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Introduction

Le lapin est 1’espéce considérée a la fois comme animal domestique, animal de
compagnie et animal modele de recherche. Cette situation lui confere un statut particulier,
notamment dans le domaine de la reproduction ou il offre beaucoup d’avantage. En effet il

.....

par une bonne qualité de sa viande(Joly et Theau-Clément, 2000).

La fertilité masculine est marquée par une différenciation gonadique adéquate, une
maturité 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).

Le testicule est constitué principalement de tubes séminiféeres ou se déroule la
spermatogenése et de tissu interstitiel riche en cellules de Leydig. Ces dernieres synthétisent
et libérent les androgeénes, principalement la testostérone qui joue un réle dans le maintien de

la spermatogenése (Curtis et Amann, 1981 ; Eurell et Frappier, 2006).

L’¢épididyme, long tubule pelotonné reliant le testicule au canal déférent, représente
un endroit sécuritaire pour la maturation et 1’entreposage des spermatozoides qui transitent
dans son tubule. Lors de leur entrée dans I'épididyme, les spermatozoides sont
fonctionnellement immatures et ce n’est qu’au cours de leur transit a travers 1’épididyme,

qu’ils acquirent progressivement la capacité a se mouvoir et a féconder un ovocyte.

L’acquisition de la maturité des spermatozoides tout au long de I'épididyme jusqu'a la
queue ou ils seront stockés, se fait grace aux protéines qui se retrouvent dans le fluide

épididymaire ou ils baignent (Kirchhoff, 1999).

Les huiles essentielles sont des produits aromatiques riches en phyto-cestrogénes dont
I’innocuité n’est pas totalement prouvée. Ces comp0sés sont susceptibles de modifier le
processus physiologique de la reproduction soit en 1’améliorant ou en le perturbant (EI

Kalamouni, 2010).

De ce fait, le but de notre travail est de mettre en évidence les effets de 1’huile
essentielle de la menthe poivrée sur la structure des testicules et épididymes des lapins males
au sevrage et pré pubére, a travers une étude histologique de leurs structures et la relation des
poids vifs avec le poids et le volume testiculaire et épididymaire.

-
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Notre travail se présente sous la forme de cing chapitres qui traiteront dont le premier
chapitre 1’anatomo-histologique de 1’appareil reproducteur, le deuxiéme chapitre portera sur la
physiologie de la reproduction chez le lapin male. Ensuite nous aborderons dans le troisiéme
et quatrieme chapitre les matériels et méthodes, suivie des résultats obtenus lors de notre
expérimentation, et nous terminerons par la discussion des résultats et une conclusion globale

ainsi qu’un ensemble de perspectives.
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Chapitre | Rappels anatomo-histologique de I’appareil reproducteur male du lapin

Le systeme reproducteur du lapin male est tres similaire & celui des autres
mammiferes, sauf pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter les testicules dans

I’abdomen.

Ce systéme assure deux fonctions primordiales, la production des spermatozoides et
leur dépdt dans les voies génitales femelles d’une part et la sécrétion des hormones sexuelles

d’autre part (Alvarino, 1993).
1. Anatomie de I’appareil reproducteur méle du lapin

Le terme « appareil génital male » désigne tous les organes et structures qui participent
a la formation, la maturation, 1’émission sous pression des différents constituants du sperme,
qui comprend (Figurel) : les testicules, I’épididyme, le canal déférent, les vésicules

séminales, les canaux éjaculateurs, la prostate et le pénis (Jardin et De Fourmestraux, 1984).

Poche scrotale (retournée)

Ligament
rétracteur
inferieur

Poche scrotale Ligament

retracteut
supérieur

Testicule

Tete  Corps  CQueue Spermiducte

Epididyme

Vésicule séminale

——— Glande vésiculaire

Ampoules déférentes (2)

Canal éjaculateur

Prostate

Giande de Cowper
Racines du corps
caverneux (2)
Urétre

Glandes prépuciales

Vésicule séminale
{retournée)

Pénis sans gland

Figure 1 : Schéma de I’appareil génital du lapin male (Lebas et al., 1996)




Chapitre | Rappels anatomo-histologique de I’appareil reproducteur male du lapin

1.1. Anatomie du testicule

Le testicule est la glande génitale du male, qui est un organe pair, ovoide aminci aux

extrémités, logé dans deux scrota bien distinct, en position périnéale haute.

Les testicules du lapin sont alternativement exorchide lorsqu’ils montent dans la cavité
abdominale en raison de 1’absence de fermeture du canal inguinale, sous ’effet de la frayeur,
ou ¢énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses grace a un tissu musculaire appelé
crémaster (Boussit, 1989 ; Barone, 2001).

Le testicule mesure de 3 a 3,5 cm de longueur, 1 & 1,5 cm de largeur et pése 1 a 2g
chez I’adulte (Barone, 2001).

1.1.1. Enveloppes testiculaires

Les enveloppes du testicule protegent et soutiennent cette glande ainsi que ses
premicres voies d’excrétion (épididyme et début du conduit déférent) et ses vaisseaux. On
peut distinguer six plans membraneux, dont deux plans superficiels (le scrotum et le dartos),
un plan intermédiaire (la tunique celluleuse : fascia spermatique externe) et trois plans
profonds (le crémaster, la tunique fibreuse : fascia spermatique interne et la tunique séreuse

vaginale) (Figure 2).

Le scrotum n’est bien visible que dans les périodes d’activité sexuelle, ou se loge les
testicules, il est alors double et forme de chaque c6té un sac volumineux, tres allongé et dirigé
caudalement sous le bassin, jusqu’au voisinage du prépuce, dont il reste indépendant. Sa peau
trés fine, est presque glabre, intimement adhérente au dartos, avec lequel il est mobilisable
sans difficulté (Barone, 2001).

Le dartos est une couche musculaire lisse, fortement mélé de fibre de collagénes et
surtout de fibre élastiques. C’est une enveloppe propre a chaque testicule qui assure leurs
suspensions et maintient leurs enveloppes profondes grace a la texture particuliere du fascia

spermatique externe, qui I’en sépare (Barone, 2001).

Le fascia spermatique externe est une enveloppe qui constitue un premier plan de
clivage entre les différentes structures des bourses testiculaires. Elle est constituée de deux

couches d’aspect lamellaire séparées par du tissus conjonctif lache. Il s’agit d’une zone de

-



Chapitre | Rappels anatomo-histologique de I’appareil reproducteur male du lapin

désolidarisation entre les enveloppes superficielles (scrotum et dartos) et les testicules, ce qui

assure une protection mécanique par exemple contre les chocs (Roger, 2009).

Le muscle crémaster est un sac musculaire complet, tres développé, de couleur rouge
vif, qui est directement continu avec le muscle oblique interne de 1’abdomen autour de
I’anneau inguinal profond, qui est large avec un diametre suffisant pour permettre le passage
des testicules et 1’épididyme. II recoit en outre, quelques faisceaux du muscle transverse de
I’abdomen. La contraction de muscle crémaster est volontaire et rapide, en effet lors d’un
stress, le muscle crémaster se contracte et entraine la rétraction du testicule dans la cavité
abdominale (Barone, 2001).

Selon Barone (2001) et Roger (2009), le fascia spermatique interne forme un sac
piriforme débutant a 1’anneau inguinal profond. Il est fortement solidarisé a la lame pariétale

de la cavité vaginale ; ils constituent a eux deux la tunique fibro-séreuse.

La tunique vaginale est trés ample, piriforme et le canal vaginal est long et vaste, elle

constitue la séreuse du testicule et de son cordon (Barone, 2001).

Tendon prépubien

Cordon testiculaire

Verge

Lame pariétale

Lame viscérale

Cavité vaginale

Epididyme

Sac dartoique
Crémaster

Testicule

Scrotum

-
s
-
....

Figure 2 : Représentation schématique des enveloppes testiculaires (Barone, 2001)
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1.1.2. Innervation et vascularisation

Le systéme testiculaire est vascularisé et drainé par un complexe d’arteres et de veines
qui assurent I’approvisionnement sanguin : 1’artére testiculaire, les veines testiculaires et

épididymaires (Figure 3).

L’artére se divise en une multitude de branches qui irriguent 1’albuginée et les cloisons
inter lobulaires du testicule. Les veines quant a elles, se regroupent pour former le plexus
pampiniforme sur le pdle dorsal du testicule. Le sang veineux testiculaire est extrémement
riche en testostérone et stéroides sulfates et les vaisseaux lymphatiques transportent aussi une

grande quantité de stéroides conjugues.

L’innervation du complexe testiculaire est étroitement liée au systéme vasculaire. Les
terminaisons nerveuses adrénergiques innervent les muscles lisses de la gaine péritubulaire et
les vaisseaux dont elles contrdlent la vasomotricité. Le tractus nerveux testiculaire contient
des fibres afférentes sensitives, impliquées dans la perception de la douleur suite a des

traumatismes testiculaires (Thibault et Levasseur, 2001).

Artere et
veine
testiculaires

Artere
crémastérique

Artere du
canal déférent

Plexus
pampiniforme

pididyme
distal

Figure 3 : Vascularisation du testicule (Bailleul et Mauroy., 1991)
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1.2. Anatomie de I’épididyme

L’¢épididyme du lapin est situ¢ au bord médial du testicule avec lequel il est lié. C’est
un canal extrémement replié sur lui-méme a I’intérieur d’une tunique conjonctive qui lui
confere une forme globale allongée en croissant d’un pdle a 1’autre du c6té dorsal du testicule
(Figure 4). Sa longueur différe selon les espéces de rongeurs (elle est de 6,38cm environ chez
les aulacodes (Sickangueng, 2011) et 1,5 a 3 cm chez les lapins) (Grasse, 1955 ; Barone,
1978).

Selon Barone (1978), I’épididyme comporte 3 parties ;

e Une téte (région proximale) volumineuse, qui coiffe largement 1’extrémité capitée du
testicule ;

e Un corps (région médiane) représentant la portion moyenne, qui est épaisse chez le
lapin ;

e Une queue (région distale), bien détachée qui forme un appendice globuleux et

mobile.

Chacune de ces parties elles-mémes subdivisées en segments anatomigquement

séparées par des travees conjonctives, les septa (Abou-Haila et Fain-maurel, 1984).

D’apres Hermo et al. (1991 ; 1992), les différentes caractéristiques structurales et
fonctionnelles des cellules forment 1’épididyme ont suggéré la division de 1’épididyme en
plusieurs régions ou segments. Cependant, ces régions sont difficiles a distinguer et cela d0 a

la forme tortueuse et entremélée du tubule de 1’épididyme.

<
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Figure 4 : Anatomie et régionalisation de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002)

2. Histologie du testicule

Le testicule est revétu par une capsule blanche, épaisse et résistante parcourue par les
vaisseaux testiculaires, ’albuginée. Cette enveloppe conjonctive est riche en fibres de

collagene et en cellules musculaires lisses dans la région postérieure (Siffroi, 2001).

Cette capsule s'épaissit encore au niveau de la coiffe épididymaire et s'enfonce a
I'intérieur du testicule pour former un céne fibreux, le corps d'Highmore, parcouru par un
réseau de canalicules, le rete testis. Du corps d'Highmore partent des cloisons conjonctives,
les septa testis, délimitant 200 & 300 lobules testiculaires. Chaque lobule testiculaire contient 2
a 4 tubes séminiferes ou séminipares tres longs qui débouchent par de courts segments

rectilignes, les tubes droits, dans le rete testis (Vacheret, 1999).

2.1. Tubes séminiféres




Chapitre | Rappels anatomo-histologique de I’appareil reproducteur male du lapin

Les tubes séminiferes, 2 a 3 tubes par lobule, sont pelotonnés et peuvent atteindre 70
meétres chez le lapin (Alvarino, 1993).Chaque tube est d’abord composé d’une partie
contournée, puis se termine par une partie rectiligne (tube droit). L’ensemble des tubes droits
s’anastomosent au niveau du corps de Highmore et forment un réseau de canalicules, appelé
le « rete testis », qui est ensuite drainé par des canaux efférent en communication avec la téte

de I’épididyme.

La paroi de chaque tube est constituée par un épithélium séminifere de revétement
pluristratifié, qui comprend des cellules de Sertoli et des cellules de la lignée germinale a
différents stades de la spermatogenése, reposant sur une enveloppe péri tubulaire ou lamina

propria (Figure 5).

Le liquide contenu dans les tubes séminiféres assure le transport des spermatozoides

relargués dans la lumiére (Barone, 2001 ; Thibault, 2001).

Lumiére du tube
séminifére

Spermatozoides

Barriére Spermatides
hémato- P
testiculaire Spermatocytes I1
Cellulesde
Sertoli ~ [ ’ Spermatocytes |
permatogonies
Membrane
basale
Cellulesde - E]
Leydig -
Capillaire

sanguin
Tissuinterstitiel

Figure 5 : Schéma illustrant I’organisation cellulaire des tubes séminiféres (Amann, 2011)
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2.1.1. Cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli constituent le support des cellules de la lignée spermatogéne, en
formant un syncytium appelé « syncytium de Sertoli », dont le nombre se multiple jusqu’au

démarrage de la période de la spermatogenése.

Le cytoplasme de ces cellules renferme de nombreux organites : mitochondrie,
gouttelettes lipidique, grains de sécrétion, ribosome, microfilaments et microtubules (Barone,
2001). Chaque cellule de Sertoli est reliée aux cellules adjacentes via des jonctions
intercellulaires particuliéres (des jonctions serrées), ce qui délimitent deux compartiments au
sein du tubule séminifere : le compartiment basal, siege de la spermatocytogenése, et le
compartiment adluminal qui contient les spermatocytes secondaires, les spermatides et les

spermatozoides.

La barriere ainsi constituée, appelée barriere hémato-testiculaire, sépare les spermatides et
les spermatozoides de la circulation générale sanguine et lymphatique, en empéchant les
cellules de systeme immunitaire de la traverser, car les spermatides et spermatozoides
présentent des caractéristiques antigéniques reconnues comme étrangéres par ce systéme. En
effet, lorsque cette barriere ne remplit pas son role, des anticorps anti spermatiques peuvent se
développer et étre responsables d’une orchite auto-immune et donc d’une stérilité (Little et

Holyoak, 1992 ; Amann, 1993).

Outre son role protecteur contre les réactions immunitaires, la cellule de Sertoli
exerce ainsi, une fonction mécanique et trophique, permettant la migration et la maturation
des cellules germinales. Elle est responsable de la production du plasma seminal primitif et
assure une activité sécrétoire importante pour le soutient et la maturation des cellules
germinales (Holstein et al., 2003 ; Mruk et cheng, 2004).

L’inhibine, activine et I’hormone anti mullierienne, sont parmi les glycoprotéines
sécrétées par les cellules de Sertoli nécessaires au contrble de la prolifération, la

différenciation et au métabolisme des cellules germinale (Imbeaud, 1994).
2.1.2. Cellules germinales

Tous les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises
au niveau de 1’épithélium séminifére, a savoir ; Les spermatogonies (Sp), les spermatocytes de

premier ordre ou spermatocytes | (SP 1), les spermatocytes de deuxieme ordre ou
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spermatocytes Il (SP 1I), les spermatides et les spermatozoides (Vacheret 1999 ; Siffroi,
2001).

2.1.2.1. Spermatogonies et spermatocytes

Les spermatogonies sont des petites cellules arrondies ou ovalaires, de 10 & 15 pm de
diametre, adhérées a une membrane basale. On distingue trois sortes de spermatogonies selon

I'aspect de leurs noyaux Ad, Ap et B :

Les spermatogonies a chromatine fine et sombre Ad (dark), qui sont les cellules
souches de réserve a noyau arrondi et dense, les spermatogonies a chromatine claire Ap (
poussiéreuses ou pales) qui sont des cellules de renouvellement dont les cellules filles sont

des spermatogonies B a noyau ovalaire clair a chromatine mottée et au nucléole bien visible
(Sp B).

Les spermatocytes | issues de la division mitotique des spermatogonies B, sont des
cellules arrondies volumineuses a noyau souvent en méiose, particulierement au stade tres
long de la prophase méiotique, qui se transforment en spermatocytes Il, qui sont aussi des
cellules rondes, plus petites et moins nombreuses sur les coupes car elles sont d'existence
fugace (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

2.1.2.2. Spermatides et spermatozoides

Les spermatides sont des cellules de petite taille, de 6 a 7 um de diametre, trés nombreux
et situés en position interne, ovoide a noyau rond et clair, avec un appareil de Golgi juxta
nucleéaire. Chaque spermatide subit une maturation et donne un spermatozoide, ce processus

est appelé la spermiogénese (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

Les spermatozoides sont des cellules allongés, de 55 a 57 um de diametre chez le lapin,

il comporte une téte et une queue unies par un col trés bref (Figure 6).

La téte est la partie essentielle, car elle renferme une masse homogéne de chromatine
représentant le noyau, coiffée a sa partie antérieure par 1’acrosome qui est pourvu d’enzymes
probablement utilisés pour la pénétration de la membrane de 1’ovocyte lors de la fécondation.
Chez le lapin la téte est piriforme et rétrécie caudalement, ou elle mesure environ 6,5 um de

longueur sur 4 de largeur.
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Le col ou piéce d’union est une partie cytoplasmique rétrécie et trés courte de 2 a 3 pm,

elle représente le segment initiale qui unit la téte a la queue.

La queue ou flagelle forme la quasi-totalité de la cellule, elle présente trois parties
successives : La piéce intermédiaire, qui fait directement suite au col, longue de 7 a 8 um de
diametre qui se caractérise par la présence d’une gaine mitochondriale, la piéce principale de
45 pm de diamétre, constituée de neuf faisceaux de fibres denses, ainsi que d’une gaine
protéique fibreuse périphérique et la piece terminale, de 1 a 2 um de diameétre, comporte le

filament axial (Barone, 2001).

La production journaliere de spermatozoides chez le lapin est estimée de 25 a 60 millions
par gramme du testicule, soit une production de 100 a 250 millions des spermatozoides par
animal et par jour. Celle-ci varie en fonction de la race (surtout selon le format), de I’age (en

fonction des variations de poids testiculaire) et de 1’environnement (Boussit, 1989).
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Figure 6 : Schéma du spermatozoide de mammifere (Le Moigne et Foucrier, 2009)
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2.2. Tissu interstitiel

Le tissu interstitiel est un tissu conjonctif lache, riche en vaisseaux sanguins et
lymphatiques et en nerfs, dans lequel sont réparties des cellules interstitielles en amas,
appelées cellules de Leydig ainsi que diverses cellules libres (fibroblastes, macrophages,
lymphocytes...) (Wrobel, 1990).

2.2.1. Cellules de Leydig

Sur le plan histologique, les cellules de Leydig apparaissent comme des cellules
polyédriques de 10 a 15 um de diamétre, entourées par une lame basale discontinue. Elles
sont pourvues d’un noyau arrondi, parfois double, dont la chromatine est peu abondante et

périphérique.

L’activité stéroidogénique des cellules de Leydig est caractérisée sur le plan
histologique par la présence dans le cytoplasme d'un abondant réticulum endoplasmique lisse,
de nombreuses mitochondries a crétes lamellaires ou tubulaires, d'un appareil de Golgi

développé et d'inclusions lipidiques (Barone, 2001 ; Tran et al., 2006 ; Haider, 2007).

Leur role principal est la synthese et la sécrétion d’hormones stéroidiennes qui vont
participer a la régulation de I’activité de 1’épithélium spermatogene, de 1’axe hypothalamo-

hypophysaire et des glandes sexuelles accessoires (Amann, 1993).

La testostérone, la dihydrotestostérone et le 17-B-cestradiol sont les trois principaux
stéroides testiculaires synthétisés par la cellule de Leydig issues d’un précurseur commun qui
est le cholestérol. La testostérone constitue 1’hormone principale dans la régulation de la

fonction de reproduction (Amann, 2011).

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
(Johnson et Everitt, 2002).

3. Histologie de I’épididyme

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : le premier compartiment est
constitué d’un épithélium pseudo-stratifié reposant sur un chorion de tissu conjonctif

richement innervé et vascularisé, lui-méme entouré de 2 a 6 couches de fibres musculaires
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lisses ; tandis que le deuxiéme compartiment est constitué d’une lumiere bordée par cet
épithélium (Robaire et al., 2006) .

Six types cellulaires entrent dans la composition de 1’épithélium épididymaire: les
cellules basales, étroites, apicales, claires, en halos et principales (Figure 7), qui présentent
des caractéristiques structurales et fonctionnelles tres variées de la région proximale a la

région distale du tubule (Robaire et al., 2006) .

Cellules principales

/ . \ Cellule apicale Cellule claire
h
‘ ! |
1" .

Cellule étroite

Cellule basale Cellules
halo

Figure 7 : Représentation schématique de 1’épithélium épididymaire (Girouard, 2009)

N : noyau ; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte.
3.1. Cellules principales

Les cellules principales, sont plus nombreuses, constituent 65-80 % de la population
de cellules épithéliales épididymaire totale. Leur hauteur est plus élevée dans la téte que dans
la queue de I’épididyme, tout comme la longueur des microvillosités qui tapissent leur poles
apical (Jones et al., 1979). Ces cellules, reliées entre elles par des jonctions serrées et des
desmosomes, sont trés actives dans le transport et la sécrétion des proteines, et la réabsorption
du fluide épididymaire (Robaire et Viger, 1995; Cooper, 1998).
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3.2. Cellules basales

Les cellules basales sont des petites cellules hémisphériques, situées a la base de
I’épithélium, qui peuvent étre en contact avec la lumiere du tubule épididymaire par des
prolongements cytoplasmiques. Elles sont présentes tout au long de 1’épididyme et
représentent 10 a 20 % de I’ensemble des cellules épididymaires selon les segments. |l
semblerait que ces cellules participent a la protection contre les radicaux libres (Veri et al.,
1993), ainsi que dans la protection immunitaire des spermatozoides en participant a ce qu’on

appelle, la barriére hemato-épididymaire (Seiler et al., 2000).
3.3 Cellules claires

Les cellules claires sont des grandes cellules prismatiques, présentes essentiellement
dans le corps et la queue de I’épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles sont caractérisées par la
présence de nombreuses vésicules claires en région apicale, de lysosomes en région médiane

et de nombreuses inclusions lipidiques dans leur région basale (Robaire et Hermo, 1988).

D’aprés Olson et Hinton (1985), elles joueraient un réle dans 1’absorption de certains

composants du fluide épididymaire.
3.4. Cellules apicales

Les cellules apicales, retrouvées principalement dans le segment 1 de 1’épididyme (la
partie proximale de la téte) présentent un noyau en position apicale, d’ou leur nom, et de
microvillosités courtes et peu nombreuses. Il semble qu’elles ne traversent pas toujours

I’épithélium, ainsi certaines ne sont pas en contact avec la membrane basale.

Ces cellules ont en revanche, un cytoplasme dense, tres riches en mitochondries et en

lysosomes et de 1’anhydrase carbonique impliquée dans la sécrétion des ions H+ et la
réabsorption des bicarbonates (HCO3'). Elles seraient ainsi impliquées dans I’endocytose des

¢léments du fluide épididymaire et dans 1’acidification de ce fluide (Martinez-Garcia et al.,
1995).
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3.5. Cellules halo

Les cellules en halo, sont rondes et de petites tailles, présentent tout au long de
I’épididyme et se situent vers la base de 1I’épithélium épididymaire. Elles ont un cytoplasme
réduit contenant un nombre variable de granules denses. Il s’agirait de lymphocytes T ou de

monocytes (Hermo et Robaire, 2002).
3.6. Cellules étroites

Les cellules étroites se retrouvent dans le segment initial et intermédiaire de
I’épididyme, pourvus 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 conferent un aspect en calice. Leur cytoplasme est riche en vacuole, vésicules
endocytique, lysosome et mitochondrie et leur membrane apicale émet des villosité courte,

épaisse et irréguliere (Hermo et al., 2000).
3.7 Lumiére du canal épididymaire

La lumiere du conduit épididymaire est assez régulierement circulaire sur les coupes
histologiques (Barone, 2001).Les spermatozoides transitent a travers 1’épididyme au niveau
de sa lumiere, ou ils baignent dans un milieu de nature trés complexe : le fluide épididymaire.
Ce dernier est composé principalement d’ions, de petites molécules organiques, de protéines

et de macromolécules.

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

varie tout le long du canal (Adamali et al., 1999 ; Hermo et Robaire, 2002).
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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 sous-tendent 1’inter-coordination cellulaire,
hormonale et chimique des différentes composantes anatomiques, non seulement de I’appareil
génital, mais aussi de celui de systeme neuroendocrine qui comprend 1’axe hypothalamo-
hypophysaires qui est ’interrupteur général du fonctionnement testiculaire (Joly et Theau-
Clément, 2000).

1. Fonctions physiologique du testicule

Les testicules sont des organes doués d'une double fonction, la fonction gamétogenése
ou spermatogenese, assimilable a une véritable fonction exocrine, qui est assurée par les tubes
séminiferes et la fonction endocrine constitue par la production des hormones stéroides qui est

assurée par les cellules de Leydig (Dadoune et Démoulin, 2001).

1.1. Spermatogenese

La spermatogenese est le processus de production des gametes males matures, a partir
des cellules souches au niveau du testicule. 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 spermatogenése ou temps nécessaire pour une
spermatogonie d'évoluer vers le stade final du spermatozoide est de 38 a 41 jours (Martinet,
1973).

Amman (1993) rappel que la spermatogenése se déroule au sein des tubules séminiféres
des testicules. Trois grandes étapes sont nécessaires pour passer d’une spermatogonie a un

spermatozoide : la spermatocytogénese, la méiose et la spermiogénése (Figure 8).

La spermatocytogenese est caractérisée par une phase de multiplication (par mitoses) et
de différenciation des spermatogonies, ce qui aboutit a la formation des spermatocytes
primaire, observée vers 60 jours d’age chez le lapin (Martinet, 1973), qui possede encore le
nombre diploide de chromosomes caractéristique de 1’espéce (lapin : 44 chromosomes). La
phase de multiplication cellulaire assure également le renouvellement des spermatogonies,
nécessaire au maintien d’un nombre suffisant de cellules souches (Little et Holyoak, 1992 ;

Barone, 2001).

La deuxiéme étape, fait intervenir le phénomene de méiose caractérisée par 1’échange

de matériel genétique entre les chromosomes homologues des spermatocytes primaires,




Chapitre 11 Physiologie de la reproduction

induisant a la  production des spermatocytes secondaire ensuite, les deux divisions

successives de la méiose produisent les spermatides haploides (Amann, 1993).

Durant la spermiogenése, les spermatides subissent une série remarquable de
modifications qui aboutissent (sans autre division) a la libération des spermatozoides mars
(Barone, 2001).
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Figure 8 : Différentes étapes de la spermatogenese (Marieb, 2006)

1.2. Stéroidogenese

La fonction endocrine du testicule et assurée par des petits amas d’endocrinocytes
interstitiel (cellules de Leydig) qui sécrétent les hormones androgenes en particulier la
testostérone, nécessaires a la spermatogenese, ainsi qu’au développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessoires de ’appareil génitale male. Cette
sécrétion controle en outre les caracteres sexuels secondaires et 1’activité sexuelle (Barone,
2001).

En effet, la testostérone agit directement sur la différenciation des canaux de Wolf, le

développement et le maintien des caractéres sexuels secondaires, aprés son métabolisme en
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dihydrotestostérone par I’enzyme 5-o0. réductase dans les tissus périphériques (prostate,

épididyme, vésicule séminale).

Par ailleurs la testostérone a une action anabolisante au niveau de tous les tissus, en
particulier musculaire et osseux, et intervient dans le dimorphisme sexuel cérébral et la

physiologie du comportement sexuel.

En association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour [l'initiation et le
maintien de la spermatogenese. Elle agit sur les cellules de Sertoli, et sur les cellules péri
tubulaires, via des récepteurs spécifiques, stimulant indirectement la spermiogenése par une

voie paracrine (Woshitzer et Paduch, 2013).
2. Fonctions physiologique de I’épididyme

L’¢épididyme doit remplir plusieurs fonctions afin d’assurer la maturation des
spermatozoides (Badran et Hermo, 2002). Parmis ses fonctions on distingue: la maturation
des spermatozoides, acquisition de la motilit¢, modification de la membrane des

spermatozoides, protection et stockage des spermatozoides.
2.1. Maturation des spermatozoides

La progression des spermatozoides, immobiles et immature, dans 1’épididyme est due
a la fois a la pression de fluide entrant produit en permanence par le testicule, et aux
mouvements péristaltiques des fibres musculaires lisses qui entourent 1’¢pithélium
épidydimaire. C’est en traversant les diffirentes segments de 1’épididyme et en s’exposant aux
changement de la composition de fluide qui se varie tout au long de tubule, gréce aux activités
de sécrétion et d’endocytose de 1’épithélium spécifiqgues a chaque segment, que les
spermatozoides acquierent leur pouvoir fécondant et leur motilité (Bedford, 1979 ; Saez et
al., 2011).

Dans les spermatozoides, on peut observer la migration d’une goutte cytoplasmique de
la région du cou du flagelle jusqu'a la queue, pour finalament disparaitre. Le contenu de cette
goutte est retrouve dans le fluide épididymaire ainsi que dans le cytoplasme des cellules
claires de la queue de I’epididyme. De plus il’ya une augmentation de pont dissulfure a

I’interieur du noyau des spermatozoides au fur et & mesure qu’ils rejoignent la queue de
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1I’épididyme. Tous ces changements morphologique et biologique contribuent collectivement

a la maturation des spermatozoides dans 1’épididyme (Robaire et Hermo, 1988).
2.2.Acquisition de la motilité

Le contr6le de la motilité des gametes male dépend des facteurs exogene et endogene
qui est généreé par le cytosquelette interne du spermatozoide nommé axonéme. L'activation de
la motilité¢ du flagelle est rendue possible grace a 1’environnement crée par 1’épididyme dont
le changements de concentration de différents ions et la présence de source d'énergie par
plusieurs métabolites parmis eux; le fructose et le glucose qui permettent alors d'acquérir un
taux élevé d'ATP dans la queue de I'épididyme pour activer le mouvement (Ho et Suarez,
2001 ; Mukai et Okuno, 2004).

L’activation des mitochondries permet la production d’ATP et la mise en route de la
phosphorylation des résidus tyrosines sur la totalité de flagelle du spermatozoides, qui se
produit d’une facon graduelle au cours de sa progression dans la lumiére de 1’épididyme pour
atteindre son maximum dans la queue (cauda) ou le spermatozoide est plainemment mature et

aquiere la capacité de se mouvoir (Aitken et al.,2007).

L’absence de phosphorylation des spermatozoides dans la région proximale de
I’épididyme serait due a I’absence de molécule d’ATP, molécule limitante dans la réaction
des kinases. En effet, dans les régions proximales de 1’épididyme, les mitochondries sont
réprimées par des facteurs qui disparaissent lorsqu’on s’approche des régions distales (Aitken

et al., 2004 ; Baker et al., 2004).

Au final, I’épididyme permet aux spermatozoides d’acquérir la capacité de Se mouvoir

et restreindre les mouvements avant leur sortie (Inaba, 2003).
2.3.Modification de la membrane des spermatozoides

La membrane cytoplasmique des gameétes va subir un profond remodelage lipidique et
protéique, ce processus confere aux gameétes une mobilité vigoureuse et 1’addition ou la
modification de protéines essentielles a la reconnaissance de 1’ovocyte et de la fertiliser (Saez
etal., 2011 ; Cooper, 1998).
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Saez et al. (2011) observent sur le plan lipidique une perte de phospholipides, une
augmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés,une perte importante de cholestérol,
contrebalancée par une acquisition de desmostérol (le dernier intermédiaire de la voie de
biosynthese du cholestérol) et une diminution du rapport cholestérol/phospholipides,

indiquant une augmentation de la fluidité membranaire.

Les protéines, quant a elles, peuvent étre éliminées, incorporées ou associées a la
membrane, relocalisées ou modifiées (Dacheux et al., 2003, 2009). Parmi ces modifications
posttraductionnelles, générées par des enzymes et des molécules du fluide, se trouvent entre
autres la glycosylation de certain proteines membranaire (Tulsiani et al., 1993), ainsi que leur
phosphorylation par des proteines kinases (Nath et Majumder, 1999), et I’endocytose des

glycoproteines sécrétées par les cellules de I’épididyme (Liu et al., 2000 ).

Des proteines a la surface des spermatozoides peuvent étre ajouter ou modifier durant
la traverser de I’épididyme (Légaré et al., 2001) comme les proteines p34H impliquées et
indispensables dans la réaction entre les spermatozoides et la zone pellucide (Boue et al.,
1996).

2.4.Protection des spermatozoides

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

protéolytiques et oxydatifs.

La barriere hémato-épididymaire protégerait ainsi les spermatozoides de dommages
protéolytiques, qui pourraient avoir lieu lors d’une libération prématurée des enzymes

acrosomiales durant le transit epididymaire (Vernet et al., 1996, 1999).
2.5. Stockage des sepermatozoides

Dans I’intervalle des éjaculations, les spermatozoides sont stockés dans la queue de
1I’épididyme (Barone, 2001) ou ils baignent dans un liquide qui permettra de les conserver et

qui servira de réservoir durant 1’attente de prochaine éjaculation (Hinton et Palladino, 1995).
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Lors de I’éjaculation les spermatozoides sortent de la queue de 1’épididyme et seront
mélangés au sécrétions des glandes annexes (vésicules séminale et la prostate) et pourront

ainsi commencer leur course a la rencontre de 1’ovocyte afin de le féconder (Jones, 1999).

Chez le lapin le taux de fécondation est seulement 1a 2 % avec des spermatozoides
prélévés dans la téte de 1’épididyme, alors qu’ils atteint 95 a 98% avec ceux prélevés dans la

queue de I’organe (Barone, 2001).
3. Développement des gonades et puberté
3.1 Différentiation et développement des gonades

La différentiation en deux sexes dépend de 1’activité endocrinienne du testicule feetale.
Les testicules secretent activement deux hormones essentielles; les androgénes et I’hormone
antimallérienne (HAM ou MIS : Miillerian inhibitory substance) qui sont les messagers de la
différentiation masculine émis par le testicule. En leurs absences se produit une différentiation

sexuelle féminine (Mitchell et Sharma, 2005).

D’aprés Alvarino (2000), la différentiation des organes reproducteurs males du lapin a
lieu pendant la vie feetale (Figure 9). Cependant la formation de 1’albuginée se produit entre le
14°™ et 15°™ jours de gestation, quelques jours plus tard les tubes séminiféres apparaissent
entourés de cellules germinales, au 19°™ jour de gestation il y a la production des
androgénes.

Les canaux de Muller régressent a partir de 20°m® jour, et la formation de la prostate
commence le 21°™ jour et au 24°™ jour, le développement des canaux de Wolf et la
régression des canaux de Miiller sont bien établis. Entre 21°™ et 30°™ jours de gestation, la

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

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).
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Figure 9: Deéveloppement chronologique de la différenciation chez le lapin méale (Alvarino,
2000)

I : Implantation; L : Maturation des cellules de Leydig; T : Différenciation des testicules; A : Sécrétion
d’androgénes; M : Dégénérescence des canaux de Miiller; P : Croissance de la prostate; N : Naissance; S :
Apparition du premier spermatozoide; DS : Début de la spermatogénése; CS : Premier comportement sexuel;
CDS : Développement complet de la spermatogénése ; RS : Premiers rapports sexuels; SE : Apparition des

premiers spermatozoides dans I’épididyme.

3.2. Développement pondéral

Le développement du poids corporel jusqu’a 1’dge de 5 mois ne présente pas de

dimorphisme sexuel. En effet le poids des lapins males et femelles est identique.

D'apres Martinet (1973), 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.

Selon Alvarino (2000), la taille des testicules augmente jusqu'a 1’age 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 2,86
apres la 5™ semaine d’age. La spermatogenese est établie vers 1’age de 70 jours, et au g4°me

jour tous les tubes séminiféres sont actifs.
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3.3. Maturation sexuelle

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

pubertaire, puberté et maturité sexuelle.
3.3.1. Phase infantile

La phase infantile c’est la période qui s’étale de la naissance a 1’age de 40 jours. Elle
se caractérise par une croissance lente des testicules et de la vésicule séminale, et des faibles

concentrations plasmatiques de FSH et de testostérone (Boussit, 1989).
3.3.2. Phase prépubertaire

La phase prépubére commence vers 1’dge de 40 jours. Une augmentation importante
des niveaux de testostérone (+921%) et de FSH (+384%) se produit entre 40 et 60 jours, la
croissance des testicules s’accélére, et les cellules de Leydig responsable de Ia
spermatogenése commence fonctionner (Boussit, 1989), entrainant les premieres divisions
goniale vers 45 jours. La croissance des vésicules séminale et les premieres différenciations
des spermatogonies s’accélére vers 70 jours, quand les niveaux d’androgéne circulants sont
les plus élevés et les premiers spermatozoides apparaissent vers 1’age de 110 jours (Skinner,
1967).

3.3.3. Puberté

Il existe des données contradictoires quant a la définition de la puberté chez le lapin.
Mann et Parsons (1950), definissent la puberté comme le stade a partir duquel, la fonction
endocrine devient évidente et les glandes annexes commencent la sécrétion du fructose et

d’acide citrique.

Dans ce cas, la puberté serait alors atteinte dés 1’age de 42 jours, bien avant

I’apparition des premiers spermatozoides dans 1’¢jaculat du male (Skinner, 1967).

La puberté serait définie d’aprés Boussit (1989), par le moment ou les organes
reproducteurs du male sont capables de produire, de fagon constante, des spermatozoides
aptes a féconder un ovule, qui est atteinte vers quatre a cing mois peu apres la descente des

testicules dans le scrotum.
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Macari et Machado (1978) n’observent plus de différence au niveau des
caractéristiques d’éjaculat d’un lapin Néo-Zélandais Blanc & partir de 24°™ semaine d’age par

rapport a un adulte (42 semaines).

Cependant, selon Sabbagh (1983), la puberté chez le lapin se definit par le stade a
partir duquel 1’¢jaculat posséde les mémes caractéristiques physiques et chimiques que chez

I’adulte.
3.3.4. Maturité sexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment ou la production journaliere de sperme
n’augmente plus et serait atteinte vers sept mois pour la race Néo-Zélandais Blanche. Ensuite,

la production de sperme récolté reste stable ou décroit Iégérement.

Par contre, il semblerait que le volume, donc a priori la sécrétion de plasma séminal,
augmenterait jusqu’a I’age de 12 mois (Amann et Lambiase, 1967). Toutefois, un male peut
étre utilisé pour la reproduction dés 1’age de cinq mois mais avec un rythme moins intensif,

par rapport & un adulte mature sexuellement (Lebas, 2009).

4. Régulation endocrinienne de la fonction de reproduction chez le lapin
4.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Le fonctionnement gonadique est sous la dépendance d’une gonadolibérine la GnRH
(gonadotropin releasing hormone), qui est un décapeptide seécrété 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).

La secrétion pulsatile de la gonadoliberine (GnRH) par I’hypothalamus stimule la
production et la sécrétion des gonadotrophines, 1’hormone lutéinisante (LH) et de la
folliculostimuline (FSH) par 1’adénohypophyse (Figure 10) (Hammoud et al., 1997). La
GnRH se fixe sur des récepteurs situés a la surface des cellules gonadotropes de
I’antéhypophyse, apres 1’activation d’un nombre de ces récepteurs leurs nombres diminuent

(phénomeéne de désensibilisation ou down-regulation, liée a I’internalisation des récepteurs
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par endocytose), ce qui permet la récupération des récepteurs en surface (up-regulation), alors

qu’une sécrétion continue maintient la down-régulation (Thibault et Levasseur, 2001).

Les gonadotrophines (FSH et LH) circulent dans le sang pour atteindre le testicule,
chaque hormone agit sur un type bien précis de cellules ; la FSH agit sur les cellules de Sertoli
en se fixant sur ses récepteurs pour activer la production de facteurs Sertoliens tel que I’ABP,
la transferrine et divers agents nécessaire au bon déroulement de la spermatogenese. Tandis
que la LH agit sur les cellules de Leydig pour la sécrétion de la testostérone (androgéne
principale sécrétés continuellement a partir de la puberté) qui favorise la spermatogenése
(Widmaier et al., 2009).

Hypothalamus

Hypophyse

Cellule de Sertoli

Cellule germinale

Cellule de Leydig

Figure 10 : Axe hypotalamo-hypophyso-testiculaire et régulation de la fonction

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

Le contrdle exercé par 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulé par un
rétrocontrdle assuré par les hormones testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) et
protéique (inhibine) (Figure 10) (Roser, 2008).

La testostérone circulante qui induit la puberté et la virilisation, exerce un
rétrocontréle inhibiteur de la sécrétion de LHRH et LH et & moindre degré de la FSH par
I’hypophyse et sur celle de la Gn RH par 1’hypothalamus (Bridges et al., 1993 ; Dohle et al.,
2003).

Selon I’intensité¢ de la spermatogenése, les cellules de Sertoli sécrétent I’inhibine
dans le sang (Anderson et Sharpe, 2000), qui exerce un rétrocontrdle inhibiteur de la sécrétion
de FSH par I’hypophyse (Ying, 1988 ; Dohel et al., 2003).

5. Inluence des facteurs de I’environnement sur la reproduction des lapins

Chez les mammiféres supérieure dont I’homme, 1’environnement n’a quasi pas d’effet
sur la reproduction contrairement aux autres mammiféres ou la reproduction est tres
influencée par les paramétres de 1’environnement, tels que la lumiere (intensité et
photopériode), la température, 1’hygrométrie et la saison. Ce sont essentiellement la durée de
jour et la disponiblité alimentaire qui détérmine la période de reproduction (Thibault et
Levasseur, 2001).

5.1. Effet de la température

Chou et al. (1974), ont constaté que les lapins exposés a un stress thermique présentent
d’une part une diminution du poids des organes génitaux, et une diminution de sécretion des

hormones sexuelles d’autre part .

Une température élevée affecte la motilité des spermatozoides méme aprés des
périodes d'exposition courtes de huit heures a 36°C, ou des périodes moyennes de 14 jours a
30 °C. De plus les températures supérieures a 30°C réduisent la libido des males (Lebas et al.,
1990).
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5.2. Effet saison

Le comportement sexuel du lapin méle est sous I’influence de nombreux facteurs
ambiant, ce qui contribue a donner au facteur saison une importance capital dans la

reproduction de cette espéce (Sabbagh, 1983).

En effet le volume des éjaculats et leur concentration en spermatozoides sont aux
maximum en mars (Frolich, 1948) et aux 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 aoQt. Il s'en suit une « stérilité
estivale » associée a une augmentation du pH du sperme, une baisse de la motilité et la
concentration des spermatozoides, une augmentation du pourcentage de spermatozoides

anormaux et une baisse de la libido (Hiroe et Tomizuka, 1965).
5.3.Effet d’éclairement et 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 dans

ceux exposés a la lumiére pendant 8 heures .

Selon Walter et al. (1968), il est possible de provoquer une diminution de la
concentration en spermatozoides du sperme et une baisse du poids des testicules grace a une

photopériode de 16h de lumiere pour 8h d’obscurité .
5.4 Effet de I’humidité relative ambiante

L’humidité relative ou I’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,|’humidité relative doit étre maintenue entre 55 et
80 % (idéalement entre 60 et 70 %).

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 exposes

a une température de 32°C et une humidité relative de 70%, présente une diminution
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significative de la motilité lineaire des spermatozoides (Virag et al., 1992 ; EI masry et al.,
1994).

5.5. Effet de I’alimentation

L’alimentation des males est un facteur important & maitriser car les caractéristiques
de la semence et la libido sont affectés lorsque le niveau des apports nutritionnels est
insuffisant. En effet, un régime alimentaire ne contenant que 13% de protéines brutes entraine
une diminution du volume de 1’¢jaculat et de la concentration en spermatozoides (Joly et
Theau-Clément, 2000).

Des carences en vitamine A peuvent provoquer des lésions de I’appareil génital et
bloquer la spermatogené¢se,ainsi I’absence de vitamine E dans la ration entrainant 1’atrophie

des testicules et la formation d’cedéme interstitiel (Chevrel et Cormier,1948).
5.6.Autres facteurs

Les variations de la fertilité male ne peuvent se limiter aux facteurs précédement cités.
Cependant des chercheurs en met en évidence que les huiles essentielles peuvent avoir selon
la plante utilisée pour leur confection une toxcité plus au moin importante chez les lapins et

rongeurs de compagnie (kammerer et al.,2012).

Une étude a été réalisée pour étudier I’effet de 1’huile essentielle de sarriette (Satureja
khuzestanica) sur la fertilité des rats males, cette huille a été administrée par voie orale a
différentes doses (75,150 et 225 mg/Kg /jour) pendant 45 jour.et elle a induit une
augmentation significative de la concentration en FSH et en testostérone, de méme

I’augmentation de poids de vésicule séminal et de la prostate(Haeri et al., 2006).
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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 (testicule et épididyme) et de la
maturité sexuelle des lapins de la population blanche et de la souche synthétique. L’objectif
de ce présent travail est I’étude de 1’effet de I’huile essentielle de la menthe poivrée sur la
structure des testicules et épididymes des lapins males a différentes ages, a travers une étude
histologique de leurs structures et la relation des poids vifs avec le poids et le volume

testiculaire et épididymaire.

1. Matériel biologique
1.1. Modele animal

La présente étude est portée sur 18 lapins males a deux ages différents de la souche
synthétique (améliorée) (Figure 11), provenant d’un élevage cunicole privé de la région de
Tigzirt, wilaya de Tizi ouzou, qui s’est effectuée au sein d’une coopérative Située dans

I’Institut de Technologie Moyen Agricole spécialisé de Boukhalfa-Tizi ouzou (ITMA).

Le type amélioré, a été initié dans I’institut technique des élevages Baba-Ali,Alger
(ITELV) a partir de 2003 en collaboration avec I’'INRA de Toulouse (Gacem et al., 2010).

.....

un poids adulte sensiblement plus élevé et une meilleure aptitude a la croissance que la

population algérienne (Lebas et al., 2010).

Selon Grasse (1949) et Lebas et al. (1984), la position taxonomique du lapin

(Oryctolagus cuniculus) est :

- Régne : Animal

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : mammiferes

- Super Ordre : Glires

- Ordre : Lagomorphes

- Famille : Léporides (liévre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae

- Genre : Oryctolagus

- Espece : Oryctolagus cuniculus
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Figure 11: Lapins issus d’un élevage cunicole de Tigzirt
(Originale, 2018)
A: Lapin 4gé d’1 mois ; B : Lapin 4gé de 3 mois

1.2. Huile essentielle utilisée (Menthe poivrée)

Selon la pharmacopée europeéene (2010), le terme « huile essentielle » est définie
comme un : Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié 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.

La menthe poivrée est I’huile essentielle la plus polyvalente (Figurel2), obtenue par
distillation compleéte des feuilles de menthe (la méthode la plus utilisée est I’hydrodistilation).
Elle possede une couleur jaune clair rafraichissante dont la tres forte odeur est due au
menthol. Elle est utilisée en médecine traditionnelle, dans les préparations et I’industrie

E
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alimentaire, en cosmétique et récemment des études scientifiques montrent un intérét

promoteur quant a son utilisation en pharmacologie et médecine moderne.

Ses principaux constituants sont : Le menthol (monoterpénol) : 35a 70 % et la
menthone(Cétone) ; 20 a 30 %, et d’autres composés minoritaires tels que la menthofuranne :
les monoterpénes les sesquiterpénes, les esters (Acétate de menthyle), les oxydes (cinéole),
entre autres (Abadlia et Chebbour, 2014).
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Figure 12: photographie de I’huile essenticlle « Menthe Poivrée »
(Originale, 2018)

A : Flacon De La Menthe Poivrée ; B : tube a essaie remplit de I’huile 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
organique usuels ainsi que 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans
I’eau. Elles présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau avec un indice de
réfraction élevé. Elles sont altérables et sensibles a ’oxydation et ont un fort pouvoir de

pénétration (El Kalamouni, 2010).

32
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1.3. Autres Matériels

Notre expérimentation a nécessité d’autre matériels tel que, papier filtres, portoirs,
micropipettes (10-100ul ; 100-1000ul), balance a précision, ciseaux, bavettes, gants, pince,

spatule, poire, pissettes, eppendorfs, cassette d’inclusion, cryotubes, et moules a paraffine.
2. Expérimentation

L’expérimentation s’est effectuée entre le mois de Mai et Juillet 2018, au niveau
d’Institut de Technologie Moyen Agricole spécialisé de Boukhalfa-Tizi ouzou (ITMA), puis
au niveau du laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestre au sein de

P’université Mouloud Mammeri, Tizi-ouzou.
2.1. Protocole expérimentale

Des lapins males agés de 1 et 3 mois (9 lapins par age) sont pris au hasard, placés
dans des cages spéciales aménagées pour 1’élevage cunicole et répartis en 3 lots et dans
chaque lot 3 lapins; le premier lot est destiné au groupe témoin, le deuxiéme lot est destiné au
groupe qui recevront la premiere dose (D1=100 pl/kg) et le troisiéme lot est destiné a ceux
qui recevront la deuxieme dose (dose 2=200ul/kg ).

Tous les animaux sont exposés aux mémes conditions de température, de lumiere et
d’humidité, qui sont celles de 1’environnement et nourris ad libitum avec un aliment sec
granulés fabriqué et commercialisé par ’ONAB d’Alger (Office National de 1’Aliment de

Bétail). L’eau est distribuée en acces libre permanent par des pipettes individuelles.
2.2. Pesée et administration de la menthe poivrée

L’expérimentation est portée sur 18 lapins de sexe male transferés de 1’élevage cunicole
de Tigzirt jusqu'a I'ITMA, qui ont été laisses une semaine pour qu’ils s’adaptent aux
conditions du milieu afin d’éviter toutes influence externe tels que le stress. Aprés la semaine
d’adaptation les lapins ont été pesés puis, traités une seule fois par 1’huile essentielle « menthe
poivrée » melangée dans 0.5 ml de I’eau potable, puis administrée par voie orale a deux
doses différentes (100 ul/Kg pour les lapins de premieres doses et 200 ul/kg pour les lapins
de deuxiéme doses) (Figure 13). En effet la pesée et I’administration de I’huile essentielle

pour les lapins de 1 et 3 mois ont été faites durant deux journées différentes.
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Figurel3: Administration de I’huile essentielle « menthe poivrée » par voie orale
(Originale, 2018)

2.3. Sacrifices et prélévement

Apres une semaine de 1’administration de 1’huile essentielle de la menthe poivrée, les
lapins ont été pesés puis sacrifiés par saignement le matin entre 9 H : 00 et 12H : 00 au niveau
de laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestre a 1’université Mouloud
Mammeri-Tizi ouzou. Aprés sacrifice par saignement, le sang est immédiatement recueilli

dans des tubes secs pour des dosages hormonaux ultérieurs et congelé a 4°C.

Ensuite les animaux sont disséqués (Figure 14), leurs appareils génitaux (épididyme
et testicule) sont prélevés puis dégraisses et pesés grace a une balance de précision de 0,019,
et leurs volumes ont été déterminés dans des tubes gradués pour ceux de 3 mois, par la mesure
du volume d’eau déplacé. Le tube gradué étant remplis d’eau & un niveau initial connu, la
différence avec le volume obtenu a I’immersion de 1’organe correspond au volume de
I’organe (Figure 15). Les testicules et épididymes gauches sont fixés au Bouin Hollande dans
des piluliers soigneusement fermés et étiquetés pour une étude histologique, alors que les
testicules et épididymes droit sont placés dans des cryotubes et congelés a -20°C, jusqu’a leur

utilisation ultérieure.

E
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Figure 14: Présentation de I’appareil génital du lapin lors du sacrifice (Originale, 2018)

TD : Testicule Droit ; EPD : Epididyme Droit ; TG : Testicule Gauche ; EP G : Epididyme Gauche

Figure 15:Détermination du poids et du volume des organes (Originale, 2018)

A : Eprouvette utilisée pour mesurer le volume ; B : Pesée des épididymes avec une balance a 0,01g

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. La
procédure utilisée est inspirée de celle mise au point par Martoja et Martoja (1967). Le
protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes ; fixation des échantillons,
déshydratation et éclaircissement, impregnation, inclusion, confection des coupes et collage,

déparaffinage et réhydratation, coloration topographique, 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
¢tat 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.

Nous avons utilisé le fixateur Bouin Hollande sublimé (mélange de formol et d’acide
picrique) qui appartient a la famille des fixateurs coagulants a base de métaux lourds. 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 1’immerger
totalement (Figure 16). Les organes sont maintenus ainsi pendant 7 jours dans le fixateur, a

température ambiante.
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Figure 16: Piluliers de fixateur contenant les organes (Originale, 2018)

3.2. Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation est la suppression de toute 1’eau contenue dans I’organe, ce qui va
permettre 1’inclusion de I’échantillon dans la paraffine.

Pour réaliser la déshydratation de 1’organe, nous avons utilis€¢ une série de bains
d’alcool éthylique a des degrés croissant (50°, 70°, 80°, 90°, 100°), pendant 40 minutes pour
chaque bain afin d’éviter la désorganisation des structures. Le dernier bain est un bain de
xyléne pour compléter la déshydratation et préparer ’imprégnation de 1’organe a la paraffine,

car 1’éthanol n’est pas miscible a la paraffine (Figure 17).

E
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Bain de
xyléne

Figure 17: Photographie d’une série de bains d’alcool éthylique (Originale, 2018)

3.3. Imprégnation

L’imprégnation consiste a plonger les organes dans 3 bains successifs de paraffine, de
40 minutes pour chaque bain a 60°C, immédiatement apres les bains de xyléne. Le deuxiéme
et le troisieme bain renferment de la paraffine pure, tandis que le premier est constitué d’une
moitié de paraffine et moitié toluene. Un séjour prolongé des piéces dans le deuxiéme bain ne

présente aucun inconvénient, a condition que la température ne dépasse pas 60°C.

Les deux opérations, déshydratation et imprégnation sont réalisées au niveau de
laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestre. De 1’université Mouloud

Mammeri.
3.4. Inclusion

L’inclusion est 1’opération qui consiste a enrober 1’organe déshydraté dans de la
paraffine fondue a 60°C. Les organes sont placés dans des moules qui recevront la paraffine.
Les cassettes respectives, identifiant chaque échantillon sont placées a la surface des moules
avant de faire couler la paraffine jusqu’a immersion totale de 1’échantillon. Le dispositif est

déposé sur une plaque refroidissante (-10 a -15°C) (Figure 18).

Bains
d’alcool a
degré
croissant
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Figure 18 : des organes placé dans des moules qui recevront la

Paraffine (Originale, 2018).

3.5. Confection des coupes et collage

Nous avons réalisé des coupes fines de 2 a Sum d’épaisseur sur les blocs d’organes, en
utilisant un microtome a paraffine de type Leica au niveau de laboratoire d’anatomo-
pathologie du CHU de Tizi-Ouzou. Les coupes sont récupérées sur des lames porte-objet
propres qui seront incubées pendant une heure a 60°C dans une étuve.

Figure 19: Dispositif permettant de faire des coupes : microtome a gauche et bain Marie a
droite (Originale, 2018)

E
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3.6. Déparaffinage et réhydratation

Avant de procéder a la coloration des lames nous devons les déparaffiner et les placer

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

Le déparaffinage est une opération qui permet de retirer la paraffine qui impregne la
coupe. Il est suivi d’une réhydratation. Le schéma est une séquence inverse de celle de la
déshydratation (Figurel8). Il consiste en deux bains de xyléne, puis en bains d’alcool
éthylique a de degrés décroissants (100°, 90°, 80°, 70°).

Bains

Bains de
xyléne

degré

Figure 20 : photographie des bains d’alcool et de xyléne de la circulation (Originale, 2018)

3.7. Coloration topographique

Pour la coloration de nos échantillons nous avons choisi la coloration topographique
de Trichrome de Masson (Figurel9). Cette 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 collagénes sont vertes.

d’alcool a

décroissant
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Figure 21 : Photographie d’une série d’une coloration topographique (Originale, 2018)
A : Hématoxyline ; B : Fuschine Ponceau ; C: Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique ; E : Eau
Acétifiée ; F : Vert Lumiére ; G : Eau Acétifiée

3.8. Observation des lames

Pour I’observation des lames nous avons utilis¢ un microscope photonique de type
OPTICA, équipé d’une caméra de type 1,3M pixels, CMOS, USB 2.0 ce qui nous a permis de
réaliser des photographies a partir de nos échantillons qui s’est effectuée au sein de
laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestre de 1’universit¢ Mouloud

Mammeri, Tizi-ouzou.

Les lames obtenues par la technique histologique sont observées au microscope
photonique dans le but de rechercher toute modification histologique et histochimique des

structures étudiées.

Des photographies sont prises grace a un appareil photo numérique, de ce fait le

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

G=Vobj x Vz x Agrandissement de I’appareil

G : Grossissement ; VVobj : Grossissement de I"objectif ; Vz : Facteur de zoom d’optovar = 2.5

3
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4. Etudes statistique

Les variables poids vifs, poids et volume des testicules et épididymes obtenus durant
cette étude ont été soumis a une analyse de variance « ANOVA ». Le traitement statistique

des données et les présentations graphiques des résultats ont été réalises sous Microsoft Office

Excel 2007.

La moyenne arithmétiqgue des valeurs individuelles est calculée pour chaque

parameétre, suivie par la valeur de I’erreur standard a la moyenne «kESM ».

La validité statistique des différences entre les moyennes est évaluée d’apres le test
d’ANOVA réalisés a 1’aide d’un logicielle informatique « Origin Lab » 2007 et la valeur des

probabilités « p »:

AN N NN

Si P<0.001 : La différence est hautement significative=****
SiP<0.01:
Si P<0.02 :
Si P<0.05:
Si P>0.05:

La différence est tres significative=***
La différence est significative=**
La différence est peu significative=*

La différence est non significative
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Chapitre IV Reésultats

Les résultats rapportés dans ce travail concernent I’évolution du poids corporel avant
et aprés I’administration de I’huile essentielle de la menthe poivrée et leur relation avec le
poids des testicules et épididymes gauches et droits ainsi que leurs poids relatifs, des lapins
agés de lmois et 3mois (durant 1’expérimentation qui a duré 15 jours), ainsi une étude
histologique des structures gonadiques (testiculaire et épididymaire).

1. Evolution du poids corporel

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

standard a la moyenne (ESM).

Les pesées ont été prises deux fois durant I’expérimentation (avant et apres
I’administration de 1’huile essentielle) et ont permis de suivre 1’évolution pondérale corporelle

des lapins a deux ages différents.
1.1. Evolution du poids corporel des lapins agés de 1mois

La figure 22 représente I’évolution du poids corporel des lapins agés de 1 mois avant et
apres 1’administration de I’HE de la menthe poivrée a deux doses différentes (100ul/kg et
200 pl/kg).

1,8

1,6

1,4

1,2 -

1 -

0,8 - mJo

Poids vifs (Kg)

0,6 - mJ)7
04 -

0,2 -

0 -
T D1 D2

Dose uL/Kg

Figure 22: Représentation graphique de 1’évolution pondérale moyenne des lapins &gés de 1

mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2 ; JO : avant traitement ; J7 : apres
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Les lapins &gés de 1 mois montrent un poids corporel plus élevé apres
I’administration de 1’huile essentielle (J7). En effet la valeur moyenne du poids corporel des
lapins témoins (T) est de 1.193+0.067 kg alors qu’elle est de 1.292+0.0797kg chez les lapins
de lot dose1(D1) et chez ceux de lot dose 2 (D2) la valeurs moyenne est de 1.617+0.074 kg,
avec une différence tres significative (P<0.01) entre la valeur moyenne du poids corporel
des lapins de lot témoin et dose 2, et entre les lapins de lot dosel et dose 2 (P<0.01).Tandis
que avant le traitement (JO) la valeur moyenne du poids corporel de lot de la premiere dose

est faible de 0.88+0.913kg par rapport au lot témoin qui est de 1+1.046kg.

La valeur moyenne du poids vif des lapins traités par 1’huile essentielle de la menthe
poivrée (J7), est élevée en fonction de la dose administrée que celle avant le traitement
(J0).

1.2. Evolution du poids corporel des lapins 4gés de 3 mois

La figure 23 représente 1’évolution du poids corporel des lapins de 3 mois avant et
aprés 1’administration de I’huile essentielle de la menthe poivrée a deux doses différentes
(100pl/kg et 200 ul/kg).

3,5

3

2,5

2

1,5 - =0

poids vifs (kg)

mJ7
1 -

0,5 -

T D1 D2

Dose (ul/Kg)

Figure23 : Représentation graphique de 1’évolution pondérale moyenne des lapins
agés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2 ; JO : avant traitement ; J7 : apres traitement
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La valeur moyenne du poids corporel des lapins males &gés de 3 mois enregistré
durant notre expérimentation aprés I’administration de 1’huile essentielle (J7) est plus élevé
respectivement chez les lapins traités a la dose 2 (D2) qui est de 2,96+0,285kg, puis chez ceux
traités a la dosel(D1) a la valeur de 2,60+0,260 kg par rapport au lot témoin (T) qui est de
2,5+0,187kg. Tandis qu’avant le traitement (JO), la valeur moyenne du poids corporel est
faible par rapport en J7 (apres le traitement) chez les lapins de lot témoin elle est de
2,33+£0,163kg et chez les lapins de lot dose 1 la valeur moyenne du poids corporel est de
2,25+0,247kg et chez ceux de lot dose 2 elle est de 2,3+0,254kg.

La valeur moyenne de poids vif des lapins agés de 3 mois aprés I’administration de

I’huile essentielle de la menthe poivrée est plus élevée que celle avant le traitement (JO).
2. Evolution du poids testiculaire

Poids du testicule en gramme est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur standard a

la moyenne (ESM).
2.1. Poids des testicules droits et gauches pour les lapins agés de 1 et 3 mois

Le premier graphe (Figure 24) représente 1’évolution des poids des testicules gauches
et droits des lapins &gés de 1mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe

poivrée » administrée (100ul/kg et 200 pl/kg).

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
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0,02

0
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poids testiculaire (g)

T D1 D2
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Figure 24 : Représentation graphique montrant 1’évolution du poids moyen des testicules
gauches et droits des lapins agés de 1mois

T :Témoin ; D1: Dose 1 ; D2 :Dose2 ; TG : testicule gauche ; TD : testicule droit
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Les valeurs moyennes des poids des testicules gauches et droits montrent une
élévation en fonction de la dose de I’huile essentielle administrée « menthe poivrée), en effet
les testicules des lapins témoins (T) présentent un poids plus faible par rapport a ceux des
expérimentaux (D1) et (D2) qui est de 0.09 £0.023g vs 0.11 +0.023¢g pour le lot témoin (T)
alors que chez les lapins de lot dose 1(D1) est de 0,10 + 0,010g vs 0,13 + 0,029 et chez ceux
traités a la dose 2 (D2) est de 0.11+0.042g vs 0.157+ 0.029g. Néanmoins les valeurs
moyennes du poids des testicules droits sont plus élevées que celle des testicules gauches.

Le deuxiéme graphe (Figure 25) représente 1’évolution du poids des testicules gauches
et droits des lapins &4gés de 3 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe

poivrée » administrée (100ul/kg et 200 pl/kg).
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Figure 25 : Représentation graphique montrant 1’évolution du poids moyen des testicules

gauches et droits des lapins 4gés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2 ; TG : testicule gauche ; TD : testicule droit

La valeur moyenne du poids des testicules gauches et droits montre une élévation en
fonction de la dose de I’HE administrée, en effet les testicules des lapins témoins (T) présente
un poids plus faible par rapport a ceux des expérimentaux (dose 1 et dose 2). Ou la valeur

chez les lapins de lot témoin (T) est de 1.53 + 0.294g vs 1.61 +0.267g alors que chez les

)
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lapins de lot dose 1(D1) elle est de 1.72 + 0.389g vs 1.73+0.348g et chez ceux de lot dose
2(D2) est de 2 + 0.141g vs2.23+ 0.177g. Néanmoins les valeurs moyennes du poids des
testicules gauches sont plus élevées que celles des testicules droits pour le lot témoin et dose2.

2.2. Poids total des testicules des lapins agés de 1 et 3 mois

La figure 26 représente 1’évolution du poids total des testicules pour les lapins agés de

Résultats

1 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée.

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

poids testiculaire (g)

D1 D2

Dose (ul/kg)

M poids total de testicule

Figure 26: Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total des testicules

La valeur moyenne du poids total des testicules présente une élévation ou la valeur
chez les lapins de lot témoin est de 0.207 £0.023g alors que chez les lapins traités a la dose 1

la valeur est de 0.237+0.040g et s’éléve a 0.267+ 0.070g chez les lapins de lot de deuxieme

dose (D2).

La figure 27 représente 1’évolution du poids total des testicules pour les lapins ages de

des lapins &gés de 1mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

3 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée.
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Figure 27: Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total des testicules

des lapins &gés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

La valeur moyenne du poids total des testicules des lapins agés de 3 mois enregistré
durant notre expérimentation aprées 1’administration de 1’huile essentiel (J7) est élevé chez les
groupes traités a la dose 1 et la dose 2 de I’huile essentielle , ou la valeur est de 3.15+0,5589
chez les lapins de lot témoin alors que chez les lapins de lot dosel (D1) elle est de
3,46+0,733g et s’¢éleve a 4,23+0,318g chez ceux traité a la dose 2 (D2).

2.3. Poids relatifs des testicules des lapins agés de 1 et 3 mois

L’évolution des valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids corporel des

testicules des lapins 4gés de 1mois est présentée dans la figure 28.
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Figure 28: Représentation graphique du poids relatif des testicules des lapins agés de 1 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2 ; PV : Poids vif

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules présente
une éelévation en fonction de la dose administrée de 1’huile essentielle « menthe poivrée ». En
effets la valeur moyenne est de 0.016+0.004g chez les lapins de lot témoin (T) alors que elle
est de 0.02£0.007g chez les lapins traités a la premiere dose (D1) et chez ceux traités a la
deuxiéme dose (D2) la valeur est de 0.023+0.008g .

La figure 29 représente I’évolution des valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g

du poids corporel des testicules des lapins &gés de 3 mois.
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Figure 29: Représentation graphique du poids relatif des testicules des lapins agés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1; D2 : Dose2 ; PV : Poids Vifs

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules des
lapins agés de 3mois présente une élévation chez les lapins traités a la premiére et la
deuxieme dose (D1 et D2) de I’huile essentielle « menthe poivrée » par rapport au témoin. En
effet la valeur est de 0,13+0,0308g chez les lapins de lot témoin alors que chez ceux traités a
la premiére dose (D1) est de 0,14+0,0309 et la valeur s’éléve de 0.11+0,004g chez ceux
traités a deuxiéme dose (D2).

2.4. Evolution du volume testiculaire des lapins agés de 3 mois

Le graphe suivant représente le volume total des testicules pour les lapins agés de 3

mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée.
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Figure 30: Représentation graphique du volume des testicules des lapins agés de 3 mois

VTT : Volume Total Testiculaire ; T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

Le volume des testicules (Figure 30) chez les lapins traités par 1’huile essentielle de la
menthe poivrée est plus élevé par rapport aux témoins. En effet la valeur de volume total du
testicule est de 3.06 + 0.980 ml des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 3.2+0.424 ml
chez les lapins traité a la premiére dose (D1) et elle est de 3.63+£0.788 ml pour ceux traité a la
dose (D2)

3. Evolution du poids épididymaire

Le poids de I’épididyme en gramme est exprimé par la valeur moyenne + 1’erreur

standard a la moyenne (ESM).

3.1. Poids des épididymes gauches et droits des lapins &agés de 1 et 3 mois

Le graphe suivant représente 1’évolution du poids moyen de 1’épididyme gauches et
droits, en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée pour les

lapins agés de 1 mois.

E



Chapitre IV Reésultats

0,25

0,2

0,15

|
01 - EpG
W EpD

0,05 -

Poids épididymaire (g)

T D1 D2

Dose (uI/kg)

Figure 31 : Représentation graphique du poids des épididymes gauches et droits des lapins de
agés de 1 mois.

EPG : Epididyme Gauche ; EPD : Epididyme Droit ; T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

Le poids de I’épididyme gauche et droit (Figure 31) des lapins 4gés de 1 mois traités
par I’huile essentielle de la menthe poivrée a la dose 1 et dose 2 est plus élevé par rapport aux
témoins. En effets les valeurs moyennes du poids épididymaires gauches et droits est
0.107£0.035g vs0.123+0.035g des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 0.123+0.349g
vs 0.143+0.0369 chez les lapins traités a la premiere dose (D1) et elle est de 0.147+0.035
vs0.173+0.053 chez ceux traités a la deuxiéme dose (D2). Néanmoins la valeur moyenne du

poids de I’épididyme droit est plus élevée par rapport au poids de 1’épididyme gauche.

La Figure 32 représente le poids moyen de I’épididyme gauche et droit des lapins

agés de 3 mois en fonction de 1’huile essentielle « Menthe Poivrée » administrée.
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Figure 32 : Représentation graphique de 1’évolution du poids des épididymes gauches et

droits des lapins agés de 3 mois

EPG : Epididyme Gauche ; EPD : Epididyme Droit ; T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

Le poids de I’épididyme gauche et droit des lapins 4gés de 3 mois traités par I’'HE de
la menthe poivrée a la dose 1 et dose 2 est plus elevé par rapport aux témoins. En effets les
valeurs moyennes du poids épididymaires gauches et droits est de 0.47+0.588g vs
0.51+0.072g des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 0.51+0.071 vs 0.563+0.046 chez
les lapins traités a la premiére dose (D1) et elle est de 0.68+0.127 vs 0.72+0.118 chez ceux
traités a la deuxieme dose (D2). Néanmoins les valeurs moyennes du poids de 1’épididyme

droit sont plus élevees que celles de I’épididyme gauche.
3.2. Evolution du poids total de I’épididyme des lapins ages de 1 et 3 mois

L’évolution du poids total de 1I’épididyme pour les lapins agés de 1 mois en fonction
de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée est présenté dans la Figure
33.
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Figure 33 : Représentation graphique sur le poids total de 1’épididyme
des lapins agés de 1mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

La valeur moyenne du poids total de 1’épididyme est élevée chez les lapins traités a la
premiére et la deuxiéme dose (D1 et D2) par rapport aux témoins, ou la valeur est de
0.223+0.077 g des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 0.267+0.067g chez les lapins
traités a la dose1(D1) et elle est de 0.23 + 0.088g chez ceux traités a la deuxieme dose(D2).

La figure 34 représente le poids total de 1’épididyme pour les lapins agés de 3 mois
en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée » administrée.
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Figure 34 : Représentation graphique sur le poids total de 1’épididyme

des lapins agés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

La valeur moyenne du poids total de 1’épididyme est élevée chez les lapins traités a la
premiére et la deuxieme dose (D1 et D2) par rapport aux témoins, ou la valeur est de
0.78+0.131g pour les lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 0.9+0.117g chez les lapins
traités a la dose 1 (D1) et elle est de 1.32+ 0.245g chez ceux traités a la deuxieme dose (D2).

3.3. Evolution des poids relatifs épidiymaires agés de 1 et 3 mois

La figure 35 représente les valeurs moyennes des poids relatifs & 100 g du poids
corporel des epididymes des lapins &gés de 1mois en fonction de la dose de 1’huile essentielle

de la menthe poivrée administrée.
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Figure 35 : Représentation graphique du poids relatif des épididymes des lapins agés de 1

mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 : Dose2

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des épididymes
présente une élévation chez les lapins traités a la premiere et la deuxiéme dose (D1 et D2) de
I’huile essentielle de la menthe poivrée par rapport au témoin. En effet la valeur est de
0.017£0.008g des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de 0.027+0.008g chez les lapins
traités a la premiere dose (D1) et elle est de 0.033+0.014g chez ceux traités a la deuxieme
dose (D2).

La figure 36 représente les valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids
corporel des épididymes des lapins agés de 3 mois en fonction de la dose de 1’huile

essentielle de la menthe poivrée administrée.
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Figure 36 : Représentation graphique du poids relatif de 1’épididyme des lapins agés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

La valeur moyenne des poids relatifs @ 100 g du poids corporel des épididymes
présente une élévation chez les lapins traités a la premiere et la deuxiéme dose (D1 et D2) de
I’huile essentielle de la menthe poivrée par rapport au témoin. En effet la valeur moyenne
chez les lapins de lot témoin (T) est de 0.04+0.007g alors qu’elle est de 0.04+0.007g chez les
lapins de la premiére dose (D1) et elle est de 0.04+0.005g chez ceux traités a la deuxiéme
dose (D2).

3.4. Evolution du volume épididymaire des lapins agés de 3 mois

Le graphe suivant représente 1’évolution du volume total de 1’épididyme pour les
lapins &gés de 3 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « menthe poivrée »

administrée.
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Figure 37: Représentation graphique du volume de I’épididyme des lapins agés de 3 mois

T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 :Dose2

Le volume des épididymes (Figure37) chez les lapins traités par 1’huile essentielle de
la menthe poivrée est plus élevé par rapport aux témoins. En effet la valeur de volume total
des épididymes est de 10.69+0.248ml des lapins de lot témoin (T) alors qu’elle est de
10.94+0.048 ml chez les lapins traité a la premiére dose (D1) et elle est de 11.16+0.460 ml
pour ceux traité a la dose (D2)

4. Etude histologique des testicules des lapins agés de let 3 mois

A la naissance, I’animal dispose d’un stock de cellules souches peu élaborées appelées
spermatogonies. Le cycle spermatogénique représente 1’ensemble des divisions et des

différentiations cellulaires aboutissant a la formation des spermatozoides (Boussit, 1989).

La structure histologique des testicules révele une grande variabilité entre les lapins de
lot témoin et les lapins des lots traités par I’HE de la menthe poivrée a la dose 1 (100 ul/kg)
et & la dose 2 (2001 /kg).

4.1. Histologie du testicule des lapins agés de 1mois

Des structures histologiques des groupes expérimentaux (D1, D2) et de groupe témoin
(T) observé au microscope photonique au fort grossissement pour les lapins agés de 1mois est

représentées dans la planche 1.
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Planche 1: Coupes histologiques des testicules des lapins de agés de 1mois pour lot T, D1 et
D2

Sg : spermatogonie ; cs : cellule de Sertoli ; sc : spermatocytes ; cm : cellule myoide ; C: cellule de Leydig ; T :
Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 : Dose 2
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Les structures testiculaires des lapins agés de 1 mois révelent, au fort grossissement,
des tubes séminiféres dépourvus d’une lumiére et formés d’un épithélium séminifére constitué
de deux types cellulaires: les cellules germinales (spermatogonies) et cellules de Sertoli. Les
spermatogonies de petite taille, & noyaux arrondis et une chromatine condensée sont

distribuées sur toute la section du tube, au centre et/ou a la périphérie.

Un espace interstitiel important et richement vascularisé est visible entre les tubes
séminiféres constitué des cellules de Leydig qui sont organisées en amas ou bien dispersées

dans cet espace et des cellules péritubulaires qui entourent les tubes séminiferes (Planche 1T).

La structure histologique des testicules des lapins traités a la dose 1 (100ul/kg),
révéle, I’apparition en plus des spermatogonies, des premiers spermatocytes dans certains
tubes séminiféres entourés des cellules de Sertoli, et un tissu interstitiel formé des cellules de

Leydig et myoides (Planche 1 D1).

Alors que la structure histologique des lapins traités par la dose 2 (200ul/kg) montre
la présence dans tous les tubes séminiféres des spermatocytes | dans 1’épithélium séminiféres

et la présence des cellules de Leydig et myoides dans le tissu interstitiel (Planchel D2).
4.2.Etude histologique des testicules des lapins agés de 3 mois

Les structures histologiques des testicules des groupes expérimentaux (D1, D2) et de
groupe témoin (T) observé au microscope photonique au fort grossissement pour les lapins
agés de 3 mois sont représentées dans la planche 2.
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Planche 2: Coupes histologiques des testicules des lapins 4gés de 3 mois pour lot T, D1 et

D2 (coloration : Trichrome de Masson)

Sg : spermatogonie ; cs : cellule de Sertoli ; sc : spermatocytes ;C: cellule de Leydig ; lu : lumiére

séminale ;spr :spermatide rond ; spa : spermatide allongé ;lame basale ; T :Témoin ;D1 :Dose 1 ;D2 :Dose 2
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Les structures testiculaires des lapins témoin agés de 3 mois, au fort grossissement,
montrent des tubes séminiferes de diametre variable, avec une paroi formée d’un épithélium
comprenant des cellules de la lignée germinale: spermatogonies a noyaux ronds et condenses,
spermatocytes | & noyaux volumineux et a chromatine décondensée tres colorée sous forme
d’amas grossiers et des cellules de Sertoli a noyau triangulaire déposée sur une lame basale
avec apparition des premiers spermatides ronds . Ces tubes sont entourés par un tissu
conjonctif vasculariseé, riche en cellules péritubulaires a noyaux aplatis et de cellules de

Leydig & noyaux arrondis (Planche 2 T).

Les tubes séminiféres des lapins traités a la dose 1(100ul/kg) apparaissent plus
développés que ceux de témoins avec beaucoup de spermatides ronds et 1’apparition de
premiéres spermatides allongées, entourés par un tissu interstitiel ou se baignent les cellules

de Leydig ainsi que des cellules péritubulaires (Planche 2 D1).

Tandis que les structures testiculaires des lapins traités a la dose 2(200ul/kg) révélent
des tubes de méme structure que les tubes séminiferes des lapins traités a la dose 1 avec une
abondance en quantité des spermatides allongés avec apparition de quelques spermatozoides
(Planche 2 D2).

5. Etudes histologique de I’épididyme des lapins agés de 1mois et 3 mois

L’¢épididyme du lapin est un canal fortement pelotonné, relié au testicule en amont et
le canal déférent en aval. Anatomiquement, il est divisé en trois grandes parties : une téte qui

coiffe le testicule, un corps effilé et une queue épaisse.

La structure histologique des épididymes révele une grande variabilité entre les lapins
de lot témoin, et les lapins traités a la dosel (100 pl/kg) et la dose 2 (200ul /kg) par I’'HE
de la menthe poivrée.

5.1. Histologie de I’épididyme des lapins agés de 1mois

Les structures histologiques de 1’épididyme des groupes expérimentaux (D1, D2) et
de groupe témoin (T) observé au microscope photonique au fort grossissement pour les

lapins &gés de 1 mois sont représentées dans la planche 3
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Planche 3: coupes histologiques de 1’épididyme réalisées pour les lapins agés de 1mois des
lots T, D1 et D2

lu : lumiére ; tc : tissu conjonctif ; Cb : cellule basale ; cp : Cellules principales ; ce : cellule étroite ~ st:
stéreocils T : Témoin ; D1: Dose 1 ; D2 : Dose 2
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Pour les lapins du lot témoin, la structure de 1’épididyme présente des tubes maintenus
entre elles par du tissu conjonctif intertubulaire formé de fibres conjonctives éparpillées, des
cellules musculaires, des fibroblastes et des vaisseaux sanguins. Au niveau de 1’épithélium,
dans la plupart des tubes nous avons un épithélium cubique simple constitué exclusivement de

cellules principales (Planche 3 T).

La structure de 1’épididyme des lapins traités a la dose 1 (100 ul/kg) montre, au fort
grossissement, un tissu conjonctif intertubulaire qui contient des fibres conjonctives qui
apparaissent mieux organisés, des cellules musculaires, des fibroblastes et des vaisseaux

sanguins.

Tandis que 1’épithélium, est prismatique, alors qu’il été cubique pour les lapins de
témoins. Il est constitué de cellules principales occupant presque la totalité de 1’épithélium. A
la base de ces cellules, se trouvent des cellules basales réparties de facon discontinue le long
de la lame basale pour certains tubes. La lumiére du tube apparait vide et dépourvu des
spermatozoides dans la quel des stéréocils courtes localisé au niveau apical des cellules

principales, sont observé (Planche 3 D1).

Pour les lapins traites par la dose 2 (200ul/kg) la structure histologique de 1’épididyme
présente des variations par rapport aux lapins de lot témoin et lot dosel (Planche 3 D2).
Cependant au niveau de la structure épithéliale, L’épithélium est prismatique alors qu’il été
cubique pour les lapins du lot témoins. Il est constitué de cellules principales occupant
presque la totalité de 1’épithélium et des cellules basales qui apparaissent en abondance par
rapport a ceux du lot D1 ainsi la présence des cellules étroites et beaucoup des stéréocils et
I’épithélium présente une hauteur plus grande, ce qui fait que la lumiére des tubes est plus

réduit par rapport a ceux du lot témoin.
5.2. Etude histologique de I’épididyme des lapins 4gés de 3 mois

Les structures histologiques de 1’épididyme des groupes expérimentaux (D1, D2) et
de groupe temoin (T) observées au microscope photonique au fort grossissement pour les

lapins agés de 3 mois sont représentées dans la planche 4.
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Planche 4: coupes histologiques de 1’épididyme réalisées pour les lapins agés de 3
mois de lot T, D1 et D2

lu : lumiére ; tc : tissu conjonctif ; Cb : cellule basale ; cp : Cellules principales ; st : stéreocils T : Témoin ;
D1 : Dose 1
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Chez les lapins du lot témoin &ages de 3 mois, au fort grossissement, le tube épididymaire
apparait bordé par une fine paroi musculaire a laquelle adhére une couche d’épithélium
prismatique constitué de deux catégories cellulaires (cellules principales et cellules basales) ou
ces différentes cellules ont une hauteur plus grandes et riches en stéréocils qui reposant sur
une lame basale fine. Le tube épididymaire présente également une lumiere large et vide
dépourvue de spermatozoides avec un début des sécrétions épididymaire , un tissu conjonctif
intertubulaire formé de fibres conjonctives, des faisceaux de collagéne, des cellules musculaires,

des fibroblastes et des vaisseaux sanguins (Planche 4 T).

La structure de 1’épididyme des lapins traités a la dose 1 (100 pl’kg) montre, un
épithélium Prismatique pseudostratifié alors qu’il est cubique chez les lapins du lot témoin, et
I’épithélium contient des cellules principales et basales, des stéréocils visible avec des
sécrétions qui se concentre a la lumiere des tubes sans aucune présence des spermatozoides.
Le tissu conjonctif intertubulaire formé de fibres conjonctives mieux organisées, de cellules

musculaires, de fibroblastes, faisceaux de collagéne et de vaisseaux sanguins (Planche 4 D1).

La structure de 1’épididyme des lapins traités a la dose 2 (200 ul/kg) montre, au fort
grossissement, la méme structure que celle des lapins du lot dose 1, néanmoins avec
apparition de quelques spermatozoides qui se concentre au niveau de la lumiére épididymaire
(Planche 4 D2).
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2.1. Poids corporel

Le poids corporel des lapins au sevrage (agés de 1 mois) et au prépubére (agés de 3
mois) est plus élevés respectivement chez les lapins traités par I’huile essenticlle de la
menthe poivrée par la dose 1 (100ul/kg) puis chez ceux traités par la dose 2 (200ul/kg) par
rapport au lot témoin.

Nos résultats sur le poids corporel moyen des lapins agés de 1 mois et de 3 mois qui
s’augmentent selon la dose administrée (100pl/kg et 200ul /kg) de I’huile essentielle de la
menthe poivrée sont contradictoire avec 1’étude realisée par Eitimad (2017), sur I’effet de
I’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.

Selon Piles et al. (2003), la croissance pondérale d’un animal est un caractere
extrémement variable en fonction des facteurs génétiques, alimentaire et/ou

environnementaux.

Apreés 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).

2.2. Evolution des poids et volume testiculaires et épididymaire des lapins

Le poids et le volume testiculaire et épididymaire des lapins au sevrage (agés de 1
mois) et au prépubere (agés de 3 mois) est plus élevés respectivement chez les lapins traités
par I’huile essentielle de la menthe poivrée par la dose 2 (200pl/kg) puis chez ceux traités par

la dose 1 (100ul/kg) par rapport au lot témoin.

Les variables macroscopiques des testicules et épididymes comme le poids, le volume
ou la circonférence scrotale ont été considérées comme des marqueurs de la maturité sexuelle
chez divers mammiferes (Schinckel et al., 1983; Salhab et al., 2001; Mandal et al., 2004).

Nos resultats sur le développement du poids des testicules et épididymes des lapins
ages de 1 mois et 3 mois sous I’effet de 1’huile essentielle de la menthe poivrée a deux doses

différentes ( 100 pl/kg et 200 ul/kg), corroborent avec ceux obtenus par Haeri et al. (2006)
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sur I’effet de différentes huiles essentielles sur la fertilité des rats méles comme [I’huile
essentielle de la sarriette (Satureja khuzestanica), cette huile essentielle a été administrée par
voie orale a des doses de 75, 150 et 225 mg / kg / jour pendant 45 jours. Les rats traités et
contrdlés ont été accouplés au 45°™ jour du traitement. Ces auteurs ont constaté une
amélioration considérable de tous les parameétres évalués tels que la puissance, la fécondité,

I'indice de fertilité et la taille de la litiére.

En outre, les concentrations élevées de FSH qui ont été enregistrées dans le groupe
traité par 1’huile essentielle de la sarriette induit 1’activation des cellules de Sertoli qui
produisent des facteurs exercant des effets activateurs sur la prolifération des spermatogonies
(IL-1, EGF, IGF-1) et active la stéroidogenése dans les cellules de Leydig (IGF-1).
L’activation de la cellule de Leydig induit la synthese et la sécrétion de la testostérone qui
contribue a la persistance d’une activité spermatogénétique. De méme, le poids des testicules,

des vésicules séminales et de la prostate a été augmente (225 mg / kg).

L’augmentation du poids testiculaire serait due probablement a une prolifération
cellulaire au niveau des tubes séminiferes suite a une augmentation importante de la

testostérone plasmatique (Garcia-Tomas et al., 2007).

Selon Allrich et al. (1983), les dimensions des testicules et de I'épididyme sont tres
corrélées avec l'age, le développement et le poids corporel. En effet une augmentation de la
taille des testicules est due a l'augmentation du diameétre et de la largeur du tubule séminifere

et l'augmentation du nombre de cellules de Leydig.

D’autres études ont été faites sur les effets modulateurs de la consommation
journaliere d’huile de Nigella Sativa a une dose de 0,4 ml sur la fertilité des rats males adultes
a travers les mesures du poids des organes reproducteurs (testicules et épididymes), les
critéres du sperme, la concentration plasmatique de testostérone, la FSH, la LH et inhibine f.
Ces différents parametres ne présentent aucune différence significative en comparaison avec

le groupe témoin (Sherif et al., 2013).

En outre I’administration d’un extrait aqueux de Nigella sativa, pendant 60 jours a
une dose de 300 mg/kg chez des rats induit des effets chez ces derniers : augmentation du
poids des organes reproducteurs et stimulation de différents parametres (densité du sperme,

activité sécrétrice des vésicules séminales et de la prostate, temps d’excitation) et ceci
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s’expliquerait par une augmentation des hormones responsables de la spermatogénése, la LH,
la FSH et la testostérone (Mukhallad et al., 2009).

Néanmoins notre étude qui a porté sur 1’effet positif de 1’huile essentielle de la menthe
poivree sur la fertilité des lapins est contradictoire avec d’autres études qui ont été menes sur
I’évaluation des effets toxique de 1’huile essentielle de la Menthe verte sur la fertilité des rats

males.

Cependant une étude a été réalisée par Fatemeh et al. (2004) sur I’évaluation des
effets toxique possible de I’extrait de la menthe verte (Mentha Spicata). Sur la fertilité des rats
males adulte a des doses de 10 ,20 et 40 mg /Kg pendant 45 jours, ont conclu que le traitement
des rats méales avec les doses mentionnées n’a montré aucun effet toxique significatif sur le
poids corporelles, le poids des organes reproducteurs (testicule, épididyme, prostate et
vésicule séminale), le nombre et la motilité de spermatozoides et la concentration sérique de
testostérone par rapport au groupe témoin, et constatent que des niveaux plus élevés de cet

extrait peuvent avoir des effets néfaste sur la fertilité masculine.

En effet une étude similaire a montré que les rats qui ont été traités par 1’extrait de la
menthe verte « mentha spicata». A la dose de 20 g/l pendant 35 jours a provoquer une
diminution significative du poids des testicules, épididymes, vésicule séminale et de la
prostate tandis que a la dose de 40g/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).

3. Histologie testiculaire et epididymaire

La structure histologique des testicules et des épididymes des lapins au sevrage (agés
de 1 mois) et au prépubére (ages de 3 mois) présente des variabilités microscopiques chez
les lapins traités par la menthe poivrée, tel que 1’apparition des spermatocytes | chez les lapins
agés de 1 mois, des spermatozoides chez les lapins &gés de 3 mois. Ainsi que la présence
d’un épithélium prismatique pseudo stratifié, pour les lapins &gés de 1 mois, des sécrétions
dans la lumié¢re de I’épididyme ainsi des spermatozoides pour les lapins agés de 3 mois au

niveau épididymaires

Les variables microscopiques comme 1’apparition de spermatides allongées et de

spermatozoides dans les tubes séminiferes, le diametre, le nombre et la taille des cellules
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interstitielles et germinales ont été utilisées comme indicateurs de maturité sexuelle
(Schinckel et al., 1983 ; Tegegne et al., 1991).

Les résultats de la présente étude a montré que la structure histologique des testicules
des lapins traités par ’huile essentielle « menthe poivree ». Révelent a la dose de 100 pl /kg
(D1), P’apparition des premiers spermatocytes (cellules arrondies volumineuses au noyau
souvent en méiose) dans certains tubes séminiferes pour les lapins agés de 1 mois , et
I’apparition des premiers spermatides allongées pour les lapins de 3mois d’ages par rapport
au groupe témoins, tandis que la dose de 200 pl/kg a entrainé I’apparition des
spermatocytes et la mise en place de la lumiére dans tous les tubes séminiféres pour les lapins
agés de 1mois . A I’age pré pubere (3mois) la structure histologique a réveélé la richesse des
tubes seminiféres en spermatides allongées (cellule de petite taille a noyau rond et clair) avec

la présence de quelques spermatozoides par rapport au groupe témoin.

Selon Haeri et al. (2006), qui ont travaillé sur D’effet de I’huile essentielle de la
sarriette (SKEO) sur la fertilité des rats males a des doses de 150, 225 mg /kg ont constaté que
il y a une augmentation du nombre des spermatogonies, des spermatides, des cellules de
Leydig et les spermatozoides ainsi une hypertrophie des cellules de Sertoli, accompagné de

I’augmentation des hormones la FSH et la testostérone.

Ainsi une autre étude sur I’effet de 1’extrait aqueux de nigella sativa sur la fertilité des
rats males albinos a une dose de 300mg /kg qui a entrainé des effets similaire a celle de SKOE
et une augmentation du nombre des spermatocytes | et Il et I’augmentation du nombre des
cellules de Leydig ce qui refléte 1’augmentation des taux d’androgénes (Mukhallad et al.,
2009).

En effet I’action combinée de la FSH et de la testostérone induite par la LH assure le
bon déroulement de la spermatogenése (Kerr, 1991). La LH stimule les cellules de Leydig
afin de secréter les androgenes en particulier la testostérone tandis que la FSH stimule les
cellules de Sertoli pour secréter I’ABP. La testostérone et I’ABP s’unissent dans les tubes
séminiféres pour stimuler le développement et la différenciation des cellules germinales (El-
Gaafary, 1994; Yaseer et al., 2012).

L’activation des cellules de Sertoli par la FSH, qui sont des cellules reconnaissables

grace a leurs noyaux de formes irrégulieres (forme conique, pyramidale, ou triangulaire),
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émettent des expansions qui se prolongent jusqu’au centre du tube séminifére et induit a la
synthese de nombreux facteurs tels que; le facteur mitogene (SGF), stimulant la mitose des

spermatogonies et I’ IGF-1 qui simule la maturation des spermatocytes (Rey et al., 1993).

Alors que nos resultats sont contradictoire a d’autres études qui ont été menées sur
I’effet de la menthe verte a une dose de 30 et 40g/l a des rats albinos males sur le stress
oxydative hypothalamique et testiculaire, le traitement a entrainé une diminution de la
synthese de LH et de FSH qui a son tour régulait négativement la production de la
testostérone testiculaire par la perturbation d'un certain nombre de cascades intermediaires. En
effet le traitement a diminué le taux des enzymes impliquées dans la biosynthése des stéroides
la 3b-HSD et 17b-HSD. Suggeérant que la menthe verte a induit un stress oxydatif au niveau
hypothalamique ce qui a entrainé la diminution de la production des gonaotrophines (LH et
FSH) en raison de la réduction de la production et de libération des gonadoliberine (GnRH) de
I'nypothalamus, ce qui a entrainé une réduction de la cascade d'événements suivants : synthese
du cholestérol, transport des esters de cholestérol dans les tissus stéroidogénes et leur

conversion en cholestérol (Kumar et al., 2008).

D’aprés Bunsawat et al. (2004), les principaux composant actifs de 1’huile essentielle
de la menthe est le menthol, la menthone et I’acétate de menthyle et selon Da saliva-santos et
al., (2005), parmi les huiles essentielles potentiellement toxique, 1’huile essenticlle de la

menthe dont le composé toxique est le menthol.

Les variables microscopiques comme I’apparition des spermatozoides dans les tubes
épididymaires, le diamétre du tube épididymaire, la nature de son épithélium ou encore la
taille de ses cellules sont utilisées comme indicateurs de la maturité sexuelle. Ces parametres
concordent modérément avec les variables macroscopiques en donnant une information
supplémentaire quant a la maturité fonctionnelle des épididymes (Schinckel et al., 1983;
Chemes, 2001).

Selon Leeson et Leeson (1976), I’effet de I’huile essentiel accélére la spermatogenése
et ce qui provoque ’apparition précoce des spermatozoides dans la lumiére épididymaire et
une différenciation des extrémités de 1’épididyme, et observent des spermatozoides dans la

téte et le corps de 1’épididyme a 16 semaines d’age chez le lapin.
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Nos résultats corroborent avec ceux de Mukhallad et al. (2009), sur I’effet des grains
de nigelle sur la spermatogenese et la fertilité des rats males albinos qui selon, 1’extrait
aqueux de nigella sativa a 300mg/kg administrée par voie orale a entrainé 1’augmentation
significative de la hauteur des cellules épithéliales et de la fonction sécrétoires au niveau de la
téte et la queue de 1’épididyme chez les groupes traités par rapport aux groupes témoins. Ils
constatent que le processus de la spermatogenése et la fonction des organes reproducteurs

accessoires dépendent de 1’¢1évation de la concentration des androgenes.

Cependant I’augmentation des androgénes est confirmé par l'augmentation du nombre
de spermatocytes (I et Il) et des spermatides observés chez les groupes traités, car ces stades
sont complétement dépendants des androgenes (Dym et al., 1979). Une augmentation
significative de la motilité des spermatozoides dans la queue de I'épididyme a été observée
dans le groupe traité. Cela peut étre di aux effets de l'activité de Nigella sativa sur les

enzymes de la phosphorylation oxydative (Azzarito et al., 1996).

En effet selon Viger et Robaire (1996), la régulation des fonctions de 1’épithélium et
de la lumiere de I’épididyme est sous le contréle des androgenes les plus particulierement Sa.-
dihydrotéstostérone (DHT) et Sa-androstan-3a, 17 B-ol (3a-diol), issus de la conversion de la
testostérone, sont considérés comme les modulateurs principaux de différentes fonctions de
I’épididyme. Et selon Fan et Robaire (1998), la testostérone a une action directe dans le
maintien de la morphologie des cellules principales épididymaires et dans 1’inhibition de

I’apoptose.
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Conclusion

Au terme de notre étude sur les effets de 1’huile essentielle de la menthe poivrée a
deux doses différentes (100ul/kg et 200 pl/kg), il en ressort que le poids corporel, le poids et
le volume testiculaire ainsi que celui de 1’épididyme chez les lapins 4gés de 1 et 3mois
(sevrage et pré pubere) sont plus élevés respectivement chez les lapins traités par la dose 2
(200 pl/kg) puis chez ceux traités par la dose 1 (100 pl/kg) par rapport au lot témoin.

Sur le plan histologique, I’huile essentielle de la menthe poivrée a induit aux niveaux
testiculaires 1’apparition des spermatocytes 1 dans les tubes séminiféres pour les lapins ages
de 1mois, ainsi I’apparition de premieres spermatides allongées et des spermatozoides chez

les lapins agés de 3mois par rapport aux structures testiculaires des lapins du lot témoin.

Alors que pour les structures épididymaires des lapins agés de 1 mois traités par
I’huile essentielle de la menthe poivrée montrent la présence d’un épithélium prismatique
pseudo stratifié, et pour les lapins agés de 3 mois la structure révéle la présence des

sécrétions dans la lumiére de 1’épididyme ainsi quelques Spermatozoides.

De ce fait il semblerait que I’huile essentielle de la menthe poivrée aux doses utilisees
aurait un effet positif sur le développement des gonades, la spermatogenese et la fertilité des

lapins males au sevrages et pré pubere.
Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét de :

e Etudier les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus ;

e Réaliser cette étude dans un temps plus large et des doses plus élevées sur un

effectif plus grand ;

e Renforcer cette étude par une étude histomorphométrique afin d’étudier les
effets de la menthe poivrée sur des paramétres microscopiques (le diamétre

des tubes séminiferes, la hauteur des cellules épithéliales .....) ;

e Suivre cette expérimentation sur 1’évaluation des cellules germinales, sur la

qualité nucléaire et les mouvements des spermatozoides ;

e FEtudier impact de I’huile essentielle de la menthe poivrée sur la fertilité

féminine.
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Annexe

Annexe 1 : Fiche technique d’histologie

Fiche technique N° 1 :
Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)
Broyer a froid dans un mortier :
Acétate de cuivre ............oooeenl. 25¢g
Eau distillée........................... 100 ml
Agiter puis ajouter peu a peu :
Acide picrique.........oovvviiiiinnenn... 4¢g
Le liquide se conserve indéfiniment.
Filtrer aprés compléte dissolution et ajouter :
Formaldhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml

Acide acétique cristalisable..................cooiiiL Iml

Fiche technique N° 2 :
Eau gélatinée de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967).
Gélatine en poudre ...........coeiiiiiiiiiiiiiiiii, 0,1a0,5¢g
Eaudistillée..........cooooiiiii 100 ml

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

Conservation limitée.

Fiche technique N° 3 :
Trichrome de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967)
Mode opératoire :

Les coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans :

L’hématoxyline de Groat.. ...................... 3 minutes.
Lavage a I’eau courante ......................... 5 minutes.
Meélange fuchsine ponceau ..................... 5 minutes.
Eau acétifice a 1% ..o, Ringage.
Orange G ...ooovvviiiic e 5 minutes.
Eau acétifice a 1% ..., Ringage.

Vert lumi€re .....ooovvveeeiii i, 5 minutes.
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Eau acétifice a 1% .........ooooeiiiiiiiin.. Ringage.

Ensuite les coupes sont déshydratées et montees 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 :

Premiére solution : Acide sulfurique concentré................ccoovvviviinnennnn.. 0,8 ml
Alunde fer......oooiiii lg Eau
distillée. .....o.ooiii 50 ml

Deuxiéme solution :

Hématoxyline............coooviiiiiii e 0,5g
Alcool @05, . 50 ml

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

Melange fuchsine acide ponceau (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :
Préparation a froid :

Fuchsine acide...........cccciiiiiiiiiii e 0,1g
Ponceau........coiiii 0,2g Eau
distillée. ..o 300 ml

Apreés dissolution ajouter :
Acide aCCtiqUe. ..o, 0,6 m

Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique..................... 3a5g Eau
IStIIEE. ... 100 ml Orange
G 29

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

Vert lumieére

........................................................... 19
Eau distillée. ... ..ooiriiiii 100 ml
Acide aCltiqQUE. ... ..ot 0,2 ml

Conservation illimitée



Résumé

L'objectif de cette étude est de déterminer les effets de 1’huile essentielle de la menthe poivrée sur le poids
corporel et le poids des organes reproducteurs (testicules et épididymes) du lapin (Oryctolagus cuniculus n=18),
ainsi une étude histologique des structures gonadiques (testiculaires et épididymaires).

Notre étude est porté sur 18 lapins males de la souche synthétique, a deux ages différents (1 et 3mois), répartis
en 3 lots et dans chaque lot 3 lapins; le premier lot est destiné aux lapins témoins, le deuxieme lot est destiné
aux lapins qui recevront la premier dose (D1=100 pl/kg) et le troisieme lot est destiné a ceux qui recevront la
deuxiéme dose (D2=200pul/kg). Les animaux ont été pesé puis traités une seule fois par la menthe poivrée, aprés
une semaine de traitement, les testicules et épididymes ont été prélevés, dégraissés puis pesés, et leur volumes

ont été déterminés, puis les organes ont été fixé pour effectué une étude histologique.

La présente étude sur les effets de la menthe poivrée sur les paramétres macroscopiques (poids vifs, poids total et
volume) sont plus élevés respectivement chez les lapins traités par I’huile essentielle de la dose 2 puis a la

dosel par rapport aux témoins.

Sur le plan histologique la menthe poivrée induit une variabilité microscopique importante chez les lapins traités
par la dose 2 et la dose 1, tels que I’apparition dans les tubes séminiféres des spermatocytes 1, de premiéres
spermatides allongées et des spermatozoides respectivement chez les lapins agés de 1 et 3 mois par rapport aux
témoins. Ainsi au niveau épididymaire, la structure révele I’apparition d’un épithélium prismatique pseudo
stratifié et la présence des sécrétions dans la lumiére de tube ainsi quelques spermatozoides, respectivement chez

les lapins agés de 1 et 3 mois par rapport aux témoins.

Mot clés : Lapin, gonades, Reproduction, Huile essentielle.

Abstract

The objective of this study is to determine the effects of peppermint essential oil on the body weight and weight
of the reproductive organs (testes and epididymides) of the rabbit (Oryctolagus cuniculus n = 18), thus a

histological study of gonadal structures (testicular and epididymal).

Our study is carried out on 18 male rabbits of the synthetics train, at two different ages (1 and 3 months), divided
into 3 lots and in each batch 3 rabbits; the first batch is intended for control rabbits, the second batch is intended
for rabbits who will receive the first dose (D1 = 100 pl / kg) and the third batch is intended for those who will
receive the second dose (D2 = 200ul / kg). The animals were weighed and then treated once with peppermint,
after one week of treatment, the testes and epididymides were removed, defatted and weighed, and their volumes

were determined, then the organs were fixed for a study. histologically.

The present study on the effects of peppermint on macroscopic parameters (body weight, total weight and
volume) is higher in rabbits treated with the essential oil in dose 2 and then in dosel, respectively, compared

with controls.

Histologically, peppermint induces significant microscopic variability in dose-2 and dose-1 treated rabbits, such
as the appearance of spermatocytes 1, elongated spermatids, and spermatozoa in seminiferous tubes in elderly
rabbits, respectively. 1 and 3 months compared to the witnesses. Thus at the epididymal level, the structure
reveals the appearance of a pseudo-stratified prismatic epithelium and the presence of secretions in the tube

lumen as well as some spermatozoa, respectively in rabbits aged 1 and 3 months compared to controls.

Key words: Rabbit, gonads, Reproduction, Essential oil.
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