimatation, les souris ont été séparées selon le traitement a
administrer en 4 groupes de 6 individus chacun (fig. 25), puis pesées chaque semaine afin de
pouvoir déterminer la quantité idéale d’acétate de plomb et d’huile essentielle a injecter

(injection intra péritonéale) pour chaque individu selon son poids mesuré a ’aide d’une
balance.
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Groupe 01:

* Lot temoin recevant du sérum physiologique pendant 28 jours.

Groupe 02 :

* Lot acétate de plomb recevant des injection d'acétate de plomb (20mg/kg)
pendant 07 jours.

Groupe 03:

* Lot acétate de plomb (20mg/kg) pendant 07 jours +huile essentielle de
géranium rosat (300ul/kg) pour le reste de I'experimentration.

Groupe 04 :

* Lot acétate de plomb (20mg/kg)+ huile essentielle curcuma longa L
(300ul/kg)

Figure 23: Représentation des groupes selon le traitement.
2.2. Sacrifice et prélevement d’organes

A la fin de I’expérimentation, toutes les souris ont été sacrifiées, puis disséquées. Les
organes ont été prélevés et pesés a 1’aide d’une balance de précision (fig.24) :

A: Photographie d’une souris B: Photographie d’'une balance a
disséque. précision

Figure 24 : Photographies : A : Souris disséquée ; B : Balance a précision (Original, 2024).
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2.3. Conservation des organes

Pour poursuivre notre étude, les testicules gauches ont été fixes et conservés dans du
Bouin Hollande pendant 5 jours a température ambiante, tandis que les testicules droits ont été

conservés a -20°C pour une étude ultérieure.
3. Etude histologique
3.1. Fixation

L’objectif est de conserver les structures cellulaires dans 1’état le plus proche de celui
présenté a 1’état vivant. Elle permet de prévenir 1’autolyse des cellules et la putréfaction du
tissu, et aussi de protéger les cellules des attaques bactériennes et enzymatiques. Elle doit se

réaliser immédiatement apres le prélevement.
3.2. Déshydratation et éclaircissement

Les organes fixés doivent étre déshydratés progressivement par passage dans une série
de bains d’éthanol a degrés croissants (70°, 90°, 100°) dans le but de substituer 1’eau contenue

dans les tissus.

L’éclaircissement se fait par bain de xyléne ; la paraffine est insoluble dans 1’eau et

I’alcool, mais soluble dans les hydrocarbures tels que le xylene.
3.3. Imprégnation

L’imprégnation est nécessaire pour réaliser les coupes ; elle se fait dans deux bains :
un premier bain intermédiaire contenant de la paraffine liquide et du xyléne en parts égales,
suivi d'un deuxieme bain de paraffine pure a 60°C (température a laquelle la paraffine est

liquide) pendant une heure et demie chacun.
3.4. Inclusion

Elle permet d’enrober les échantillons en paraffine pour la confection des blocs a
couper ; elle se fait dans des moules en acier inoxydable. Une fois 1’organe positionné (selon
le plan de coupe) dans le moule contenant une quantité de paraffine, on superpose la cassette

d’identification de 1’organe.
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Ensuite, un liquide de paraffine est coulé jusqu’a immersion pour garantir sa
circulation autour de tout 1’échantillon. Enfin, les moules sont posés sur une plaque
refroidissante pour accélérer la solidification de la paraffine afin de faciliter le démoulage des

blocs.
3.5. Réalisation des coupes

La confection des coupes se fait par microtome (fig.25), permettant d’obtenir des

coupes de 5 um a partir des blocs obtenus par inclusion.

Le bloc est placé sur le porte-objet du microtome de fagon paralléle a la lame. Ensuite,
des rubans de coupes sont coupés et placés dans un bain d’eau chauffée (20°C) pour faciliter

leur récupération sur des lames en verre qui seront ensuite destinées a la coloration.

Figure 25: Photographie du microtome (Leica) utilisé pour la réalisation des coupes
(Original 2024).

3.5.1. Déparaffinage et réhydratation des coupes

Le déparaffinage est nécessaire pour entamer 1’étape de coloration des échantillons. Il

se fait a I’aide d’une étuve a 60°C et consiste a €liminer la paraffine.

La réhydratation est ensuite effectuée par passage des lames dans 3 bains d’alcool a

concentration décroissante (100°, 90°, 70°), puis un ringage avec de 1’eau distillée.
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3.5.2. Coloration et déshydratation

La coloration histologique est utilisée pour mettre en évidence des caractéristiques
importantes du tissu, ainsi que pour différencier des éléments structurels du tissu par leur

couleur ou I’intensité de leur coloration (fig.26).

Le type de coloration effectué dans notre travail est la coloration hematoxyline-éosine.
Elle consiste en deux colorants : I’hématoxyline et 1’éosine, qui colorent respectivement le
noyau et le cytoplasme avec deux couleurs différentes. L hématoxyline est un colorant de
base qui colore les composants acides du tissu d’une couleur bleu violacé. L’€osine est un
colorant acide qui colore les composants tissulaires basiques d’une couleur rougeétre ou rose

éclatant.

03 bains d'alcool
(70°,96°,100°)
05 minutes

02 bains de xylene Eosine pandant
02 min chacun 02 minutes

une série de 03 bains
d'alcool
(100°,96°,70°)

02 min chacun

Rincage a I'eau
courante

05 minites

02 bains de xylene
05 minutes chacun

Rincage par 10 Hématoxyline
passage dans de I'eau pendant 03 minutes

montage des coupes

Figure 26 : Représentation du protocole de coloration des coupes histologiques a

I’hématoxyline éosine (Original, 2024).
3.6. Observation microscopique

L’observation des coupes est effectuée a 1’aide d’un microscope optique (Leica
DMLYS) (fig.27) équipé d’un appareil photo numérique qui permet d’observer les variations et

les modifications des structures histologiques.
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Figure 27 : Photographie du microscope optique Leica (Original, 2024).

4. Etude statistique

Les données issues de I’expérimentation sont saisies dans des tableaux Excel dont le

contenu sert a effectuer initialement des statistiques descriptives en utilisant :

e Le test de Student pour comparer les moyennes des 04 groupes.

e L’ANOVA (analyse de variance unidirectionnelle) pour comparer les variables du

poids vif et du poids des organes. Les résultats des variables continues sont

représentés sous forme de moyennes + écart type.

L’analyse des données statistiques a été réalisée a 1’aide du logiciel statistique « R »

version 4.4.0 et les valeurs de probabilité « P » sont interprétées comme suit :

e Sip>0.05:
e Sip<0.05:
e Sip<0.02:
e Sip<0.01

La différence est non significative.
La différence est peu significative.

La différence est significative.

: La différence est tres significative.

e Sip<0.001: Ladifférence est hautement significative.
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1. Résultat
1. 1. Résultats macroscopiques

Les résultats macroscopiques comprenant les poids corporels des souris et les poids de

leurs organes reproducteurs prélevés.
1.1.1. Poids corporels des souris

Les pesées ont été faites chaque début de semaine durant I'expérimentation. Le graphe
représente les valeurs moyennes des poids corporels totaux des souris des différents lots (T ;
LA ; LAG ; LACUR).

D’apres le graphe, (fig,28) la valeur maximale est notée pour le lot qui a recu des
injections d’acétate de plomb (20mg/kg) seulement pendant une semaine, qui est de 32.10 *
2.259 par rapport aux autres lots. Le lot témoin a une valeur de 31.77 + 2.75¢, le lot LAG est
de 30.83 + 2.75q, et le lot LACUR montre la valeur minimale de 28.01 + 2.48g.

La valeur moyenne du poids corporel des souris traitées a 1’acétate de plomb (20mg/kg)

est élevée en fonction de la dose administrée avec une différence tres significative (p<0.05).
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Figure 29 : Poids corporels des souris de chague groupe. T : souris group témoin injecté avec
de I’eau physiologique ; LA : souris traitées avec 1’acétate de plomb (mg/kg) ; LAG : souris
traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de germanium (300ul/Kg) ;
LACUR : souris traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de curcuma
(300ul/KQ).
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1.1.2. Poids testiculaire
1.1.2.1. Poids moyen des testicules

Les valeurs moyennes des poids des testicules du lot LA sont les plus élevées
0,255+0,0339g par rapport au lot T 0.194+ 0,0299 ; les valeurs moyennes des testicules du lot
trait¢ a 1’huile essentielle de géranium se rapproche du lot acétate de plomb avec une valeur

de 0,23+ 0,077 ¢

Les valeurs moyennes des testicules des souris du lot traité a I’huile essentielle de
curcuma longa L a 300ul/kg sont approximatives avec celle du lot témoin avec une valeur de

0,196+ 0,065 g.

Selon le graphe (fig,29) les valeurs moyennes des testicules droits sont plus élevées

que celle des testicules gauches, avec une différence non significative (p>0.05)
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Figure 30: Poids moyens des testicules totaux des 4 groupes. T : souris groupe témoin
injecté avec de I’eau physiologique ; LA : souris traitées avec I’acétate de plomb (mg/kg) ;
LAG : souris traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de germanium
(300ul/Kg) ; LACUR : souris traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de
curcuma (300ul/Kg).
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1.1.2.2. Poids testiculaire relatif
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Figure 31: Poids relatif des testicules totaux des 4 groupes. T : souris groupe témoin injecté
avec de I’eau physiologique ; LA : souris traitées avec I’acétate de plomb (mg/kg); LAG :
souris traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de germanium (300ul/Kg) ;
LACUR : souris traitées avec acétate de plomb (mg/kg) + huile essentielle de curcuma
(300pl/Kg).

Les valeurs moyennes des poids relatifs (fig,30) testiculaires du lot témoin sont les plus
basses avec une valeur de 0,65 = 0,091g; alors que les valeurs des testicules sont
approximativement identiques pour les lots LA et LACUR avec 0,65 + 0,075¢g. La valeur la
plus haute est celle du lot LAG avec une valeur de 0,70 £ 0,231g. Aucune valeur significative

n’a été enregistrée dans tous les lots (p>0.05).

2. Résultats microscopiques

2.1. Lot témoin
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Figure 32 : Coupe histologique transversale du testicule d’une souris témoin aprés coloration
a I’Hématoxyline Eosine observé sous microscope photonique A : grossissement (10x10).
L : lumiere ; TS : tubes séminiferes ; El : espace interstitiel (Photos original). B :
grossissement (10x40), L : lumiere ; TS : tube séminifére ; LB : lame basale ; EI : espace
interstitiel EG : épithélium germinatif organisé ; SPG : spermatogonie ; SPC :
spermatocyte ; SPZ : spermatozoide.

L’observation des coupes histologiques des testicules des souris témoins traitées juste
avec du sérum physiologique montre des tubes séminiferes serrées, avec des lumiéres réduites.
Au niveau de 1’épithélium des tubes séminifeéres témoins, on observe les différents stades de
la spermatogenese, avec des spermatogonies a noyau rond et condensé en périphérie, des
spermatocytes | et 11 de plus grande taille, avec des noyaux volumineux parfois en mitose, des
spermatides plus petites, et aussi des spermatides allongées situées vers I’intérieur des tubes et

enfin, des spermatozoides vers la lumiére des tubes.

Ils sont entourés d’un tissu conjonctif appelé intertubulaire ou on observe des cellules

de Leydig.

2.2. Lot Acétate de plomb

Figure 33 : Coupe histologique transversale du testicule d’une souris traité avec de

I’acétate de plomb apreés coloration a 1I’Hématoxyline Eosine observé sous microscope
photonique A : grossissement (10x10). L : lumiere; TS : tubes séminiféres; LB : lame
basale ; El : espace interstitiel (Photos Original). B : grossissement (10x40). L : lumiére ;
TS : tube séminifere ; LB : lame basale ; EI : espace interstitiel ; EG : épithélium germinatif

désorganise.

38



Partie II1 Résultat et discussion

2.3. Lot Acétate de plomb + huile de géranium rosat

Les observations des coupes histologiques des testicules des souris traitées a 1’acétate
de plomb a une dose de 20 mg/kg montrent un désequilibre remarquable de la
spermatogenese, avec l'absence de certaines cellules de la lignée germinale dans différentes
régions de 1’épithélium des tubes. On observe également une lumiére trés large généralement
vide, ce qui correspond a I’absence de spermatozoides. Il y a une augmentation des espaces

intertubulaires, et certains endroits montrent des tubes séminiferes collés.

Figure 34 : Coupe histologique transversale du testicule d’une souris traitée avec de
I’acétate de plomb ensuit a I’huile essentielle de géranium rosat aprés coloration a
1’Hématoxyline Eosine observé sous microscope photonique, A : grossissement (10x10). L :
lumiére; TS: tubes séminiféeres; LB : lame basale; EI: espace interstitiel (Photos
Original). B : Grossissement (10x40). L : lumiére ; TS : tube séminifére ; LB : lame basale ;
El : espace interstitiel ; EG: épithélium germinatif ; SPG: spermatogonie; SPC:

spermatocyte ; SPZ : spermatozoide.

On observe que les tubes séminiféres reprennent progressivement leur état normal,
avec la réapparition des différents stades de la spermatogenése, y compris les cellules de
Sertoli. La lumiére des tubes est réduite par rapport a celle des tubes des souris traitées
seulement a 1’acétate de plomb, avec la présence de spermatozoides dans certains tubes et une

réduction des espaces inter tubulaires.
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2.4. Lot Acétate de plomb + huile de curcuma longa

Figure 35: Coupe histologique transversale du testicule d’une souris traité avec de 1’acétate
de plomb ensuit & I’huile essentielle de curcuma aprés coloration a I’Hématoxyline Eosine
observé sous microscope photonique A : grossissement (10x10). L : lumiére ; TS : tubes
séminifere ; LB : lame basale ; EI : espace interstitiel (Photos Original). B : grossissement
(10x40). L : lumiere ; TS : tube séminifére ; LB : lame basale ; EI : espace interstitiel ; EG :

épithélium germinatif ; SPG : spermatogonie ; SPC : spermatocyte ; SPZ : spermatozoide.

On observe aprés traitement avec I’huile essentielle de curcuma longa la reprise
progressive de 1’état normal des tubes séminifeéres ou on remarque aussi la réapparition des
différents stades de la spermatogenése, réduction de la lumiére avec présence des

spermatozoides dans certain tube et rétablissement de 1’espace inter tubulaire.
2. Discussion
2.1. Discussion des résultats macroscopiques

Dans cette étude, une valeur trés hautement significative a été observée dans le poids
corporel, le lot LA présentant la valeur de poids la plus élevée. De méme, (Abu-Khudir et al.
2023) Ont rapporté les résultats d'une expérimentation montrant une augmentation tres
significative chez le rat Wistar aprés une dose de 100 mg/kg d'acétate de plomb pendant 30
jours. Cette augmentation pourrait probablement étre induite par le stress oxydatif, qui
conduit a l'obésité par dysfonctionnement des adipocytes.

Une étude menée par Sudjarwo et al. (2017) indique que les dommages testiculaires
induits par le plomb sont attribués, au moins en partie, au stress oxydatif provoqué par les
toxiques. Leurs résultats suggeérent que le plomb stimule la formation de ROS, causant ainsi
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des dommages oxydatifs a divers tissus entrainant une perte des fonctions membranaires.

L'exposition a long terme au plomb augmente la peroxydation lipidique.

En ce qui concerne le poids testiculaire relatif et absolu, I'étude statistique n'a révélé

aucune valeur significative (p > 0.05).

Konan et al. (2017) Ont rapporté une augmentation significative du poids testiculaire
en fonction de la dose de 0.3% recue par eau de boisson (eau distillee + 0.3% d'acétate de

plomb) pendant 90 jours.

En revanche, Adibmoradi et al. (2015) ont constaté une diminution insignifiante du
poids net des testicules dans les groupes recevant du plomb (100 mg/kg/jour) par rapport aux

autres groupes.

Concernant l'effet de I'huile essentielle de géranium rosat, les poids corporels
présentent une différence trés significative (p < 0.05), tandis que les poids testiculaires ne
montrent pas de différence significative. De plus, la diminution du poids corporel et du poids
testiculaire par rapport au lot traité a I'acétate de plomb seul pourrait probablement étre due

aux propriétés anti-inflammatoires de I'HE de géranium rosat.

Le traitement a I'huile essentielle de curcuma longa L. donne comme résultat la plus
petite valeur de poids corporel par rapport aux autres lots. Changlek et al. (2022) ont observé
une augmentation significative du poids corporel des souris ayant recu de I'acétate de plomb
(100 pg/kg et 200 pg/kg de P.C) chez la souris.

Momeni et al. (2012) ont étudié I'effet protecteur de la vitamine E sur les paramétres
du sperme de rats adultes traités avec un polluant environnemental appelé paranonylphénol.
Dans leur étude, le poids testiculaire a augmenté de maniére significative dans le groupe traité
a la vitamine E par rapport au groupe témoin. Ils ont constaté que la vitamine E pouvait
augmenter I'épaisseur de I'épithélium germinatif et le nombre de spermatogonies et de

spermatozoides.

41



Partie 111 Résultat et discussion

2.2. Discussion des résultats microscopiques

D’apres les résultats obtenus de notre étude histologique, nous avons constaté que
I’administration intrapéritonéale de 1’acétate de plomb chez les souris males provoque des
dégats considérables au niveau testiculaire, représentés par de multiples altérations touchant
différentes parties de 1’organe, notamment des déformations des tubes séminiferes avec une
lumiere plus volumineuse, un déreglement total de la spermatogenése représenté par une

diminution des cellules germinales accompagnée par un nombre trés bas de spermatozoides.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Offor et al. (2019), ou les rats ont été
exposés a l’acétate de plomb par gavage pendant la durée de 28 jours, avec des photos
montrant des tubes séminiferes atrophiés avec tres peu de cellules germinales et un tissu
intertubulaire ne disposant que d’une petite quantité de cellules de Leydig. Une autre étude
faite par Zhao et al. (2023) avec une durée plus longue (12 semaines), a montré que 1’acétate
de plomb provoque de grands dégats sur la structure histologique des gonades et une nécrose

causée par une oxydation tissulaire intense.

L’¢étude histologique des structures testiculaires des souris traitées a 1’acétate de plomb
pendant une semaine puis par 1’injection quotidienne pendant trois semaines de 1’huile de
géranium rosat (300ul/Kg) montre un état structurel histologique normal, similaire au groupe
témoin, avec des tubes séminiféres et un tissu intertubulaire sans dégats apparents et un
processus de spermatogenése indemne avec la présence de toutes les cellules de la lignée
germinale. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Ben Slima et al. (2013) qui ont
expérimenté sur des souris albinos Swiss traitées avec la Deltaméthrine et un supplément oral
d’huile essentielle de géranium pendant 35 jours. Leurs résultats démontrent que le géranium
agit comme un suppresseur naturel du stress oxydatif, ce qui améliore significativement 1’état
des tubes séminiferes et favorise la qualité et augmente la quantité du sperme. Ces faits sont
encore plus étayés par Hamedi et al. (2018) sur des rats diabétiques. Le nombre de
spermatozoides et le diametre des tubes séminiferes étaient plus élevés. L'huile essentielle a
augmenté de maniere significative le nombre de spermatogonies, de spermatocytes primaires,
de cellules de Sertoli et de cellules de Leydig, avec de meilleurs résultats pour les doses plus
élevées. Il semble que I'administration répétée a court terme d'huile de rose puisse améliorer

les détériorations structurelles des testicules en fonction de la dose.
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Pour le dernier groupe de souris auquel on a aussi administré ’acétate de plomb
pendant une semaine, mais a la place de I’huile de géranium on a injecté de I’huile de
curcuma pendant trois semaines. Apres 1’observation des coupes histologiques, nous avons
constaté une rémission de I’état des tubes séminiféres et du tissu intertubulaire similaire aux
observations faites sur les souris du groupe LAG, donc un retour a I’état normal pour
I’histologie et la fonction testiculaire, incluant la production des spermatozoides et des
hormones sexuelles. Ceci est également présenté par 1I’¢tude de Sudjarwo et al. (2017), ou il a
¢été observé que I'intégrité morphologique des tubules séminiféres est préservée, indiquant que

les effets toxiques de I'acétate de plomb sur les testicules ont été réduits par la curcumine.

D’aprés Chandra et al., (2007), la curcumine (20 mg/kg) injectée chez des rats durant
26 jours a des effets antioxydants réparateurs qui limitent les dégats pouvant étre infligés par
le chrome sur le tissu testiculaire et sa fonction. Cela a également été constaté par (Singh et al.,
2012), ou ils ont injecté du chlorure de cadmium avec du curcuma a des rats albinos Swiss.
Aprés les observations, ils ont constaté que la curcumine avait des effets protecteurs qui

atténuent la reprotoxicité induite par les métaux lourds.
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Conclusion

Les travaux de recherche réaliser au cours de cette expérimentation auront permis de
mettre en évidence les I’effets des huiles essentielles géranium rosat et curcuma longa dans

la réparation des altérations testiculaire contre la reprotoxicité induite par 1’acétate de plomb.

Les résultats obtenus ont montré que les deux huiles utilisées ont induit une baisse du poids
corporel et du poids gonadique par rapport au lot traité avec acétate de plomb. Toutefois,

I’huile essentielle de géranium semble plus marquée que celle induite par I’huile de curcuma.

L’acétate de plomb a induit des altérations structurelles sur le testicule, qui se
manifestent par un rétrécissement de la surface épithéliale, une altération du processus de

spermatogengése ainsi qu’un espace intertubulaire plus large.

Cependant, les animaux traités par les huiles essentielles de géranium Rosat et de
curcuma Longa présentent une architecture saine des tubes séminiféres avec la présence de
tous les stades de spermatogenése, de la spermatogonie jusqu’au spermatozoide. Selon ces
observations, il semblerait que ces deux huiles aient une action réparatrice des dommages de

I’acétate de plomb sur la structure testiculaire.

Ces résultats indiquent que les deux huiles essentielles utilisées pourraient avoir un
effet positif sur les altérations induites par I’acétate de plomb sur la fonction testiculaire des
souris males, ouvrant la porte a différentes perspectives visant a compléter notre étude. Il
serait intéressant d’étendre la période du traitement par les extraits des huiles avec des doses
différentes et de prendre un effectif d’animaux plus large, ainsi qu’une étude de la fonction
épididymaire afin de voir I’effet des huiles sur la maturation des spermatozoides, suivie de
I’analyse de la motilité spermatique (spermogramme) dans le but de mieux déceler I’impact
des huiles essentielles sur la qualité du sperme. Il serait également pertinent de compléter
cette étude par une analyse des variations hormonales, consistant & doser les principales
hormones impliquées dans la reproduction (FSH, LH, testostérone). Enfin, une caractérisation
de ces huiles essentielles est nécessaire pour déterminer la molécule bioactive ayant induit
I’amélioration des organes reproducteurs cibles, et une étude histomorphométrique serait utile

pour une comparaison plus précise de I’histologie testiculaire.
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Annexes

Fiche technique N° 1 :
Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)

Broyer a froid dans un mortier :

Acétate de cuivre ............oeeeen.. 25¢g
Eau distillée........................... 100 ml
Agiter puis ajouter peu a peu : Acide picrique..........oovevviiniennannn. 4g

Le liquide se conserve indéfiniment.
Filtrer aprés compléte dissolution et ajouter :
Formaldhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml

Acide acétique cristalisable...................coooii Iml



Résumé

Ce travail a été réalisé dans le but de mettre en avant les effets des huiles essentielles de
Géranium Rosat et de Curcuma longa sur la toxicité testiculaire induite par I’acétate de
plomb. L’étude porte sur 24 souris adultes séparées en 4 lots différents : lot témoin (T), lot
(LA) acétate de plomb 20mg/kg, lot (LAG) acétate de plomb suivi de I’huile de géranium a
dose de 300pl/kg, et le lot (LACUR) acétate de plomb suivi de I’huile de curcuma. A la fin de
I’expérimentation, les animaux sont pesés pour mesurer leur poids corporel, puis sacrifiés et
disséqués. Les testicules ont été préleves et dégraissés, puis mis dans un fixateur pour
effectuer 1’étude histologique. Les résultats obtenus indiquent qu’il y a des variations dans le
poids corporel, notamment une baisse du poids chez les groupes traités avec ’acétate de
plomb et les huiles essentielles, en particulier le lot LACUR. Sur le plan microscopique, les
résultats montrent une altération de la structure histologique du testicule des souris traitées par
I’acétate de plomb, avec I’absence de spermatogenese. Le traitement des animaux expos€s au
métal lourd par les deux huiles a montré une réparation de la structure testiculaire, une
amélioration de I’état des tubes séminiferes et un rétablissement de la spermatogenese. Il
semblerait donc que les huiles utilisées ont contribué a I’amélioration de la fonction
testiculaire et par conséquent aidé a protéger la fertilité masculine.

Mots clés : Huiles essentielles, acétate de plomb, toxicité, testicule, fertilité masculine.

Summary

This study was conducted to highlight the effects of essential oils of Geranium Rosat and
Curcuma longa on testicular toxicity induced by lead acetate. The study involved 24 adult
mice divided into four different groups: control group (T), group (LA) receiving lead acetate
20mg/kg, group (LAG) receiving lead acetate followed by geranium oil at a dose of 300ul/kg,
and group (LACUR) receiving lead acetate followed by curcuma oil. At the end of the
experiment, the animals were weighed to measure their body weight, then sacrificed and
dissected. The testicles were collected, degreased, and placed in a fixative for histological
analysis. The results indicated variations in body weight, notably a decrease in weight in the
groups treated with lead acetate and essential oils, particularly the LACUR group.
Microscopically, the results showed an alteration in the histological structure of the testicles
of mice treated with lead acetate, with an absence of spermatogenesis. Treatment of animals
exposed to the heavy metal with the two oils showed repair of the testicular structure,
improvement in the condition of the seminiferous tubules, and restoration of spermatogenesis.
It appears that the oils used contributed to the improvement of testicular function and
consequently helped protect male fertility.

Keywords: Essential oils, lead acetate, toxicity, testis, male fertility.
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