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Introduction



Introduction

En Algérie, les productions animales sont de plus en plus diversifiées, mais leurs
performances restent toujours insuffisantes. Pour couvrir le déficit en protéines animales, le
développement de la reproduction des lapins constitue une alternative intéressante pour réduire
ce déficit.

Le lapin (Oructolagus cuniculus) est une espece considérée a la fois comme animal de
compagnie et modele de recherche. Cette situation lui confeére un statut particulier, notamment
dans le domaine de la reproduction ou il offre beaucoup d’avantage intéressant concernant sa
productivité et reproductivité. En effet il est caractéris€ par un court intervalle entre les
générations, une prolificité importante et une bonne qualité de sa viande (Joly et Theau-
Clément, 2000).

La fertilité masculine du lapin est marquée par une différenciation gonadique adéquate, une
maturit¢ de l'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire, une différenciation des cellules
testiculaires néonatales, une descente des testicules et un début de la puberté couplée avec la
prolifération et la maturité des cellules testiculaires (Vigueras-Villasenor et al.,2013).

Les testicules sont constitués principalement de tubes séminiferes ot se déroule la
spermatogenese et de tissu interstitiel riche en cellules de Leydig. Ces dernieres synthétisent et
liberent les androgenes, principalement la testostérone qui joue un rdle dans le maintien de la
spermatogenese (Curtis et Amann, 1981 ; Eurell et Frappier, 2006).

Plusieurs facteurs peuvent influencer positivement ou negativement sur la fertilite des lapins
males tell que les facteurs génétiques, facteurs environnementaux et les huiles essentielles.

Ces derniers sont des produits aromatiques riches en phyto-oestrogene, susceptibles de
modifier le processus physiologique de la reproduction soit en I’améliorant soit en le perturbant
(El Kalamouni, 2010).

De ce fait, le but de notre travail est de mettre en évidence I’influence de huile essentielle la
Menthe poivrée a différentes doses sur les poids corporel et la structure histologique des
testicules chez des lapins infantiles 4gés d’un mois.

Notre travail se présente sous forme de quatre chapitres, le premier chapitre présentera
I’anatomo-histologique de D’appareil reproducteur, le deuxiéme chapitre portera sur la
physiologie de la reproduction chez le lapin male. Ensuite nous aborderons dans le troisieme
chapitre les matériels et les méthodes utilisées, et le quatrieme chapitre présentera les résultats
obtenus ainsi que leurs discussions. Ce document sera clos par une conclusion ainsi qu’un

ensemble de perspectives.
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Chapitre I Rappels Anatomo-histologiques de I’appareil reproducteur méle du lapin

L’organisation des appareils reproducteurs est la méme chez tous les mammiferes et en
particulier chez les ovins, caprins, porcins et lapins, avec néanmoins des différences concernant

la taille, le poids et la forme des organes (Hamon et al., 1999).

1. Structure de ’appareil génital male du lapin

L’appareil génital male est situé¢ postérieurement et s’extériorise par des bourses peu
marquées par rapport aux autres mammiferes (Boussit, 1989).

Selon Stevens et Lowe (1997), cet appareil comporte les testicules qui produisent les
spermatozoides, 1’épididyme, le canal déférent, le canal éjaculateur et I'urétre qui constituent
un systeme de canaux assurant le transport des spermatozoides vers I’extérieur. Les vésicules
séminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrale (glande de cowper) élaborent la majeur
partie du sperme en fournissant un milieu de transport liquide et nutriments aux spermatozoides

et en fin, le pénis, qui est I’organe copulateur (Figure 1).
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Figurel: Schéma de I’appareil génital du lapin méle (Lebas etal., 1996).
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2. Anatomie et histologie fonctionnelle du testicule

Les testicules sont des organes pairs dotés d’une double structure, compartiment tubulaire et
compartiment interstitiel. Ils ont une double fonction : endocrine correspondant a la synthese et
la sécrétion d’hormones principalement la testostérone et exocrine, en rapport avec la
production de spermatozoides (Muller et Clos, 1997).

Selon Van et Nathalie (2007), les testicules sont des organes pairs situés dans le scrotum, a
I’extérieur de la cavit¢ abdominale. Cette situation leur permet de se maintenir a une
température inférieure de 2 a 3°C de la température du corps, une température de 34 a 35°C est

essentielle a une spermatogenese normale.
2.1. Anatomie du testicule

Les testicules du lapin sont des organe pairs de forme ovoide (Bedosa, 1998) amincis aux
extrémités avec un pdle caudal plus pointu mesurant 3 a 3,5cm de longueur, 1 a 1,5 cm de
largeur, 1 a 1,3 cm d’épaisseur et pesant 1,5 & 2g. Ils peuvent atteindre 6g dans certaines races
(Herbertetal, 2005). Ils sont situés de part et d’autres de la ligne médiane inguinale, protégés et
soutenus par une enveloppe appelée scrotum ou sac scrotal constitué¢ d’une fine couche de peau
recouvrant divers couches fibro-élastiques et musculaires dont la plus importante est le dartos
(Barone, 2001).

Selon Boussit (1989) et Barone (2001), les testicules du lapin sont alternativement exorchide
lorsqu’ils montent dans la cavit¢ abdominale en raison de 1’absence de fermeture du canal
inguinale, sous I’effet de la frayeur, ou énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses grace

a un tissu musculaire appelé crémaster.
2.2. Histologie de testicule

Le testicule est revétu par une capsule blanche, €paisse et résistante parcourue par les
vaisseaux testiculaires ; 1’albuginée (Dadoune et al., 2000). Cette enveloppe conjonctive est
riche en fibres de collagene et en cellules musculaires lisses dans la région postérieure (Siffroi,
2001).

Cette albuginée s’épaissit au niveau de la coiffe épididymaire pour former le médiastin du
testicule ou corps d’highmore au niveau du rete festis. Des septa fibreux provenant du
médiastin du testicule s’étendent a I’intérieur de la masse testiculaire, divisant le tissu en 250 a

300 lobules. Chaque lobule contient un a quatre tubes séminiferes (Figure 2) (Abraham et

Kierszenbaum, 2006).
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Selon Thibault et levasseur (2001), le testicule comprend deux compartiments cellulaires
distincts issus de la partie interne de 1’ébauche gonadique : un compartiment germinal composé
de cellules germinales et de cellules somatiques appelées cellules de Sertoli, ’autre
compartiment interstitiel composé uniquement de cellules endocrines dites les cellules de

Leydig.

Canaux
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déférent Tissu interstitiel

~ (cellules de Leydig)

Tube séminifére
contourné

Rete
testis

Epididyme Albuginée
Tube séminifére

droit Vaginale

Figure 2 : Structures intra-testiculaires (Muller et Clos, 1997 Modifié).

2.2.1. Tubes séminiféres

Le tube séminifére constitue I’unité fonctionnelle du testicule, il est trés long, flexueux (30
cm a 1m de longueur pour un diametre de 300 a 400 pum), et constitué essentiellement de
cellules germinales a des stades de développement variés (spermatogonies, spermatocytes,
spermatides) et de cellules de sertoli qui se reposent sur une membrane basale (Figure 3) (Frend
et al., 1973). Ces cellules ont un role de protection et de contrdle de la maturation et la

migration des cellules germinales (Wrobel, 1990).
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La paroi des tubes séminiferes est constituée d’une membrane basale revétue de
plusieurs assises myoides surmontées d’une couche de fibres de collagénes (Hochereau de

Reviers et Royere, 1996).
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Figure 3: Détails d’une portion de tubule séminifére (Junqueira et Carneiro, 2007).

2.2.1.1. Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pyramidale possedant un noyau allongé ou
polygonal de 9 & 12um de longueur (Raymond, 1988 ; Dadoune et al, 1990). Elle s’étend sur
toute la hauteur de 1’épithélium séminifére caractérisée par un réticulum endoplasmique
granuleux et un réticulum endoplasmique lisse développés, un cytosquelette formé de
microtubules et un réseau dense de microfillaments d’actine et de filaments intermédiaires.

Chaque cellule de Sertoli est connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées
disposées au pole basal limitant deux compartiments : un compartiment basal, périphérique et
un compartiment central ou adjacent a la lumicre. D’autres types de jonction relient les cellules
Sertoli entre elles et avec les cellules germinales dont des jonctions d’ancrage et des jonctions

communicantes de types gap (figure 4) (Hazard et Perlemuter, 2000).
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La cellule de Sertoli joue un role protecteur contre les réactions immunitaires. Elle exerce
ainsi, une fonction mécanique et trophique, permettant la migration et la maturation des cellules
germinales. Elle est responsable de la production du plasma séminal primitif et assure une
activité sécrétoire importante pour le soutient et la maturation des cellules germinales (Holstein
et al., 2003 ; Mruk et cheng, 2004).

D’apres Imbeaud (1994), I’inhibine, activine et ’hormone anti mullierienne, sont parmi
les glycoprotéines sécrétées par les cellules de Sertoli nécessaires au contrdle de la

prolifération, la différenciation et au métabolisme des cellules germinale.
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Figure 4: Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993).

2.2.1.2. Cellules germinales

Tous les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises au
niveau de I’épithélium séminifere, a savoir ; les spermatogonies, les spermatocytes de premier
ordre ou spermatocytes I, les spermatocytes de deuxieme ordre ou spermatocytes II, les

spermatides et les spermatozoides (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).
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2.2.1.2.1. Spermatogonie

Les spermatogonies du lapin, comme celles de tous les mammiferes, se divisent en deux
catégories principales : spermatogonies de type A qui en se proliférant donnent naissance a des
spermatogonies de type B (Fawcett et Burgos, 1956).

Les spermatogonies de type A, caractérisées par un noyau condensé se subdivisent en deux
sous-types qui se divisent par mitoses : celles qui possedent un noyau sombre avec des
nucléoles périphériques et des vacuoles nucléaires dites spermatogonies Ad (dark) et celles qui
présentent des noyaux pales, des nucléoles centraux et sans vacuoles nucléaires dites
spermatogonies Ap (pale).

Les spermatogonies de type B sont caractérisées par un noyau arrondi, foncé, avec une

chromatine en amas (spermatogonies croitelleuses) (Dadoune et al., 2000).
2.2.1.2.2. Spermatocytes

D’aprés Marthin et Barry(2001), deux types de spermatocytes sont produits au cours de
cette activité spermatique : le spermatocyte de 1° ordre et le spermatocyte de 2™ ordre. Le
premier type est caractérisé par un cytoplasme abondant et un noyau volumineux contenant une
chromatine disposée en amas grossiers ou en fins filaments, facilement reconnaissable.
C’est une cellule déja engagée dans les premicres étapes de la méiose. Le spermatocyte II issu
de la premiere division de la méiose des spermatocytes I, est une cellule plus petite qui va
rapidement terminer la deuxieéme division de la méiose et engendrer des cellules a n

chromosomes, les spermatides.
2.2.1.2.3. Spermatides

Les spermatides sont des cellules haploides de petite taille, ovoides avec un noyau rond et
clair contenant un ou deux masses nucléolaires (Dadoune et al., 2000). Elles se localisent a
proximité de la lumiere des tubes séminiferes (Junqueira et Carneiro, 2007).

Ces cellules vont subir une différenciation durant laquelle elles vont devenir plus petites et
effilée, aboutissant a la formation des spermatides allongé puis des spermatozoides via la

spermiogénese (Ramé et al., 2007).
2.2.1.2.4. Spermatozoides

Selon Vaissaire (1977), les spermatozoides sont des cellules profondément transformées

aptent a féconder un ovule maternel d’une méme espéce. La structure morphologique du
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spermatozoide du lapin est semblable aux autres mammiferes, de 55 a 57 pm de diametre. Il
comporte deux parties principales, la téte (formes et dimensions variables) et la queue (flagelle)
unies par un col tres bref (Figure 5).

La téte ovoide est formée par le noyau coiffé de 1’acrosome (Robert et Vincent, 1995) qui
est pourvu d’enzymes responsable de la pénétration de la membrane de 1’ovocyte lors de la
fécondation (Barone 2001).Le col est une piece d’union entre la téte et la queue, il s’attache a
I’extrémité postérieure du noyau par une piece basale d’ou nait le centriole proximal. La queue
du spermatozoide du lapin mesure 45 um, compos¢ d’un complexe axonéme typiquement
mammalien ; deux microtubules centraux et neuf diplo-microtubules périphériques (Baronne,

2001; Boiti, 2005).
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Figure 5: Spermatozoide des mammiferes (Le Moigne et Foucrier, 2009).

2.2.2. Tissu interstitiel

Le tissu interstitiel est un tissu conjonctif lache qui se situe entre les tubes séminiferes, il
comporte des vaisseaux sanguins, lymphatiques et nerfs, ainsi que des ilots de cellules
endocrines produisant la testostérone (les cellules Leydig) et d’autre cellules libres les

macrophages, les lymphocytes et les fibroblastes (Frend et al., 1973).
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2.2.2.1. Cellules de Leydig

Ce sont des cellules polygonales (10 um chez I’homme), qui sont soit isolés, soit groupés
en amas autour des capillaires sanguins, présentant un noyau rond avec un nucléole
volumineux, un cytoplasme riche en citernes de REL et des mitochondries de taille variables et
peu nombreuses (Dadoune et Demoulin, 2001).

Les cellules de Leydig élaborent a partir du cholestérol, la testostérone, hormone male
indispensable au déroulement de la spermatogenese. La testostérone est également responsable
de I’expression des caractéres sexuels secondaires et tertiaires (Robaire et Hermo, 1988). Elle
constitue 1’hormone principale dans la régulation de la fonction de reproduction (Amann,
2011).

Selon Johnson et Everitt (2002), les cellules de Leydig produisent par ailleurs, un grand
nombre de facteurs bioactifs (peptides ou protéines) impliqués dans les régulations paracrines

et autocrines du testicule.
2.2.3. Liquide des compartiments intra-testiculaire

Les cellules de Leydig et les tubes séminiferes logent dans les espaces peritubulaires et
baignent dans le liquide interstitiel, qui participe aux fonctions endocrines et paracrines du
testicule et contribue au transport des spermatozoides, ainsi qu’a leur nutrition et qu’il a pour
origine le plasma sanguin et il est riche en sucres, minéraux, neurotransmetteurs, hormones et il
est composé a 90% d’eau (Marieb, 2006). Tandis que la composition du liquide du Rete testis
est remaniée, qui est probablement due aux échanges avec les veines testiculaires (Hocherau de

Reviers et Royere, 1996).
2.2.4. Vascularisation et innervation du testicule

Le testicule renferme un complexe vasculaire formé par les arteres testiculaires et les veines
testiculaires et épididymaire (Hochreau de Reviers et Royere, 1996).

La vascularisation artérielle des testicules est assurée par I’artére spermatique, qui nait le
plus souvent de la face antérolatérale de I’aorte juste au-dessous de 1’artére rénale (Bailleul et
Mauroy, 1999).

Les testicules sont irrigués par les arteres testiculaires et sont drainés par les veines
testiculaires qui constituent une ramification du plexus pampiniforme autour de [’artere

testiculaire située sous la vaginale du testicule. L’innervation dépend de deux plexus nerveux;
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le plexus spermatique qui est parasympathique et le plexus différentiel qui est sympathique

(Jardin et De Fourmestraux, 1984) (Figure 6).
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Figure 6: Vascularisation du testicule (Gouaze, 1998).

3. Anatomie et histologie fonctionnelles de I’épididyme
3.1. Anatomie de I’épididyme

L’¢épididyme, organe du tractus génital male, est accolé a la face postérieure du testicule et
relie les canaux efférents au canal déférent. Chez les mammiferes, c’est un long tubule unique
fortement contourné dont la taille varie selon les especes, il mesure 1,5 a 3 cm chez les lapins
(Grasse, 1995 ; Barone, 1978) et peut atteindre jusqu’a 5 meétres chez ’homme (Sullivan,
2004).

Sur la base de sa morphologie et de son histologie, cet organe peut €tre divisé en trois
parties distinctes : la téte ou région proximale qui est reliée au hile du testicule par les canaux
efférents et le rete testis, le corps ou région médiane, accolé¢ au testicule jusqu’a sa partie
postérieure et la queue ou région distale connectée au canal déférent (Figure 7)(Abe et al., 1983

; Abou-Haila et Fain-Maurel, 1984).
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En raison de la présence de cloisons conjonctives ou septa, I’épididyme peut étre subdivisé
en segments dont le nombre differe en fonction des especes (Abou-Haila et Fain-Maurel,
1984). En complément de leur role de support interne pour 1’organisation de I’organe, les septa
permettent 1’expression spécifique de genes et de protéines et la création d’un
microenvironnement spécifique a chaque segment (Kirchhoff, 1999 ; Cornwall et al., 2002 ;

Turner et al., 2003 ; Johnston et al., 2005 ; Tomsing et al., 2006 ; Turner et al., 2007).
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Figure 7: Anatomie et régionalisation de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002).

3.2. Histologie fonctionnelle de I’épididyme

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : un épithélium pseudostratifiéet une
lumiere qui le borde (Robaire et al., 2006). L’épithélium est composé d’un tissu conjonctif
contenant des terminaisons nerveuses, des vaisseaux sanguins et lymphatiques (Robaire et
Hermo, 1988).

Autour du canal épididymaire, on note la présence d’une mince couche de fibres
musculaires lisses, qui par leurs contractions péristaltiques régulieres contrdlées par les fibres
nerveuses, permettent le transit des spermatozoides de la téte vers la queue de I’organe

(Setchell et al., 1994).

1
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Sept types cellulaires entrent dans la composition de 1’épithélium épididymaire : les cellules

principales, basales, en halo, claires, apicales, étroites et dendritiques (Figure 8),dont la

proportion varie tout au long de 1’organe, assurant ainsi une évolution de la composition du

fluide épididymaire (Figure 9) (Robaire et al., 2006 ; Cornwall ; 2009 ; Shum et al., 2011).
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Figure 8: Représentation schématique de I’épithélium épididymaire (Girouard, 2009).

N : noyau ; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte.
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Figure 9: Schéma représentatif de 1’épididyme de la souris et du rat, montrant le différent
segment et illustrant les différents types cellulaires épithéliales et les cellules dendritiques

(Breton et Da Silva, 2012).
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3.2.1. Cellules principales

Les cellules principales sont les cellules les plus abondantes de 1’épithélium épididymaire,
constituent environ 80% de la population cellulaire totale dans le segment initial et ne
représentent que 65% de la population cellulaire totale dans la queue de 1’épididyme (Trasler et
al., 1988) (Figure 8).

Elles présentent des modifications morphologiques en fonction des régions dans lesquelles
elles se situent, en lien avec I’évolution de leur fonction (Hermo et al., 1994).

Dans le segment initial, ces cellules sont hautes et possedent a leur pdle apical de
nombreuses microvillosités qui se projettent dans la lumiere du tubule (Abe et al., 1983). La
hauteur de ces cellules ainsi que le nombre et la taille des microvillosités diminuent fortement
dans la queue de 1’épididyme.

Ces cellules jouent un role important dans le transport, la sécrétion et 1’absorption de petites
particules et de protéines induisant ainsi la maturation épididymaire des spermatozoides
(Hermo et Robaire, 2002) et participent également a la formation de la barriere hémato-

¢pididymaire via 1’établissement des jonctions serrées (Suzuki et Nagano, 1978).
3.2.2. Cellules basales

Les cellules basales représentant 10 a 20% de la population cellulaire totale de 1’épithélium
épididymaire (Soranzo et al., 1982). Ces petites cellules allongées, localisées tout le long du
canal épididymaire, reposent sur la membrane basale formant ainsi un réseau en dessous des
cellules principales. Leur noyau est irrégulier et leur cytoplasme pauvre en organites (Soranzo
et al,1982) (Figure 8).Elle possedent de longues projections pouvant s’étendre jusqu’a la
lumiére de 1’épididyme (Veri et al., 1993 ; Cooper, 1998 ; Seiler et al., 2000).

D’apres Veri et al. (1993), il semblait que ces cellules participent a la protection contre les
radicaux libres, ainsi que la protection immunitaire des spermatozoides et a la formation de la
barriere hémato-épididymaire (Seiler et al., 2000),ainsi en raison de la présence de cellules
exprimant des marqueurs macrophagiques en position basale de 1’épithélium épididymaire,
certains auteurs ont associés les cellules basales a des macrophages résidents (Yeung et al.,
1994 ; Seiler et al., 1998).

Cependant, des expériences d’immunofluorescence et de cytométrie en flux ont permis de
montrer que les cellules basales (exprimant le marqueur cytokératine 5) sont différentes des

macrophages épithéliaux (exprimant le marqueur F4/80) (Shum et al., 2014).
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3.2.3. Cellules en halo

Les cellules en halo sont des petites cellules a bord étroit avec un cytoplasme clair et un
noyau dense (Robaire et al., 2006).Elles sont présentent tout au long de 1’épithélium et se
situent vers la base de 1’épithélium épididymaire (Figure 8).

Elles ont ét¢ décrite comme des cellules d’origine immunitaire et identifier comme des
lymphocytes intra épithéliaux ou des macrophages .les cellules en halo contribuent a former
une barriere immunologue au niveau de 1’épididyme (Hoffer et al., 1973 ; Serre et Robaire,

1999).
3.2.4. Cellules claires

Ces grandes cellules prismatiques sont présentes essentiellement dans le corps et la queue de
I’épididyme (Soranzo et al., 1982).Elle sont caractérisées par la présence de vésicules claires en
position apicale, de lysosomes en partie médiane et de nombreuses inclusions lipidiques en
position basale (Robaire et Hermo, 1988) (Figure 8).

Ces cellules ont un réle d’endocytose bien plus important que celui des cellules principales
(Olson et Hinton, 1985 ; Robaire et Hermo, 1988) et sont capables de récupérer le contenu des
gouttelettes cytoplasmiques relarguées par les spermatozoides lorsqu’ils traversent le canal
épididymaire (Hermo et al., 1988 ; Robaire et Hermo, 1988). Elles sont également impliquées
dans I’absorption de certains composés présents dans le compartiment luminal comme la V-
ATPase (Beaulieu et al., 2005) et dans la régulation du pH du fluide épididymaire (Kujala et
al., 2007).

3.2.5. Cellules apicales

Qualifiées ainsi en raison de la localisation de leur noyau au pole apical de I’épithélium,
les cellules apicales présentent quant a elles un cytoplasme dense tres riche en mitochondries.
Elles se trouvent principalement dans le segment initial ou elles représentent 10% de la
population cellulaire totale de I’épididyme, leur nombre diminue tout au long de 1’organe pour
ne représenter que 1% des cellules dans la queue de 1’épididyme (Adamali et Hermo, 1996).

Elles participent a 1’acidification du fluide épididymaire ; grice a la production
d’anhydrase carbonique qui permet la sécrétion des ions H+ et la réabsorption des

bicarbonates(HCO3-) (Martinez-Garcia et al., 1995 ; Hermo et al., 2005) et sont aussi

capables d’endocyter des substances présentes dans la lumiere (Robaire et Hermo, 2002).
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De plus, elles semblent également jouer un rdle dans la régulation de I’homéostasie du
cholestérol au sein de 1’épithélium épididymaire (Ouvrier et al., 2009) (Figure 8).

Enfin, la proportion de ce type cellulaire est augmentée en cas de stress inflammatoire tel
que celui occasionné lors d’une carence en magnésium, sans que leur implication dans ces

processus inflammatoires soit réellement connue (Vernet et al., 2004).
3.2.6. Cellules étroites

Les cellules étroites se retrouvent dans le segment initial et intermédiaire de 1’épididyme,
pourvue d’un noyau allongé en position apicale. Ces cellules se prolongent entre les cellules
principales pour atteindre la région basale de 1’épithélium épididymaire, ce qu’ils leur conférent
un aspect en calice. Leur cytoplasme est riche en vacuole, vésicules endocytiques, lysosome et
mitochondrie et leur membrane apicale émet des villosité courte, épaisse et irréguliere (Hermo
et al., 2000) (Figure 8).

Elles semblent participer a ’acidification du fluide épididymaire car elles possédent une
activité anhydrase carbonique et sont capables de sécréter des protons dans la lumiere (Cohen

etal., 1976 ; Hermo et al., 2005).
3.2.7. Cellules dendritiques

Selon Da Selva (2011), des cellules dendritiques ont été découvertes au sein de I’épididyme
murin en 2011, qui formeraient un réseau dense situe a la base de ’épithélium avec des
projections dendritiques qui passent entre les cellules épithéliales et seraient orientées en
direction de la lumiere du tubule. Ces cellules posséderaient des marqueurs de cellules
immunitaires, dont le role serait de maintenir I’homéostasie immunitaire afin de protéger les

spermatozoides (Wang et Duan, 2016) (Figure 9).
3.3. Lumiere du canal épididymaire

Pour rejoindre le systeme é&jaculateur depuis les gonades males, les spermatozoides
transitent a travers 1’épididyme au niveau de sa lumicre, ou ils baignent dans un milieu de
nature trés complexe : le fluide épididymaire. Ce dernier est composé principalement d’ions,
des molécules organiques et des protéines spécifiques dont la plupart sont des enzymes.

Mais en raison d’une forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de synthese,
de sécrétion et réabsorption des cellules épithéliales, la composition du fluide épididymaire

varie le long du canal (Adamali et al., 1999 ; Hermo et Robaire, 2002).
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4. Canal déférent

La queue de I’épididyme se poursuit par le canal déférent qui fait suite au canal
épididymaire, il mesure 12 a 15cm de longueur chez le lapin (Barone, 2001) et 45 cm chez
I’homme (Dadoune et al., 1990 ; Marieb, 2006). Ce canal pénetre dans la cavité abdominale et
atteint la face dorsale de la vessie formant un tres 1éger renflement pelvien avant de se jeter
dans I'ureétre. Le canal déférent assure le transit jusqu’a 1’urétre grace a un péristaltisme basal,

additionné d’une motricité brusque lors de 1’¢jaculat (Barone, 1978 ; Bonnes et al., 2005).
5. Uretre

C’est un conduit de 12 & 13 cm de longueur, dont 8 & 9 cm tapisse 'intérieur du pénis
jusqu'a son extrémité (Baronne, 2001).

Il fait partie a la fois du systéme urinaire et du systeéme génital, assurant 1’évacuation de
I’urine lors de la miction et du sperme lors de 1’¢jaculation et il se divise en trois parties : urétre
prostatique, partie membranacée qui se trouve dans le diaphragme urogénital et une partie

spongieuse qui passe dans le pénis et s’ouvre vers I’extérieur par le méat urétral (Marieb,

2006).
6. Glandes annexes

Trois glandes sont annexées au tractus génital male : la vésicule séminale, la prostate et les
glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cooper. L’ensemble de leur sécrétion constitué le liquide

spermatique qui mélangé aux spermatozoides, constitue le sperme (Tortora et al., 1995).
6.1. Vésicule séminale

Chez le lapin, la vésicule séminale est impaire mais bilobée a son extrémité, avec une
longueur d’environ 2,5 cm et un aspect ajouré (Abraham et Kierzembaum, 2002 ; Welsh,
2002), qui débouche dans le conduit déférent (Roger, 2002).

Sa partie caudale fusionne avec les canaux déférents pour former un canal éjaculateur impair
qui s’ouvre dorsalement dans 1’urétre au niveau de calliculus seminalis (Barone, 1984).

Ses sécrétions alcalines (PH : 7,19) représentent aves les sécrétions prostatiques la majorité
de la masse du sperme et contiennent une source d’énergie pour le déplacement des

spermatozoides ; le fructose (Larsen et Dhem, 2007).
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6.2. Prostate

La prostate proprement dite est un peu petite, étirée d’un coté a 1’autre, de couleur jaune-
rosée, qui est remplacée par un complexe de plusieurs glandes (Lebas, 1996), toutes
développées a partir de diverticules de la paroi urétrale au voisinage de calliculus séminal. Elle
est constituée d’une partie diffuse disséminée dans la paroi de 1’'urétre et d’une partie
conglomérée (Roger, 2002).

Selon Siffroi (2006), elle sécrete un liquide riche en enzyme (dont les phosphatases) et en
prostaglandine et peut transférer des lipides et des enzymes par infusion membranaire avec les

spermatozoides (Arien et al., 1997).
6.3. Glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cooper

Ce sont des formations sphériques paires, bilobées, volumineuses chez les lapins et placées
postérieurement a la prostate et dorsalement a 1’urétre dans lequel elle s’ouvre par au moins 4
canaux (Sabbagh, 1983).

Ces glandes, entourées chacune par une capsule conjonctive (Roger, 2002) , sécretent un
liquide mucoide semblable au liquide prostatique qu’elles déversent dans la région postérieure

de I'urétre membraneux (Boussit, 1989).
7. Pénis

Le pénis, organe male de copulation et de miction chez les mammiferes, est un organe
érectile de transfert du sperme, court, en forme de tube légerement en pointe qui mesure
environ 8 cm de long et dirigé caudalement au repos (Lebas et al, 1990 ; Barone, 1978) ,
prolongeant les voies génitales males et rétrofléchies chez le lapin qui est logé dans le prépuce

et ne sort que lors de I’accouplement.
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De méme que chez les autres mammiferes, les mécanismes régulant la fonction de la
reproduction chez les lapins sont complexes et reposent sur 1’inter-coordination cellulaire,
hormonale et chimique des différentes composantes anatomiques, non seulement de 1’appareil
génital, mais aussi de celui de systéme neuroendocrinien qui comprend 1’axe hypothalamo-

hypophyso-gonadique (Joly et Theau Clément, 2000).

1. Physiologie de la reproduction du lapin male
1.1. Développement des gonades et puberté

La différenciation des gonades commence au 165 jour apres la fécondation, tandis que la

eéme -

production des hormones androgenes débute le 197 jour de gestation. Cependant, les canaux

de Muller régressent le 20°™ jour, et la formation de la prostate commence le 21

jour. Au
24°me jour, le développement des canaux de Wolf et la régression des canaux de Muller sont
bien établis (Figure 10) (Alvarino, 2000). En effet, entre 21éme et 30éme jours de gestation, la

testostérone est présente au niveau des testicules de feetus male (Skinner, 1967).

I T AMP
' oYy
0 7 15 20 30
Vie feetale (jours)

-7

N L DS CS CDS RS S SE
' JUNE B 2 B A v
0 40 60 100 120 Post-partum (jours)

Figure 10 : Développement chronologique de la différentiation de I’appareil reproducteur du

lapin male (Alvarino, 2000).

I= implantation ; N= naissance ; L= maturation des cellules de Leydig ; A= sécrétion d’androgenes ;
T= différentiation des testicules ; CDS= développement complet de la spermatogénese ;

P= croissance de la prostate ; RS= premiers rapports sexuels. CS= premier comportement sexuels ;
S= apparition du premier spermatozoide ; M= dégénérescence des canaux de Miiller ;

DS= début de la spermatogénese ; SE= apparition des premiers spermatozoides dans 1’épididyme.
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Selon Mitchell et Sharma (2005), les testicules sécretent activement des androgenes et
I’hormone anti mullérienne (HAM ou MIS : Mullarian Inhibitory substance) qui sont les
messagers de la différentiation masculine. En leurs absences, il se produit une différenciation
sexuelle féminine.

A la naissance, les testicules se trouvent en position abdominale et la descente de ces

derniers dans les sacs scrotaux coincide avec la puberté (Alvarino, 1993).

1.1.1. Développement pondéral

Le développement du poids corporel jusqu’a 1’dge de 5 mois ne présente pas de
dimorphisme sexuel. En effet, la croissance pondérale d’un animale résulte du développement
en poids de chaque éléments constitutif de son corps. Néanmoins, la croissance testiculaire a
une allure sigmoidale ; d'abord plus lente que celle du corps puis elle subit une accélération
vers 45 jours d’age (Martinet, 1973).

Selon Alvarino (2000), la taille des testicules augmente jusqu'a 1’dge de huit mois, et durant
cette période les vésicules séminales croissent rapidement. Le rapport entre le poids testiculaire

et le poids corporel augmente pour atteindre 2,86kg apres la 5°™semaine d’age.
1.1.2. Développement de I’appareil génital externe

Chez le Lapin comme la plupart des mammiferes, les testicules, d’abord en position intra-
abdominale, vont migrer de I’avant vers I’arriére pour se retrouver dans un petit diverticule de
la cavité abdominale appelé le scrotum (Barone, 1976).

La formation du scrotum débute vers le 2°™ mois d’age avec descente des testicules vers 3
mois. Le pénis se développe et acquiert la taille et la forme caractéristique de 1’adulte a la fin

du 3°™ mois d’age (Berger et al., 1982).
1.1.3. Maturation sexuelle

La maturation sexuelle chez le lapin s’effectue en 4 phases : infantile, prépubertaire,

puberté et maturité sexuelle.
1.1.3.1. Phase infantile
La phase infantile s’étale de la naissance a 1’age de 40 jours et se caractérise par une croissance

lente des testicules et des vésicules séminales et de faibles concentrations plasmatiques en FSH

et testostérone (Boussit, 1989).
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Durant ce stade, les tubes séminiféres ne présentent aucune activité spermato-génétique et les

cellules interstitielles sont indifférenciées (Berger et al., 1982).
1.1.3.2. Phase prépubertaire

La phase prépubertaire débute vers 1’age de 40 jours et est marquée par ’accélération de la
croissance testiculaire et 1’élévation des androgenes et des gonadostimulines dans le plasma,
avec des concentrations maximales entre 60 et 70 jours d’age. Les premieres cellules de Leydig
matures apparaissent a 40 jours, dont le nombre augmente tres rapidement, alors que le tissu
interstitiel acquerra un aspect adulte entre 70 et 80 jours (Berger et al., 1982 ; Boussit,1989).

La spermatogenése commence entre 40 et 50 jours d’age et tous les tubes séminiferes sont

actifs vers 84 jours d’age (Lebas, 2009).
1.1.3.3. Phase puberté

Selon Boussit (1989), la puberté serait définie par le moment ou les organes reproducteurs
du lapin male sont capables de produire, de facon constante, des spermatozoides aptes a
féconder un ovule qui s’effectue vers 4 a 5 mois d’age.

Alors que Sabbagh (1983) rapporte que la puberté chez le lapin est le stade a partir duquel
I’¢éjaculat possede les mémes caractéristiques physiques et chimiques que chez I’adulte.

Cependant, Macari et Machado (1978 in Lebas, 2009) signalent que la puberté est atteinte
uniquement lorsque le lapin devient capable de se reproduire par ’apparition des premiers
spermatozoides dans 1’¢jaculat, vers 1’age de 110 jours.

D’aprés Lebas et al (1996), le début de la puberté varie d’une race a une autre, en fonction

des conditions du milieu et I’alimentation.
1.1.3.4. Maturité sexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment ou la production quotidienne de
spermatozoides n’augmente plus, est atteinte vers 30 a 32 semaines, toutefois un jeune male
peut étre utilisé pour la reproduction dés 1’age de 20 semaines car les premieres manifestations
de comportement sexuel peuvent apparaitre vers 60 a 70 jours.

Le jeune lapin commence a faire des tentatives de chevauchement, avec une faible viabilité
des spermatozoides dans leur premier éjaculats et il faut donc attendre 135 a 140 jours pour

aboutir aux premiers accouplements féconds (Lebas et al., 1996).
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Cependant, la production quotidienne est dépendante de nombreux facteurs tels que la
fréquence de la collecte, I’age, la santé, I’alimentation, la photopériode et la température, elle

est de I’ordre de 2.107 spermatozoides.
1.2. Physiologie et fonction du testicule

Le testicule a deux fonctions, exocrine (€élaboration des spermatozoides) et endocrine
(sécrétion d’hormones males : les androgenes) (Gibod et Lansac, 2019). La fonction endocrine
est assurée par les cellules de Leydig qui élaborent les hormones testiculaires alors que la
fonction exocrine est assurée par les tubes séminiferes qui €laborent les gametes males ou

spermatozoides (spermatogénese) (Trouche, 2013).
1.2.1. Fonction exocrine : spermatogénese

La spermatogenese est le processus de production des gametes males matures
(spermatozoides), a partir des cellules souches sexuelles (spermatogonies) au niveau des tubes
séminifeéres, qui s’amorce pendant la puberté et se poursuit tout au long de la vie (Tortora et
Derrickson, 2009).

Chez le lapin, elle débute entre 40 et 50 jours d’age, avec apparition des premiers
spermatozoides peu viables dans les éjaculats a 110 jours d’age (Lebas, 2009). La durée de la
spermatogenese ou temps nécessaire pour une spermatogonie d'évoluer vers un spermatozoide
est de 38 a 41 jours (Martinet, 1973).

Sur le plan fonctionnel, la spermatogenese peut étre décomposée en trois phases : la phase
proliférative, la phase méiotique et la spermiogenese (Figure 11) (Bellve et al., 1977,
Jégou,1995).

La phase proliférative de la spermatogenese portant sur les spermatogonies qui se divisent
par des mitoses produisant des spermatocytes de premier ordre (Clermont et Perey, 1957 ; De
Rooij et Russell, 2000 ; Nakatsuji et Chuma., 2001 ; Werner et Deluca., 2001).

Cette phase assure également le renouvellement des spermatogonies, nécessaire au maintien
d’un nombre suffisant de cellules souches (Little et Holyoke, 1992 ; Barone, 2001).

La phase méiotique est caractérisée par 1’échange de matériel génétique entre les
chromosomes homologues des spermatocytes de premier ordre induisant la production des
spermatocytes de deuxieme ordre qui vont subir a leur tour la méiose produisant des
spermatides haploides (Amann, 1993).

La spermiogenese est la derniere phase de la spermatogenese conduisant a la différenciation

N

morphologique des spermatides issues de la deuxieéme division méiotique en spermatozoides. A




Chapitre IT Physiologie de la reproduction

partir de ce stade il n’y a plus de divisions cellulaires, mais on observe surtout des
métamorphoses extrémement complexes a 1’échelle moléculaire et cellulaire des spermatides,
pour aboutir a la formation des spermatozoides (Schulz et al. ,2005) possédant une téte aplatie
avec un noyau condensé et une queue nécessaire a la motilit€é (Johnson, 1991 ; Baril et al.,

1993).
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Figure 11: Différentes étapes de la spermatogenese (Marieb, 2006).

1.2.2. Fonction endocrine : stériodogenése

La biosynthese de la testostérone se fait a partir de cholestérol et stimulé par la LH et
HCQG, dans les cellules de Leydig situées dans les espaces interstitiels des cordons séminiferes
(Habert et Picon, 1984 ; Gnessi et al., 2000; Tang et al., 2004).

Le transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale est une étape
clef, faisant intervenir plusieurs protéines dont la plus importante est la protéine STAR
(Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Clark et al., 1994).

La transformation du cholestérol en testostérone nécessite plusieurs étapes qui permettent
la conversion du cholestérol en prégnénolone par le cytochrome P450scc au niveau de la
membrane interne de la mitochondrie (O'Shaughnessy et Murphy, 1991).

Si la testostérone est I’hormone gonadique majoritaire chez le male, elle n’est pas la seule

a étre synthétisée et capable d’agir sur les tissus cibles, comme la So-dihydrotestostérone
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produite sous I’influence de I’enzyme 5a- réductase a partir de la testostérone qui participe
entre autres, a la différenciation masculine des organes génitaux externes au cours du
développement embryonnaire (Shimazaki et al., 1965), et I’cestradiol également produit suite
a la conversion de la testostérone par 1’aromatase cytochrome P450 (Ryan et al., 1972;
Simpson et al., 1994).

En association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour I'initiation et le maintien de
la spermatogenese et agit sur les cellules de Sertoli, et les cellules péri tubulaires, via des
récepteurs spécifiques pour stimuler indirectement la spermiogenese par une voie paracrine

(Figure 12) (Wosnitzer et Paduch, 2013).
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Figure 12: Stéroidogenése dans les cellules de Leydig et aromatisation dans les cellules de
Sertoli (Thibault et Levasseur, 2001).

1.3. Physiologie et fonction de I’épididyme
D’aprés Badran et Hermo (2002), I’épididyme doit remplir plusieurs fonctions :

I’acquisition de la motilit€, maturation des spermatozoides, stockage et protection des

spermatozoides.

1.3.1. Acquisition de la motilité

La durée de transit des spermatozoides dans 1’épididyme est de I’ordre de 12 jours environ

(Rowley et al., 1970).Chez la plupart des mammiferes, la motilit€ débute dans le corps mais la
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motilité progressive est acquise dans la région caudale de 1’épididyme. A la sortie du testicule
et dans la téte antérieure, les spermatozoides sont immobiles. Dans la téte distale, les
spermatozoides présentent une grande courbure statique avec quelques oscillations de
I’extrémité du flagelle sans déplacement. Dans le corps de 1’épididyme apparaissent les
mouvements transitoires non coordonnées, et dans la région caudale, les spermatozoides
présentent une trajectoire rectiligne (mobilité progressive) (Dacheux et al., 1990).

Selon Carr et al. (1985), I'immobilité des spermatozoides dans I’épididyme est due a
I’immaturité de leur équipement mitochondrial (dans les régions proximales du tubule), a la
faible tension intraluminale en oxygene et au fait que le pH et la disponibilité en substrat

énergétique ne sont pas optimaux.

1.3.2. Maturation des spermatozoides

La maturation des spermatozoides est un processus complexe qui dépend d’un certain
nombre de modifications morphologiques et physiologiques, durant ce processus les
spermatozoides acquirent leur motilité et leur pouvoir de féconder un ovule. Ce processus
commence dans les testicules et se poursuit lors de leur passage dans les cones efférent et
I’épididyme (Yeung et al., 1998).

La progression des spermatozoides, immobiles et immature, dans 1’épididyme estdue a la
fois a la pression du fluide entrant produit en permanence par le testicule et aux mouvements
péristaltiques des fibres musculaires lisses qui entourent 1’épithélium épididymaire. C’est en
traversant les différents segments de 1’épididyme et en s’exposant aux changement de la
composition du fluide épididymaire le long du tubule et grace aux activités de sécrétion et
d’endocytose de 1’épithélium spécifiques a chaque segment, que les spermatozoides acquierent
leur pouvoir fécondant et leur motilité (Bedford, 1979 ; Saez et al., 2011).

Parmi les modifications post traductionnelles, générées par des enzymes et des molécules
du fluide, se trouvent entre autres la glycosylation de certain protéines membranaire (Tulsiani
et al., 1993), ainsi que leur phosphorylation par des protéines kinases (Nath et Majumder,
1999), et I’endocytose des glycoprotéines sécrétées par les cellules de 1’épididyme (Liu et al.,
2000).

Des protéines a la surface des spermatozoides peuvent €tre ajouter ou modifier durant la
traverser de 1’épididyme (Légaré et al., 2001) comme les protéines p34H impliquées et

indispensables dans la réaction entre les spermatozoides et la zone pellucide (Boue et al.,1996).
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1.3.3. Stockage des spermatozoides

Les spermatozoides sont stockés dans la queue de 1’épididyme (Barone, 2001) ou ils
baignent dans un liquide qui permettra de les conserver et qui servira de réservoir durant
I’attente de la prochaine éjaculation (Hinton et Palladino, 1995).

Lors de 1’¢jaculation les spermatozoides sortent de la queue de 1’épididyme et se mélangent
au sécrétions des glandes annexes (vésicules séminale et la prostate) et commengant ainsi leur

course a la rencontre de I’ovocyte a féconder (Jones, 1979).
1.3.4. Protection des spermatozoides

D’apres Pollanen et Cooper (1994), une des fonctions de 1’épididyme est la protection des
spermatozoides matures, qui sont les cibles de multiples agressions. La barriere hémato-
épididymaire les protege contre les attaques du systéme immunitaire et certaines protéines
sécrétées par 1’épithélium épididymaire ont, quant a elles, une action protectrice contre les

dommages protéolytiques et oxydatifs.

2. Régulation hormonale de la fonction de reproduction

La fonction sexuelle du lapin male fait 1’objet d’une régulation de type neuroendocrinienne.
Les hormones intervenant dans cette régulation ont deux origines : le complexe hypothalamo-

hypophysaire et les testicules (Bonnes et al.,2005).
2.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Au niveau hypothalamique, le fonctionnement gonadique est sous la dépendance d’une
gonadolibérine la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone ou gonadolibérine), qui est un
décapeptide sécrété par des neurones embryologiquement issus de la placode olfactive, dont les
corps cellulaires sont situés dans I’hypothalamus médiobasal (noyau arqué) et antérieurs
(noyaux pré et supra optiques) et dont les axones se terminent pour la plupart dans 1’éminence
médiane (EM) (Thibault et Levasseur, 2001).

Les neurones a GnRH sont eux-mémes régulés par des neurotransmetteurs, des
neuromodulateurs et des facteurs du microenvironnement local (en particulier les cellules
gliales environnantes). Ces neurones présentent un mode de sécrétion pulsatile, ce qui est
indispensable aux mécanismes de la reproduction. Cela se traduit par des changements de

concentration plasmatique, a intervalles plus ou moins réguliers (Cohen-Tannoudji et al.,

2014; Duittoz et Prévot, 2014).
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La GnRH exerce une action stimulatrice en se fixant sur ces récepteurs localisés sur les
cellules gonadotropes de I’antéhypophyse et stimule ainsi la synthese et la sécrétion de deux
gonadotrophines : LH (Luteinizing hormon ou hormone lutéinisante) et FSH (follicule
stimulating hormon ou hormone folliculostimulante) qui jouent un r6le primordial dans le
développement et la fonction endocrine des gonades (Counis et al.,2001).

Au niveau testiculaire, la LH se lie aux récepteurs situés sur les cellules de Leydig et
stimule la sécrétion de la testostérone (androgene principale sécrétés continuellement a partir de
la puberté) qui favorise la spermatogenese (Widmaier et al., 2009), tandis que la FSH se lie a
des récepteurs présents sur les cellules de Sertoli, induisant la production de facteurs Sertoliens
tel que I’ABP (Androgen Binding protein), la transferrine et divers agents nécessaires au bon

déroulement de la spermatogenese (Figure 13).

Hypothalamus

Hypophyse

J ishone 1 FSH

Testostérone ) Lo @V ’ Cellules germinales
» - o N
——— .o\

Cellule de Leydig ~— ———

Figure 13: Axe hypotalamo-hypophyso-testiculaire et régulation de la fonction

testiculaire (Christiansen et al.,2002).
2.2. Rétrocontrole de la sécrétion des gonadotrophines par le testicule

Le controle exercé par 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulé par un
rétrocontrole assuré par les hormones testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) et

protéique (inhibine) (Roser, 2008).
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La testostérone circulante induit la puberté et la virilisation, exerce un rétrocontrole
inhibiteur sur la sécrétion de LHRH et LH et a moindre degré de la FSH par 1’hypophyse et sur
celle de la GnRH par I’hypothalamus (Bridges et al., 1993; Dohle et al., 2003).

Selon I’intensité de la spermatogenese, les cellules de Sertoli sécrétent 1’inhibine 3 dans le
sang (Anderson et Sharpe, 2000), qui exerce un rétrocontrdle inhibiteur de la sécrétion de FSH
par ’hypophyse (Ying, 1988 ; Hancock et al., 1992 ; Tilbrook et Clarke, 2001 ; Dohle et al.,
2003).

3. Facteurs de ’environnement influencant sur la reproduction

Chez les mammiferes supérieurs dont ’homme, I’environnement n’a quasi pas d’effet sur la
reproduction contrairement aux autres mammiferes ot la reproduction est tres influencée par
les parametres de ’environnement, tels que la température, I’alimentation, la lumiere, la

photopériode, la saison et I’humidité.
3.1. Effet de la température

L’influence de la température sur la fonction de reproduction est attribuée plus a un effet
d’hyperthermie qu’a un effet d’hypothermie, qui ne semble pas perturber le comportement
sexuel des lapins (Boussit, 1989). La température favorable pour la reproduction se situe entre
15 et 18°C (Lebas, 2009).

Chou et al. (1974) démontrent que des lapins exposés pendant 20 mn par jour a 43°C durant
3 jours successifs ne présentent plus de spermatozoides ni de spermatides dans leurs tubes
séminiferes des le 30eme jour apres le traitement thermique et que le retour a la normale ne
s'effectue que vers la 10eme et la 14eme semaine. De plus les températures supérieures a 30°C
réduisent la libido des males (Lebas et al., 1990).

Selon Finzi et al. (2000), I’effet de I’hyperthermie est plus rapide sur I’apparition des

anomalies que sur la chute de la concentration spermatique.
3.2. Effet de I’alimentation

Dans les zones tropicales ou subtropicales, la sous-alimentation est probablement un des
facteurs principaux de l'environnement qui limite les performances de reproduction. En effet,
selon Luzi et al. (1996),un protocole alimentaire restreint réduit la libido et quelques caracteres
séminaux et la restriction des apports énergétiques ou azotés, provoque un retard dans I’age a la

premicere saillie et une diminution de la production initiale du sperme.
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Des carences en vitamine A peuvent provoquer des lésions de 1’appareil génital et bloquer
la spermatogenese, alors que I’absence de vitamine E dans la ration entrainant 1’atrophie des
testicules et la formation d’oedéme interstitiel (Chevrel et Cormier, 1948).

Par contre, des niveaux élevés de cholestérol dans le régime alimentaire agissent
négativement sur le métabolisme des cellules de Sertoli et le processus normal de la

spermatogenese (Yamamoto et al., 1999).
3.3. Effet de la Photopériode

Selon Lebas et al. (1990), des males exposés a un éclairement artificiel pendant 16 heures
sur 24 heures ont significativement plus de spermatozoides dans les gonades que chez ceux

exposés a la lumiere pendant 8 heures.
3.4. Effet de la saison

Les variations saisonnicres de la fonction de reproduction de nombreux mammiferes se
traduisent par une alternance entre une période d’activité et une période de quiescence. Le
moment de I’année ou les animaux présentent une reproduction active varie selon les especes et
les latitudes.

Le rythme saisonnier de 1’activité de reproduction dépend de la durée de la gestation, mais
aussi de la nécessité de synchroniser la gamétogenese, le comportement sexuel et les périodes
de gestation durant I’année (Bronson and Heideman, 1994). C'est ainsi que le volume des
éjaculats et leur concentration en spermatozoides sont maximum en mars (Frolich, 1948)et
minimum en juillet (Brambell, 1944).

Ces variations s'accompagnent d'une réduction de la taille des testicules de mars a juillet, de
l'ordre de 60% du poids maximum et d'un accroissement testiculaire des aoft. Il s'en suit une
"stérilité estivale" associée a une augmentation du pH du sperme, une baisse de la motilité des
spermatozoides, une diminution de la concentration en spermatozoides, une augmentation du

pourcentage de spermatozoides anormaux et une baisse de la libido (Hiroe et Tomizuka, 1965).
3.5. Effet de ’humidité relative ambiante

L’humidité relative ou 1’hygrométrie est le rapport entre le poids réel de la vapeur d’eau
contenu dans I’air et le poids d’eau maximum qu’il pourrait contenir s’il était saturé a la
température considérée. Dans les normes recommandées, I’humidité relative doit E&tre

maintenue entre 55 et 80 % (idéalement entre 60 et 70 %).
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Dans les contrées chaudes tropicales ou subtropicales la température et I’humidité ambiante
élevées sont des facteurs bien connues comme altérant la capacité reproductrices des lapins
pendant les mois chauds (Xu et al., 1992 ; Finzi et al., 1994). En effet des lapins exposés a une
température de 32°C et une humidité relative de 70%, présente une diminution significative de

la motilité lineaire des spermatozoides (Virag et al., 1992 ; El masry et al.,1994).

3.6. Effet des huiles essentielles

Des études récentes ont montrés que les variations de la fonction de la reproduction chez le
lapin ne peuvent pas se limiter aux facteurs cités en dessus.

D’autres facteurs peuvent influencer positivement ou negativement sur la fertilite des lapins
males comme : facteurs génétiques, facteurs environnementaux et les huiles essentielles.

En effet, kammerer et al. (2012) ont mise en evidance que les huiles essentielles selon la
plante et la dose utiliséesont capables de modifier le processus physiologique de la

reproduction soit en I’améliorant ou en la perturbant.
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Cette étude fait partie des activités de recherche de Dr. Lakabi et s’inscrit dans le cadre de
I’étude histo-fonctionnelle du développement gonadique et de la maturité sexuelle des lapins de
la population blanche. L’objectif de ce présent travail est 1’étude des effets de ’huile essentielle
Menthe poivrée sur la structure des testicules des lapins méales infantiles agés en moyenne d’un
mois a travers une étude histologique de leurs structures et la relation des poids vifs avec le

poids des gonades.

1. Matériel biologique
1.1. Modéele animal

La présente étude est portée sur 41 lapins males de la population blanche (Oryctolagus
cuniculus) agés d’un mois, provenant d’un ¢élevage cunicole privé situé¢ dans la région
deDjebla, wilaya de Tizi-Ouzou.

Le lapin (Oryctolagus cuniculus) est un modele essentiel en recherche scientifique car il offre
beaucoup d’avantage dans le domaine de la reproduction et permet la mise en évidence de
quelques processus reproducteurs comme les changements morphologiques de cycle épithéliale
séminifere (figure 14) (Ewuola et Equinike, 2010).
poids adulte sensiblement plus élevé et une meilleure aptitude a la croissance que la population
algérienne (Lebas et al., 2010).

Selon Grasse (1949) ; Lebas et al. (1984), la position taxonomique du lapin (Oryctolagus
cuniculus) est :
- Regne : Animal
- Embranchement : Vertébrés
- Classe : Mammiferes
- Super Ordre : Glires
- Ordre : Lagomorphes
- Famille : Léporides (licvre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae
- Genre : Oryctolagus

- Espece : Oryctolagus cuniculus

0

-
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Figure 14 : Lapin infantile 4gé en moyen d’un mois issu d’un élevage cunicole privé de

Djebla.

1.2. Huile essentielle utilisée

Selon la pharmacopée européenne (2010), le terme huile essentielle est défini comme un
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére
premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, soit par un procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. L’huile essentielle
est la plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition.

L’huile essentielle de la Menthe poivrée la plus polyvalente (Figure15), obtenue par distillation
compléte des feuilles de menthe (la méthode la plus utilisée est I’hydrodistilation).
Elle possede une couleur jaune clair rafraichissante et une forte odeur due au menthol. Son
usage en pharmacie, en industrie alimentataire et en confiserie est treés largement répandu
(Keller- Didier, 2004).

Ses principaux constituants sont : Le menthol (monoterpénol) : 35 a 70 % et la menthone
(Cétone) ; 20 a 30 %, et d’autres composés minoritaires tels que la menthofuranne : les
monoterpenes les sesquiterpenes, les esters (Acétate de menthyle), les oxydes (cinéole)

(Abadlia et Chebbour, 2014).
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Figure 15: L’huile essentielle Menthe Poivrée.

Les huiles essentielles sont des liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les
différencie des huiles végétales. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques
usuels ainsi que I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans I’eau. Elles
présentent une densité en général inférieure a celle de 1I’eau avec un indice de réfraction élevé.
Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation et ont un fort pouvoir de pénétration (El

Kalamouni, 2010).
2. Expérimentation

L’administration de I’huile essentielle et les sacrifices sont effectués au niveau de 1’¢levage
cunicole. Tandis que 1’étude histologique est réalisée au niveau du laboratoire de recherche

d’écologie des invertébrés terrestres au sein de ['universit¢é Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
2.1. Protocole expérimental

Des lapins maéles 4gés d’un mois sont pris au hasard, placés dans des cages spéciales
aménagées a 1’¢élevage cunicole et répartis en six lots ; le premier lot est destiné aux témoins (7
lapins) les 5 autres lots (34 lapins) sont destinés aux expérimentaux pour les doses respectives :

200 (ul/kg), 300 (ul/kg), 400 (ul/kg), 500 (ul/kg) et 700 (ul/kg).
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Tous les animaux sont exposés aux mémes conditions de température, de lumiere et
d’humidité, qui sont celles de I’environnement et nourris ad libitum, avec un aliment sec
granulé fabriqué et commercialis¢ par ’ONAB d’Alger (Office National de I’Aliment de

Bétail). L’eau est distribuée en acces libre permanent par des pipettes individuelles.
2.2. Pesée et administration de I’huile essentielle

Les lapins des différents lots ont été pesés afin de déterminer la quantité de I’huile
essentielle & administrer pour chaque animal et chaque dose et ceci s’explique selon la regle
suivante : 1 (kg) — dose (ul)

Poids corporel (kg) — X volume a administré

Le volume de I’huile essentielle pipeté est mélangé avec 0.5 ml d’eau et administré par
voie orale aux lapins le matin. Cette opération s’est déroulée chaque matin pendant 03 jours

(Figure 16).

Figure 16:Pesée et administration de I’huile essentielle.

2.3. Sacrifices et prélevement

Une semaine apres I’administration de I’huile essentielle Menthe poivrée, les lapins ont été
pesés puis sacrifiés par saignement le matin entre 9h : 00 et 12h : 00 au niveau de 1’¢levage
cunicole et le laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestres a 1’université
Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou. Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs pour

des dosages hormonaux ultérieurs et congelé a 4°C (Figure 17).
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Figure 17: Pesée et sacrifice des lapins.

Les animaux sont disséqués, leurs appareils génitaux (testicules) sont prélevés puis
dégraissés et pesés grace a une balance de précision de 0,01g. Les testicules droits sont fixés au
Bouin Hollande dans des piluliers soigneusement fermés et étiquetés pour une étude
histologique, alors que les testicules gauches sont placés dans des eppendorfs et congelés a

- 20°C, jusqu’a leur utilisation ultérieure (Figure 18).

Figure 18: Dissection d’un lapin male et traitement de 1’appareil génital.

A : Dissection des animaux ; B : Prélévement de I’appareil génital male du lapin (testicule) ;
C : Détermination du poids griace a une balance de précision de 0,01g ; D : Piluliers de fixateur
contenant les organes génitaux.

E
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3. Etude histologique

L’étude histologique se déroule en une série d’étapes successives obligatoires qui vont
aboutir a I’obtention de coupes fines prétes a recevoir la coloration histologique d’intérét. Le
protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes :

» Fixation des échantillons
Déshydratation et éclaircissement
Imprégnation
Inclusion
Confection des coupes et collage
Déparaffinage et réhydratation

Coloration topographique et Déshydratation

YV V. V V V V V

Observation des lames
3.1. Fixation des échantillons

La fixation est un traitement chimique ou physique effectué sur des cellules vivantes
permettant de pratiquer ultérieurement certaines manipulations avec un minimum de
dommages pour les structures cellulaires. Elle permet notamment de les conserver dans un
état aussi proche que possible de I’état vivant et d’éviter les raccourcissements et les
distorsions possibles, mais aussi de protéger les cellules de 1’attaque bactérienne ou encore de
celle des enzymes.

Le fixateur utilisé est le Bouin Hollande sublimé (mélange de formol et d’acide picrique)
qui appartient a la famille des fixateurs coagulants. Les organes placés dans des cassettes
d’inclusion, puis déposés dans des piluliers contenant un volume de Bouin Hollande trois fois
supérieur a celui de I’organe, afin de I’'immerger totalement. Les organes sont maintenus ainsi

pendant 7 jours dans le fixateur, a température ambiante (Figure 19).

Figure 19 : Fixation des organes par le fixateur Bouin hollande sublimé.
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3.2. Déshydratation et éclaircissement

Les picces ont été¢ déshydratées dans une série d’alcool éthylique de titre croissant (50°,
70°, 90°,100°) pendant 2 heures chacun, ceci permet d’éviter la désorganisation des structures,

puis transférés dans des bains de xylene pendant 2 heures pour I’éclaircissement (Figure 20).

Bain de Bains d’alcool a
xyléne degré croissant

Figure 20: Série de bains d’alcool éthylique et bain de xyléne.

3.3. Imprégnation

L’imprégnation consiste a plonger les organes dans 3 bains successifs de paraffine, de 2
heures pour chaque bain a 60°C, immédiatement apres les bains de xylene pour que la
paraffine pénétre a I’intérieur de I’organe. Le deuxiéme et le troisiéme bain renferment de la
paraffine pure, tandis que le premier est constitué d’une moiti¢ de paraffine et moitié¢ toluene.
Un séjour prolongé des pieces dans le deuxieme bain ne présente aucun inconvénient, a
condition que la température ne dépasse pas 60°C.

La déshydratation et I’imprégnation sont réalisées grace a un automate de circulation de
type Leica au niveau du laboratoire d’anotomo-pathologie du CHU de Tizi-Ouzou. Ces deux
étapes se font aprés la programmation de I’appareil et I'insertion des cassettes marquées

contenant les pieces (Figure 21).
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Figure 21: Appareil de circulation du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU de

Tizi-Ouzou.

3.4. Inclusion

L’inclusion a pour but de réaliser des coupes fines et régulieres. Cette opération consiste a
enrober 1’organe déshydraté dans de la paraffine fondue a 60°C dans un appareil d’enrobage de
type Leica (Figure 22). Les organes sont placés dans des moules qui recevront la paraffine. Les
cassettes identifiant chaque échantillon, sont placées a la surface des moules (Figure 23). De la
paraffine est coulée dans les moules jusqu’a immersion totale de 1’échantillon. Le dispositif est

déposé sur une plaque refroidissante de I’appareil (-10 a -15°C) jusqu’a solidification du bloc.

Figure 22 : Machine a enrobage du laboratoire d’ Anatomo-pathologie du CHU de Tizi-Ouzou.
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Moule a
paraffine

Cassettes

Figure 23: Organes placés dans des moules qui recevront la Paraffine.

3.5. Confection des coupes et collage

Des coupes fines ont été réalisé de 2 a Sum d’épaisseur sur les blocs d’organes, enutilisant
un microtome a paraffine de type Leica au niveau de laboratoire d’anatom-pathologiedu CHU
de Tizi-Ouzou. Les coupes sont récupérées sur des lames porte-objetpropres qui seront

incubées toute une nuit a 38°C dans une étuve (Figure 24).

Figure 24: Dispositif permettant de faire des coupes : microtome a gauche et bain Marie a

droite.

3.6. Déparaffinage et réhydratation

Avant de procéder a la coloration, les lames doivent étre déparaffiner et placées dans un

milieu aqueux, car les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux.

E
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Le déparaffinage est une opération qui permet de retirer la paraffine qui imprégne la
coupe. Il est suivi d’une réhydratation, qui est une séquence inverse de celle de Ia
déshydratation (Figure 25). Il consiste en deux bains de xyléne, puis en bains d’alcool éthylique

a des degrés décroissants (100°, 90°, 70°,50°).

Bains
d’alcool a
degrés
décroissants

Bains
de xyleéne

Figure 25: Bains d’alcool et de xylene de la circulation.
3.7. Coloration topographique et Déshydratation

Le but de la coloration histologique est la différenciation optique qui consiste a faire
ressortir des constituants déterminés de la préparation microscopique. La coloration effectuée
sur des échantillons est celle de la coloration topographique de Trichrome de Masson
(Figure26).

La coloration permet de mettre en évidence (grace aux colorants utilisés) le noyau en noir,
le cytoplasme acidophile et le nucléole en rose, les sécrétions sont soit rouges soit vertes en
fonction de leur nature, les muscles sont rouges et les fibres de collagenes sont vertes.

Cette coloration est suivie d’une déshydratation dans des bains d’alcool éthylique a degrés

croissants (50°, 70°,90°, 100°).

Figure 26 : Série d’une coloration topographique

A : Hématoxyline ; B : Fuschine Ponceau ; C :Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique

E

:E : EauAcétifiée ; F : Vert Lumiere ; G : Eau Acétifiée




Chapitre I11 Matériel et méthodes

3.8. Observation des lames

L’observation des lames se fait a I’aide d’un microscope photonique de type optica qui
permet d’observer toutes variations ou modifications des structures histologiques des gonades
(figure 27). Des photographies sont prises grace a un appareil photo numérique, de ce fait le

grossissement de 1’observation change et est calculé de la maniére suivante :

G= Vobj x Vz x Agrandissement de ’appareil

G : Grossissement ; Vobj : Grossissement de 1’objectif ; Vz : Facteur de zoom d’optovar = 2.5

Figure 27: Observation des lames au microscope optique.

4. Etude statistique

Les variables (poids vifs, poids des testicules) obtenus durant cette étude ont été soumises
a une analyse de variance « ANOVA ». Le traitement statistique des données et les
présentations graphiques des résultats ont été réalisés sous Microsoft Office Excel 2007.

La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque parameétre,
suivie par la valeur de I’erreur standard liée a la moyenne « ESM ».La validité statistique des
différences entre les moyennes est évaluée d’apres le test d’ANOVA réalisés a I’aide d’un

logicielle informatique OriginLab 2007 et la valeur des probabilités « P » est la suivante :

Si1 P<0.001 : La différence est hautement significative="****
Si P<0.01 : La différence est tres significative=***
Si P<0.02 : La différence est significative=**

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

AN N NN

Si P>0.05 : La différence est non significative

0

-
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Les résultats rapportés dans cette recherche concernent le poids corporel avant et apres
administration de 1’huile essentielle menthe poivrée ainsi que le poids des testicules gauches et
droits et le poids relatifs, des lapins infantiles d4gés de 1 mois, puis nous avons réalisé une étude

histologique sur les structures gonadiques testiculaire.
1. Poids corporel

La pesée des lapins a été effectuée deux fois, avant et aprés 1’administration de 1’huile
essentielle de la menthe poivrée pour évaluer I’effet de cette 1’ huile sur le poids corporel des
lapins infantiles agés de 1 mois a des doses différentes 200 (ul/kg), 300 (ul/kg), 400 (ul/kg),
500 (ul/kg) et 700 (ul/kg).

Le poids corporel en kilogramme (kg) est exprimé par la valeur moyenne £ I’erreur

standard liée a 1a moyenne (ESM).

1.1. Poids corporel des lapins infantiles traités par I’huile essentielle Menthe poivrée

Le poids corporel des lapins infantiles agés en moyenne d’un mois avant et apres
administration de I’huile essentielle Menthe poivrée aux différentes doses est exprimé

graphiquement dans la Figure 28.
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Figure 28 : Représentation graphique du poids corporel des lapins infantiles traités par I’huile

essentielle Menthe poivrée a différentes doses.

T : Témoin ; Jour 0 : avant traitement ; Jours 7 : apres traitement

(*) : Comparaison entre JO et J7.
(*) : Comparaison entre témoins et doses.
(*) : Comparaison entre doses successives
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Selon le graphe, la valeur moyenne du poids corporel des animaux a J7 est supérieure a celui
de JO. Néanmoins, 1’écart entre J7 et JO est faible chez les témoins (0.028 kg) et important chez
les lapins traités par la Menthe poivrée qui varie entre 0.119 kg pour la dose 5 et 0.278 kg pour
la dose 3.

La comparaison des poids corporels entre JO et J7 a montré une différence tres significative
(P<0.01) aux doses 1 (200 pl/kg) et 3 (400ul/kg) et hautement significative (P< 0.001) aux
doses 4 (500 ul/kg) et 5 (700 pul/kg).

Cependant, apres le traitement J7 les valeurs moyennes du poids corporel des lapins témoins
est de 0.640 + 0.043 alors que chez ceux traités est de 0.569 + 0.023 a la dose 1(200 pl/kg) qui
augmente jusqu’a 0.766 £+ 0.077 a la dose 3 (400 ul/kg) pour ensuite diminuer jusqu’a 0.455 +
0.005 a la dose 5 (700 ul/kg).

Néanmoins, nous avons constaté une différence tres significative (P<0.01) entre les lapins
témoins et ceux traités a la dose 5 (700 pl/kg).

Toutefois, 1’effet dose sur le poids corporel a révélé une augmentation des poids vifs a
partir de la dose 1 (200 pl/kg) jusqu’a la dose 3 (400 pl/kg), cependant a partir de la dose 500
(u/kg) ces parametres sont inversement proportionnelles a la dose administrée. Ces variations
révelent une différence peu significative (P<0.02) a la dose 4 (500 pl/kg) et hautement
significative (P<0.001) a la dose 5 (700 ul/kg).

2. Poids testiculaire

Apres ’administration de I’huile essentielle Menthe poivrée et la dissection des animaux,
les testicules ont été récupérés puis pesés dans le but d’évaluer 1’évolution de leur poids.
Le poids testiculaire en gramme est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur standard liée

a la moyenne (ESM).
2.1. Poids testiculaire absolue

Les figures 29 et 30 représentent les poids des testicules gauches et droits et le poids total
des lapins infantiles 4gés en moyenne d’un mois en fonction de la dose de I’huile essentielle
administrée Menthe poivrée.

Les valeurs moyennes du poids des testicules gauches sont légerement supérieures a celles

des testicules droits chez tous les lapins témoins et traités.
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Figure 29: Représentation graphique du poids testiculaires droits et gauches des lapins

infantiles traités par I’huile essentielle Menthe poivrée a différentes doses.

T : Témoin ; PTD: Poids testiculaire droit ; PTD: Poids testiculaire gauche.
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Figure 30:Représentation graphique du poids total des testicules des lapins traités par 1’huile

essentielle Menthe poivrée a différentes doses.

T : témoin

(*) : Comparaison entre témoins et doses.
(*) : Comparaison entre doses successives.
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Le poids testiculaire total est de 0.245+0.018 chez le témoin alors que chez ceux traités, il
est de 0.221 £ 0.025 a la dose 1 puis augmente a la valeur de 0.56 £+ 0.045 a la dose 3 qui
représente une valeur maximale et importante pour ensuite diminuer jusqu’a la valeur de 0.258
+0.012 ala dose 5.

La comparaison entre les lots témoins et le lot traités a montré une différence tres
significative (P < 0.01) a la dose 2 et 4 et hautement significative (P < 0.001) a la dose 3 tandis
que la comparaison des traités entre eux a montré une différence tres significative (P < 0.01)

aux doses 2,4 et 5.

2.2. Poids testiculaires relatifs a 100g du poids corporel des lapins infantiles traités par

I’huile essentielle Menthe poivrée

Les valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules des lapins
infantiles 4gés en moyen d’un mois traités par 1’huile essentielle Menthe poivrée est présentée

dans la figure 31.
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Figure 31 : Représentation graphique du poids testiculaire relatif a 100 g du poids corporel des

lapins males infantiles traités par I’huile essentielle Menthe poivrée aux doses différentes.

(*) : Comparaison entre témoins et doses.
(*) : Comparaison entre doses successives.
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Le poids testiculaire relatif a 100g du poids corporel révele une variation entre les lots
expérimentaux (dose 1 ; dose2 ; dose 3 ; dose 4 et dose 5) et le lot témoin. En effet, sa valeur
moyenne est de 0.038 £ 0.0009 chez les lapins témoins, alors que chez les lots traités elle est
de 0.039 + 0.005 a la dose 1 et s’¢éléve pour atteint une valeur maximale et importante qui est
de 0.073 £ 0.002 a la dose 3 puis elle diminue a 0.057 + 0.001 chez ceux traités a la dose 5 .

Cependant, on a constaté une différence hautement significative (P < 0.001) entre les
lapins témoins et ceux traités aux doses 2, 3, 4 et 5. Tandis que la comparaison des traités entre
eux a montré une différence trés significative aux doses 2 et 5, ainsi qu’une différence peu

significative (P < 0.02) a la dose 4.

3. Etude histologique des structures testiculaires

La structure histologique des testicules des lapins agés en moyen d’un mois qui est
représentée dans la planche 1, révele une grande variabilité entre les lapins traités par 1’huile
essentielle Menthe poivrée aux différentes doses :200 (ul’kg), 300 (ul/kg), 400 (ul/kg), 500

(ul/kg) et 700 (ul/kg) est observée sous un microscope optique au fort grossissement.
3.1. Testicules des lapins témoins

Les structures testiculaires des lapins témoins agés de 1 mois révelent, au fort
grossissement, des tubes séminiferes dépourvus d’une lumicre et formés d’un épithélium
séminifere constitué de deux types cellulaires : des spermatogonies et des cellules de Sertoli.

Les spermatogonies sont des cellules peu volumineuses, a noyaux arrondis et une
chromatine condensée distribuées sur toute la section du tube a la périphérie. Les cellules de
Sertoli, reconnaissables par leurs noyaux a encoches, de forme irréguliere, conique, pyramidale,
ou triangulaire, sont des cellules de grande taille reposant sur la lame basale qui s’étendent
jusqu’a la lumiere du tube séminifére et émettent des expansions cytoplasmiques apicales.

Un espace interstitiel important et richement vascularisé est visible entre les tubes
séminiferes constitué¢ des cellules de Leydig qui sont organisées en amas ou bien dispersées
dans cet espace et des cellules fusiformes appelées cellules péritubulaires ou cellules myoides

entourant les tubes séminiferes (planche 1).
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Planche 1 : Coupes histologiques des testicules des lapins infantiles du lot témoin et ceux
traités par I’huile essentielle Menthe poivrée aux doses respectives 200 pl/kg, 30ul /kg, 400
ul/kg, 500 ul/kg et 700 pl/kg.

Lu : Lumiére, Sg : spermatogonie ; Cs : cellule de Sertoli ; Sc : spermatocytes ; Cm : cellule myoide ; CL : cellule
de Leydig ;T : Témoin ; D1 : Dose 1(200ul/kg) ;3 D2 : Dose2 (300ul/kg) ; D3 : Dose 3 (400ul/kg) ; D4 : Dosed
(500pl/kg) ; D5 : DoseS (700ul/kg).

.
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3.2. Testicules des lapins traités par la Menthe poivrée

La structure des testicules des lapins traités par la Menthe poivrée aux doses respectives de
200 (ul/kg), 300 (ul/kg), 400 (ul/kg), 500 (ul/kg) et 700 (ul/kg), révele la mise en place de la
lumiere au niveau de tous les tubes séminiferes avec un épithélium constitué de cellules de
Sertoli & noyaux triangulaires qui se prolongent jusqu’a la lumiére et de spermatogonies a
noyaux ronds condensés. La structure histologique des testicules des lapins traités a la dose 1
(200ul/kg), révele I’apparition des premiers spermatocytes I a noyaux volumineux,
décondensés et grossiers dans quelques tubes séminiferes, alors que chez ceux traités a la dose
2 (300ul /kg) montrent la présence des spermatocytes I dans la plupart des tubes séminiferes.
Cependant, ceux traités a la dose 3 (400 ul/kg) présentent plusieurs spermatocytes I dans tous
les tubes séminiferes, a ’inverse ceux traités a la dose 4 (500 pul/kg) et 5 (700 pul/kg) présentent
peu de spermatocytes I dans tous les tubes séminiferes qui sont plus nombreux a la dose 4 par

rapport a la dose 5 (planchel).

4. Discussion

La phase infantile s’étale de la naissance a I’age de 40 jours et durant ce stade les tubes
séminiferes ne présentent aucune activité spermato-génétique et les cellules interstitielles sont
indifférenciées (Berger et al., 1982). En effet, aprés I’administration de I’huile essentielle
Menthe poivrée, les résultats obtenus dans cette étude révelent des modifications des structures
testiculaires, ainsi que des parametres macroscopiques (poids corporel, poids testiculaires

absolus et relatifs) chez des lapins males infantiles traités par cette I’huile.
4.1. Poids corporels et testiculaires

Selon Piles et al. (2003), la croissance pondérale d’un animal est un caractére extrémement
variable en fonction des facteurs génétiques, alimentaire et/ou environnementaux. Apres la
naissance la régulation de la croissance pondérale chez le lapin n’atteint la pleine efficacité
qu’au bout de 100 jours (Vézinhet, 1968). La croissance pondérale d’un animal résulte d’un
développement en poids de chacun des éléments constitutifs de son corps (Micol et al., 1993).

Les poids corporels et testiculaires des lapins infantiles traités par la Menthe poivrée sont
plus élevés que chez les témoins d’un part, d’autre part ces parameétres sont doses dépendants
aux doses inférieure a 400 (upl/kg), car ils augmentent avec l’augmentation de la dose
administrée. Néanmoins, a partir de la dose 500 (ul/kg) ces parametres diminuent alors que la

dose augmente.
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Les résultats obtenus corroborent avec ceux obtenus par Smah et Ould Mokhtar (2018) qui
ont constatés également 1’augmentation des poids corporels et testiculaires des lapins infantiles
traités par la Menthe poivrée aux doses 200 et 400 (pl/kg).

L’¢étude de Nantia et al. (2007) porté sur I’effet de 1’extrait au methanol de Bsella alba L. a
la dose de 80 (pl) pendant 30 jours chez le rat male, révele que le poids corporel des animaux
croit avec le temps.

Soy et al. (2016) ont observé une augmentation du poids des rats traités avec un extrait
éthanlique de feuilles de Mentha Piperita pendant 60 jours.

Kugukyilmez et al. (2017) soulignent une augmentation du poids corporel de 47et 83 (g)
chez les oiseaux nourris avec 24 et 48 (mg) d’huile essentielle de lavande pendant 60jours sans
consommation d’aliments supplémentaires, cette huile pourrait étre considérée comme un
facteur de croissance.

De méme, les résultats sur I’augmentation du poids corporels sont similaires a ceux
d’études antérieures sur la supplémentation des régimes de poulets de chair avec des huiles
essentielles d’origan, romarin, sauge et de lavande (Alcick et al., 2003, Algick et al., 2004,
Botsoglou et al., 2004, Bozkurt et al., 2009, Bozkurt et al., 2012).

A Dinverse, les résultats sont contradictoire avec 1’étude réalisée par Eitimad (2017), sur
I’effet de 1’extrait aqueux de la menthe (crispa et piperita) sur le poids corporel des rats
sauvages (Rattus Norvegicus) qui diminue a la dose de 50mg /kg.

L'extrait aqueux des feuilles de Psidium guajava a été donné a des rats albinos méles a une
dose de 250 et 500 (mg/kg) a induit une réduction significative du poids corporels et des
organes reproducteurs (Choudhury et Sinha., 2014).

Les résultats obtenus sur le développement du poids des testicules corroborent avec ceux
obtenus par Haeri et al. (2006), qui ont montré que I'administration de l'huile essentielle de la
sarriette Satureja khuzestanica (SKEO) par voie orale aux doses 75, 150 et 225 (mg/kg/jour)
pendant 45 jours a provoqué une augmentation significative du poids des testicules, des
épididymes et vésicules séminales qui sont dues a l'augmentation du nombre de
spermatogonies, de spermatides, de cellules de Leydig et de spermatozoides et un taux plus
élevé de spermatogenese, confirmé par leur résultats d'histopathologie.

Par conséquent, le poids des organes sexuels élargi est le résultat de I’augmentation des taux
sériques de FSH et de testostérone sous 1’effet de l'huile essentielle de la sarriette Satureja

khuzestanica (SKEQO).
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Morakinyo et al. (2008) ont démontrés une augmentation significative du poids testiculaire
des rats apres 28 jours de traitement par du Zingiber en fonction de la dose et de la durée par
rapport aux témoins.

Selon Allrich et al. (1983), les dimensions des testicules sont tres corrélées avec 1'age, le
développement et le poids corporel. En effet 1’augmentation du poids testiculaire est due a
l'augmentation du diametre et de la largeur du tubule séminifere et I'augmentation du nombre
de cellules de Leydig.

Selon Prins et al. (1991) et Kamtchouing et al. (2002) ’augmentation du poids absolue des
testicules pourrait €tre due a une biosynthese accrue des androgénes comme en témoigne une
augmentation accrue des taux sérique de testostérone chez des rats expérimentaux traités par du
Zingiber.

D’apres Nasseem et al. (1998), des extraits de graines de Momordica Charantia testés chez
des rats pendant 35 jours ont montré une augmentation du poids testiculaires, ce qui montre sa
propriété androgénique.

A DP’inverse les résultats obtenues par Bashandy (2007), démontrent qu’il y’a une diminution
significative du poids du testicule apres 2 mois de traitement par I’huile essentielle de Nigella
Sativa par rapport aux rats témoins.

L’extrait de la menthe verte Mentha spicata a la dose de 20 (g/l) pendant 35 jours provoquée
chez des rats une diminution significative du poids des testicules, épididymes, vésicule
séminale et de la prostate tandis que a la dose de 40 (g/l) de la menthe verte pendant 25jours, a
causé une diminution significative de la LH sérique, FSH, la testostérone et la concentration
des spermatozoides au niveaux de 1’épididyme (Kumar et al., 2008).

En effet, I’administration de l'extrait de fleurs de benzéne d'Hibiscus rosa sinensis a des rats
albinos males, a la dose de 200 (mg/kg) de poids corporel, a induit une diminution du poids
corporel et des organes reproducteurs tels que les testicules et les épididymes avec une
réduction significative de la numération des spermatozoides et de motilité du sperme. L'étude a
révélé que l'extrait de fleurs de benzene d’Hibiscus rosa sinensis a une activité antifertilité
(Kumar et al., 2014).

Les effets de différentes doses d'extraits de méthanol de feuilles, d'écorce, de tige et de
racine de la plante Ximenia americana sur le systeme reproducteur masculin ont été étudiés
chez des rats males. Les résultats obtenus ont montré que ces extraits ont induit une diminution
de poids du testicule et du nombre de spermatozoides et une augmentation des anomalies

morphologiques du spermatozoide (Adeiza et al.,2011).
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De plus, l'extrait aqueux de la graine de Madhuca latifolia a été donné a des rats albinos
males a la dose de 2 (g/kg) pc pendant 21 jours. Le résultat a montré une réduction significative
du poids des testicules, épididyme, vésicule séminale et nombre de spermatozoides et le taux de
testostérone. L'étude a révélé que Madhuca latifolia est un puissant agent antispermatogene

(Gopalkrishnan et Shimpi., 2011).
4.2. Histologie testiculaire

Nous avons constatés que la structure histologique des testicules des lapins males infantiles
traités par la Menthe poivrée differe de celle des t€émoins, avec la mise en place de la lumiere
au niveau de tous les tubes séminifere ainsi que I’apparition des nouveaux stades de
spermatogenese tels que 1’apparition des premiers spermatocytes 1. En effet, au fur et 2 mesure
qu’on augmente la dose, le nombre de ces cellules et les tubes séminiféres augmentent jusqu’a
la doses 400 (pl/kg), néanmoins a partir de la dose 500 (pl/kg) leur nombre est inversement
proportionnelle.

Sur le plan histologique la Menthe Poivrée a induit I’apparition de plusieurs spermatocyte |
dans tous les tubes séminiferes chez les lapins males infantiles traités a la dose 400 (pl/kg),
tandis que ceux traités a la dose 500 (ul/kg) présente a I’inverse peu de spermatocytes I dans
tous les tubes séminiferes (Saidj et Tamani ., 2018).

Selon 1’é¢tude de Mukhallad et al. (2009) sur 1’action de I’extrait aqueux de la nigelle,
administré par voie orale a 300 mg/kg pendant 60 jours, sur la fertilité du rat male, montre une
augmentation significative du poids des organes reproducteurs par rapport aux témoins, ainsi
qu’une stimulation des paramétres de reproduction tels que la motilité et le nombre des
spermatozoides dans les canaux testiculaires. Une augmentation significative de ’activité de la
spermatogenese a €té observée dans les tubules séminiferes des rats traités au niveau des
spermatides, spermatocytes primaires et secondaires.

Al-Sa’aidi et al. (2009) observent lors de leurs études sur I’effet des extraits alcooliques de
Nigella sativa sur la fertilité du rat une augmentation significative du poids du testicule, du
diametre et de 1’épaisseur des tubes séminiferes contenant des spermatogonies et
spermatocytes, ainsi qu’une augmentation de la hauteur des cellules épithéliales entourant
I’épididyme chez les groupes expérimentaux.

Akdogan et al. (2004) rapportent lors de leur étude sur I’effet de la Mentha Piperita sur la

reproduction du rat male, que le diametre des tubes séminiferes augmente.
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A T’inverse les résultats obtenus par Bashandy (2007), démontrent qu’il y’a une
diminution significative du poids du testicule aprés 2 mois de traitement par 1’huile essentielle
de Nigella sativa par rapport aux rats témoins.

Selon The Jashwini et al. (2012), une réduction significative du nombre de
spermatozoides, du poids des organes reproducteurs et du niveau de testostérone sérique, ainsi
que sur le plan histologique une réduction du diametre des tubes séminiferes et du diametre des
cellules de Leydig chez des souris Swiss albinos traités par l'extrait éthanolique de gousses de
Cyamposis psoralioides (gomme guar) aux doses de 200 et 400 (mg/kg) de poids corporel

pendant 40 jours.
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Conclusion

Au terme de notre étude portée sur les effets de I’huile essentielle Menthe poivrée sur les

parametres macroscopiques et le développement des structures testiculaires chez les lapins infantiles de
la population blanche a différentes doses : 200 (ul/kg), 300 (ul/kg), 400 (ul/kg), 500 (ul/kg) et
700 (ul/kg). 11 en ressort que ces différents parametres changent suite au traitement et en
fonction de la dose administré.

En effet, les poids corporels et testiculaires des lapins infantiles traités par la Menthe
poivrée sont plus €élevés que chez les t¢émoins d’un part, d’autre part ces parametres sont doses
dépendants aux doses inférieure a 400 (ul/kg), car ils augmentent avec I’augmentation de la
dose administrée. Néanmoins, a partir de la dose 500 (ul/kg) ces parametres diminuent alors
que la dose augmente.

Sur le plan histologique, la structure testiculaire des lapins traités révele 1’apparition des
premiers spermatocytes I dans quelques tubes séminiferes a partir de la dose 200 (ul/kg), dont
le nombre de cellules et le nombre des tubes séminiferes la contenant augmentent en fonction
de la dose administrée jusqu’a la dose 400 (ul/kg), cependant on a constaté 1’inverse a partir de
la dose 500 (ul/kg).

De ce fait, il semblerait que I’huile essentielle Menthe poivrée a un effet positif sur le
développement des poids corporels et testiculaires a partir de la dose 200(ul/kg) jusqu’a la
dose 400 (ul/kg),favorisant ainsi la fertilit¢ des lapins infantiles, tandis qu’elle a un effet
inverse a partir de la dose 500 (ul/kg), c’est pour cette raison qu’elle est considérée comme un
produit phyto-cestrogene dont 1’action est semblable a celle d’une hormone.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét d’analyser la semence pour
identifier les caractéristiques de la fertilité des lapins traités avec cette huile essentielle, étudier
les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus, renforcer cette étude par une
étude histo-morphométrique afin d’étudier les effets de la Menthe poivrée sur les parameétres
microscopiques (le diametre des tubes séminiferes, la hauteur des cellules épithéliales),de
réaliser cette étude dans un temps plus large et des doses plus importantes sur un effectif plus
grand, d’étudier I’impact de I’huile essentielle de la Menthe poivrée sur la fertilit¢ féminine

ainsi que les effets d’autres huiles sur les structures testiculaires et épididymaires.
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Annexes

Annexe 1 : Fiche technique d’histologie

Fiche technique N° 1 :

Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)

Broyer a froid dans un mortier :

Acétate de cuivre ..............oeeel 25¢g

Eau distillée........................... 100 ml

Agiter puis ajouter peu a peu :

Acide picrique.........oceviiiiiininnn... 4¢g

Le liquide se conserve indéfiniment.

Filtrer apres complete dissolution et ajouter :

Formaldhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml

Acide acétique cristalisable..................coooi Iml
Fiche technique N° 2 :

Eau gélatinée de Masson (MARTOJA et MARTOIJA, 1967).

Gélatineenpoudre ...........ooviiiiiiiiiii 0,120,5¢g
Eaudistillée............oooiii 100 ml

Verser la poudre dans I’eau distillée et laisser gonfler pendant un moment puis tiédir sur une
platine chauffante.

Conservation limitée.
Fiche technique N° 3 :

Trichrome de Masson (MARTOJA et MARTOIJA, 1967)
Mode opératoire :

Les coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans :

L’hématoxyline de Groat........................ 3 minutes.
Lavage a I’eau courante ......................... 5 minutes.
Me¢lange fuchsine ponceau ..................... 5 minutes.
Eau acétifice a 1% ..., Ringage.
Orange G ...ooovvviiiii e 5 minutes.
Eau acétifice a 1% ..., Ringage.

Vertlumi€re .....oooovveieiii i, 5 minutes.
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Eauacétifice a 1% ..., Ringage.

Ensuite les coupes sont déshydratées et montées au baume de Canada.
Résultats :

Les noyaux sont colorés en brun noir.

Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.

Hématoxyline de Groat (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Préparation a froid :

Premieére solution : Acide sulfurique concentré...................oovviiniiinnnnn. 0,8 ml
Alunde fer.... ..o, 1g Eau
Distillée....ooooieiii 50 ml

Deuxiéme solution :
Hématoxyline...........cooiiiiiiiii e 0,5g
ALC00L A 050 50 ml

Apres dissolution, mélanger les deux solutions, laisser reposer pendant une heure et filtrer.

Se conserve pendant trois mois environ.

Mélange fuchsine acide ponceau (MARTOJA et MARTOIJA, 1967) :

Préparation a froid :

Fuchsine acide............ccccoiiiiiiii e 0,1g
Ponceau..........oooiiiiii 0,2g Eau
Distillée....ooveiniiii 300 ml

Apres dissolution ajouter :
ACIAe aCEHIQUE. ...ttt 0,6
Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA et MARTOIJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique..................... 3a5SgEau
AiStIll€e. ... 100 ml Orange
G 2g

Conservation illimitée
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Vert lumiere (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Vert lumiére

........................................................... g
Eaudistillée.........ooviiniii 100 ml
ACIde aCEHIQUE. ...t 0,2 ml

Conservation illimitée



Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer les effets de 1’huile essentielle Mentha peperita sur les poids
corporels et testiculaires ainsi que sur la structure histologique des testicules chez des lapins maéle
infantiles. L’étude est portée sur 41 lapins males infantiles répartis en 6 lots ; un lot témoin et 5 lots traités
par cette I’huile essentielle aux doses respectives de 200 pl/kg, 300 pl/kg 400 pl/kg, 500 pl/kg et 700
ul/kg (D1, D2, D3, D4 et DS). Les animaux ont été pesés puis traités une seule fois par la Menthe poivrée
administrée par voie orale et une semaine apres le traitement, les lapins sont sacrifiés par saignement, les
testicules sont prélevés et traités pour effectuer une étude histologique. Les résultats obtenus révelent que
I’augmentation des poids corporels et testiculaires sont doses dépendants pour les lots traités par la
Menthe poivrée a la dose inférieure a 400 pl/kg, cependant a partir de la dose 500 pl/kg ces parametres
sont inversement proportionnelles a la dose administrée. Sur le plan histologique, la structure testiculaire
des lapins traités révele I’apparition des premiers spermatocytes [ dans quelques tubes séminiféres a partir
de la dose 200 pl/kg, dont le nombre de cellules et de tubes séminiferes la contenant augmentent en
fonction de la dose administrée jusqu’a la dose 400 ul/kg, cependant on a constaté I’inverse a partir de la
dose 500 ul/kg. Ces résultats suggerent que 1’huile essentielle Menthe poivrée selon les doses utilisées
aurait un effet positif sur la fonction reproductrice masculine (développement des testicules) ,la
spermatogenese et sur la fertilité des lapins males infantiles.

Mots clés : lapins male, testicules, reproduction, fertilité, huile essentielle, Menthe poivrée.

Abstract

The objective of this study is to determine the effects of Peppermint essential oil on body and testicular
weight as well as on the histological structure of the testes in infantile male rabbits. The study is carried
out on 41 male rabbits infantile divided in to 6 batches; a control batch and 5 batches treated with this
essential oil at the respective doses of 200 pl/kg, 300 pl/kg 400 ul/kg, 500 pl/kg et 700 ul/kg (D1, D2, D3,
D4 et D5).The animals were weighed and then treated only once with Peppermint administered orally and
one week after the treatment, the rabbits are sacrificed by bleeding, the testes are removed and processed
for a histological study. The results obtained show that the increase in body and testicular weights are
dose dependant for the batches treated with Peppermint at a dose of less than 400 ul/kg, however from the
500 pl/kg dose these parameters are inversely proportional to the administered dose. Histologically the
testicular structure of treated rabbits reveals the appearance of the first spermatocytes I in some
someniferous tubes from the dose 200 pl/kg, the number of cells and semeniferous tubes of which
increase according to the dose administered up to the dose of 400 ul/kg, however the reverse was
observed from dose 500 pl/kg. These results suggest that Peppermint essential oil depending on the dose
used would have a positive effect on male reproductive function (development of the testes),
spermatogenesis and the ironitis of male infantile rabbits.

Keywords: rabbits, testes. reproduction, fertility, essential oil, Peppermint.




