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A : Sécrétion d’androgenes
AB : Aposomes
ABP: Androgen Binding Protein.
Ad : Spermatogonie a chromatine fine et sombre
Ap : Spermatogonie a chromatine claire
Cb : cellule basale
CDS : Développement complet de la spermatogénése
Ce : cellule étroite
CL.: cellule de Leydig
cm : cellule myoide
Cp : Cellules principales
CS : Premier comportement sexuel
cs : cellule de Sertoli
Cytochrome P450scc : Enzyme de clivage du cholesterol.
D1 : dose 1 (200ul/kg)
D1: Dose 1
D2 : dose 2 (300pul/kg)
D2: Dose 2
DHT : dihydrotéstostérone
DS : Début de la spermatogéneése
EGF: Epidermal grouth factor.
EM: Eminence médiane.
EP : Epididymosomes
EPD : Epididyme Droit

EPG: Epididyme Gauche



ESM : I’erreur standard a la moyenne

FSH : Follicle Stimulating Hormone.

G : Grossissement

GnRH: Gonadotropin releasing hormone.

H+ : Protons

HCG: Androgen Binding Protein.

HCO3- : Bicarbonates

| : Implantation;

IGF: Insuline growth factor.

ILC : Compartiment intra-Liminal

JO : jour O (avant traitement)

J7 : jour 7 (aprés traitement)

L : Maturation des cellules de Leydig

LH: Luteinizing Hormone.

LHRH: Luteinizing Hormone Releasing Hormone.
LT : Lymphocyte T

Lu : lumiére

M : Dégénérescence des canaux de Muller

Mo : Monocyte

MV : Microvillosité

N : Naissance

N : Noyau

NADPH: Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate.
ONAB : Office National de I’ Aliment de Bétail
P : Croissance de la prostate

P : Probabilités



PET : Poids épididymaire total

PR : poids relatifs

Protéine StAR: Steriodogenic acute regulatory protein.
PTT : Poids testiculaire totale

RS : Premiers rapports sexuels

S : Apparition du premier spermatozoide
SC : spermatocytes

SE : Apparition des premiers spermatozoides dans I’épididyme
Sg : spermatogonie

Sp : Spermatogonie

SP 11 : Spermatocytes Il

SP I: Spermatocytes |

SP: Spermatogonies

SpA : Spermatogonie A

SpB: Spermatogonie B

St: stéreocils

T : Différenciation des testicules

T : Témoin

Tc : tissu conjonctif

TD : testicule droit.

TG : testicule gauche

TGF: Tansforming growth factor.

TNF: Tumor necrosis factor.

Vobj : Grossissement de 1’objectif

Vz : Facteur de zoom d’optovar = 2.5
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Introduction

Le lapin est une espece 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 séminiferes ou se déroule la
spermatogenése et de tissu interstitiel riche en cellules de Leydig. Ces dernieres synthétisent
et liberent les androgénes, principalement la testostérone qui joue un réle dans le maintien de

la spermatogenese (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 ’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 acquierent progressivement la capacité a se mouvoir et a féconder un ovocyte ,
I’acquisition de la maturité des spermatozoides tout au long de 1'épididyme jusqu'a la
queue ou ils seront stockés, se fait grdce 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 composé€s sont susceptibles de modifier le
processus physiologique de la reproduction soit en 1’améliorant ou en le perturbant (El
Kalamouni, 2010).

De ce fait, le but de notre travail est de mettre en évidence les effets des 1’huiles
essentielles de la Menthe poivrée et du Romarin a vérbénone sur la structure des testicules et
épididymes des lapins males infantiles 4gés d’un mois, a travers une étude histologique de

leurs structures et la relation des poids vifs avec le poids testiculaire et épididymaire.

:
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Notre travail se présente sous la forme de quatre chapitres qui traiteront dans le premier
chapitre I’anatomo-histologique de I’appareil reproducteur, le deuxiéme chapitre portera sur la
physiologie de la reproduction chez le lapin méle. Ensuite nous aborderons dans le troisieme
chapitre le matériel et les méthodes utilisées, et nous terminerons par le quatrieme chapitre qui
sera consacré aux resultats obtenus et discussion des résultats lors de notre expérimentation, et

enfin on termine par une conclusion globale ainsi qu’un ensemble de perspectives.

-
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1. Anatomie et histologie de I’appareil reproducteur méle

L’appareil génital male est formé d’organes assurant ensemble la fonction de
reproduction, ainsi que la perpétuité de 1’espéce. Il est forme de testicules qui se comportent a
la fois comme une glande exocrine produisant les spermatozoides et une glande endocrine
secrétant la testostérone, hormone méle par excellence. L’organisation de 1’appareil
reproducteur est la méme chez tous les mammifeéres et en particulier chez les ovins, caprins,
porcins et lapins, néanmoins avec des différences qui concernent la taille, le poids et la forme

des organes (Hamon et al., 1999).

Selon Boussit (1989), Marieb et al., (1999) et Young et al., (2008), 1’appareil génital

male se divise en quatre parties fonctionnelles (Figure 1) :

» Les testicules: qui sont les glandes génitales males.

» Un réseau de conduits incluant 1’épididyme, le conduit déférent et enfin ’urétre qui
débouche a I’extérieur par I’extrémité du pénis.

» Les glandes annexes ; ce sont les vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-
urétrales, qui débouchent dans ces canaux ou elles déversent leurs sécrétions.

» Enfin, le pénis qui est un organe de copulation.
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Figure 1 : Schéma de I’appareil génital du lapin male (Lebas et al., 1996).
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1.1  Testicule
1.1.1. Anatomie

Les testicules sont des organes pairs, logés dans une enveloppe fibreuse et résistante,
située dans la région inguinale, le scrotum ou sac scrotal qui est une paroi externe et
duveteuse des bourses (Boussit, 1989), Chez le lapin, la communication du scrotum avec la
cavité abdominale persiste, ce qui permet aux testicules de monter et descendre dans la cavité
abdominale comme c’est le cas au cours d’une frayeur ou d’un combat avec un autre male
(Lebas, 2009). Leurs taille varie selon I’espéce, 3.5 cm de longueur, 1.5 cm de largeur et

1.3cm d’épaisseur (Baronne, 2001 ; Dadoune et Demoulin, 2001).

Les testicules sont partiellement recouverts d’une membrane séreuse, appelé tunique
vaginale. Sous cette tunique, se retrouve la capsule fibreuse du testicule, 1’albuginée, qui
s’étend vers I'intérieur et forme des cloisons qui divisent chaque testicule en une série de
compartiments internes, les lobules. Chaque lobule contient de 1 a 3 tubes étroitement
enroulés, les tubes séminiferes, qui produisent les spermatozoides (Figure 2) (Tortora et
Grabowski, 1995).

canal deférent

téte de I'epididyme

corps de I'épididyme

canaux efferents

rete-testis
queue de I'épididyme

tubes droits

—_canal épididymaire
tubes seminiferes - o
lobule testiculaire

cloisons

albuginee

Figure 2 : Structure interne du testicule et de I’épididyme des Lapins (Coupe longitudinale)
(Bonnes et al., 1988).

1.1.2. Histologie

Le testicule est logé dans une capsule fibreuse appelée 1’albuginée, constitué¢e de
faisceaux de collagene et renferment des cellules musculaires lisses, et tapissée a I’extérieur

par la tunique vaginale et a I’intérieur par une tunique vasculaire riche en vaisseaux sanguins,
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Cette albuginée s’épaissit au niveau de la coiffe épididymaire et présente des
prolongements qui s’enfoncent dans la glande testiculaire pour former un cone fibreux, le

Corps d’Heimore traversé par des vaisseaux sanguins, le rete testis (Muller et Clos, 1997).

Le testicule comprend deux compartiments cellulaires distincts issus de la partie interne

de I’ébauche gonadique :

-Un compartiment germinal composé de cellules germinales et de cellules somatiques

appelées cellules de Sertoli.

- Un compartiment interstitiel composé uniquement de cellules endocrines dites les
cellules de Leydig (Thibault et levasseur, 2001). (Figure 3)

~ \
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Cavité de la tunique albuginée
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Figure 3: Organisation interne du testicule (Senger, 2012).
1.1.2.1. Tubes séminiféres

Les tubes séminiferes, 2 a 3 tubes par lobule, sont pelotonnés et peuvent atteindre 70
meétres chez le lapin. Ils se jettent dans les tubes droits qui s’anastomosent au niveau du corps
de Highmore et forment un réseau de canalicules, appelé le « Rete-Testis », d’ou partent une
dizaine de canaux efférents qui traversent I’albuginée pour former la téte de I’épididyme
(Alvarino, 1993). L’épithélium séminifére est constitué de cellules de Sertoli et des cellules

germinales a différents stades de la spermatogenése

La paroi des tubes séminiféres est constituée d’une membrane basale revétue de
plusieurs assises myoides surmontées d’une couche de fibres de collagénes (figure 4)

(Hochereau de Reviers et Royere, 1996).

]
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Figure 4: Détail d’une portion de tubule séminifére (Junqueira et Carneiro, 2007).
1.1.2.2. Tissu interstitiel

Le tissu interstitiel est un tissu conjonctif lache qui se situe entre les tubes séminiferes,
Il comporte des vaisseaux sanguins, lymphatiques et nerfs, on y trouve aussi des ilots de
cellules endocrines, les cellules de Leydig produisant la testostérone ainsi que d’autres
cellules libres (macrophages, lymphocytes et fibroblastes). La quantité du tissu interstitiel
varie suivant 1’espece, elle est de 10% du tissu testiculaire chez le chien et le cobaye,

d’environ 25 a 30% chez I’homme et 40% chez le verrat (figure 5) (Dadoune et Demoulin,
2001).
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Figure 5: Ultra-structure d’une portion du tube séminifére (Banks, 1993).
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1.1.2.3. Liquide des compartiments intra testiculaire

Les cellules interstitielles et les tubes séminiféres logés dans les espaces péritubulaires
baignent dans le liquide interstitiel qui participe aux fonctions endocrines et paracrines du
testicule et contribue au transport des spermatozoides ainsi qu’a leur nutrition. Il a pour
origine le plasma sanguin et il est riche en sucres, minéraux, neurotransmetteurs, hormones et
composé de 90% d’eau. Tandis que la composition de rete testis est remaniée dd
probablement aux échanges avec les veines testiculaires (Hochereau de Reviers et Royere,
1996).

1.1.2.4. Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pyramidale qui s’étend sur toute la hauteur
de I’épithélium séminifere, sa forme et son volume varient au cour du cycle de I’épithélium
séminal. Le corps cellulaires repose sur la lame basale de la gaine péri-tubulaire, ses faces
latérales sont en contact étroit avec les cellules de sertoli adjacentes et les cellules germinales
aux divers stades de la spermatogenese (figure 6) (Thibault et levasseur, 2001).
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Figure 6 : Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993).
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 basale, siege de la spermatogenése, et le
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compartiment adluminal qui contient les spermatocytes secondaires, les spermatides et les

spermatozoides.

La barriere ainsi constituée, appelée, barriere hémato- testiculaire, separe les
spermatides et les spermatozoides de la circulation générale sanguine et lymphatique, en
empéchant les cellules de systétme immunitaire de la traverser, car les spermatides et
spermatozoides présentent des caractéristiques antigéniques reconnues contre étrangeres par
ce systeme. En effet lorsque cette barriere ne remplit pas son réle, des anticorps anti-
spermatiques peuvent se développer et étre responsable d’une orchite auto-immune et donc
d’une stérilité (Little et Holyoak, 1992., Amann, 1993).

Selon Thibault et Levasseur (2001), les potentialités de la cellule de Sertoli sont

multiples:

- Jouent un réle protecteur contre les réactions immunitaires.

- Controlent la maturation et la migration des cellules germinales.

- Assurent la phagocytose des cellules germinales dégénérescentes.

- Participent a des sécrétions bidirectionnelles tubulaires et interstitielles.
1.1.2.5. Cellules de la lignée germinale

Tout les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises
au niveau de I’épithélium séminifére, a savoir ; les spermatogonies (SP), les spermatocytes de
premier ordre ou spermatocytes I (SP 1), les spermatocytes de deuxieme ordre ou
spermatocytes Il (SP I1), les spermatides et les spermatozoides (Vacheret, 1999 ; Siffroi,
2001).

1.1.2.5.1 Spermatogonie

Les spermatogonies se trouvent en contact direct avec la lame basale, et sont
reconnaissable grace a 1’état de condensation de leur chromatine. On y reconnait deux types
de spermatogonies, les spermatogonies de type A (Sp A) et les spermatogonies de type B (Sp
B).

Les spermatogonies de type A, caractérisées par un noyau condensé se subdivisent en
deux sous-types qui se divisent par mitoses: celles qui possedent un noyau sombre avec des
nucleoles periphériques et des vacuoles nucléaires dites spermatogonies Ad (dark) et celles

qui présentent des noyaux pales, des nucléoles centraux et sans vacuoles nucléaires dites Ap

-
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(pale). Les spermatogonies Ad subissent une division asymétrique, pour donner en se divisant
une cellule Ap et une cellule Ad, assurant ainsi I’autorenouvellement de la population souche

du tube séminifere. La spermatogonie Ap donne en se divisant des spermatogonies de type B.

La spermatogonie de type B se présente avec un noyau & chromatine condensée en
périphérie, donne suite a une division mitotique des spermatocytes de premier ordre ou
spermatocytes | (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

1.1.2.5.2 Spermatocytes

Selon Marthin et al. (2001), deux types de spermatocytes sont produits au cours de
cette activité spermatique : le spermatocyte de 1% ordre et le spermatocyte de 2°™ ordre. La
premiére est caractérisée par un cytoplasme abondant et un noyau volumineux contenant une
chromatine disposée en amas grossiers ou en fins filaments, facilement reconnaissable. C’est
une cellule déja engagée dans les premieres étapes de la méiose. Le spermatocyte 11 issu de la
premiére division de la méiose des spermatocytes I, est une cellule plus petite qui va
rapidement terminer la deuxieme division de la méiose et engendrer des cellules a n

chromosomes, les spermatides.
1.1.2.5.3 Spermatides

Les spermatides, produites de la réduction méiotique, sont de petites cellules avec
des noyaux condensés qui vont subir une différenciation durant laquelle elles vont devenir
plus petites et effilée, aboutissant a la formation des spermatides allongé puis des

spermatozoides via la spermiogénése (Ramé et al., 2007).
1.1.2.5.4. Spermatozoides

Le spermatozoide est une cellule profondément transformée apte a féconder un ovule
maternel d’'une méme espece (Vaissaire, 1977). La structure morphologique du spermatozoide
du lapin est semblable a celle des autres mammiféres, voir, deux parties principales, la téte

(formes et dimensions variables) et le flagelle (figure 7).

-
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Figure7 : schéma de spermatozoide de mammifere
(Le Moigne et Fourcier ,2009).

Le spermatozoide du lapin mesure entre 55 et 57 um ; la forme de la téte est ovoide,
piriforme et rétrécie caudalement (7 x 4 x 0.5 um), dont il abrite une chromatine nucléaire trés
dense, entourée par I’acrosome sur le trois quart de sa surface. En arriere, on observe une
région post-acrosomiale, délimitée par un segment équatorial. Le col est une piéce d’union
entre la téte et la queue, il s’attache a I’extrémité postéricure du noyau par une piéce basale
d’ou nait le centriole proximal. La queue du spermatozoide du lapin mesure 45 um, composé
d’un complexe axonéme typiquement mammalien ; deux microtubules centraux et neuf diplo-

microtubules périphériques (Baronne, 2001; Boiti, 2005).
1.1.2.6. 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 aux crétes lamellaires ou tubulaires, d'un appareil de
Golgi développé et d'inclusions lipidiques (Baronne, 2001 ; Tran et al., 2006 ; Haider, 2007).
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1.2. Epididyme

1.2.1 Anatomie de I’épididyme

L’¢épididyme est un long canal extrémement convoluté qui s’étend le long de la face
postérieure du testicule, jusqu'a son p6le inferieur ou il devient le canal déférent il comprend
une téte volumineuse (partie proximale) qui coiffe le pdle antérieur du testicule, un corps
long (partie médiane) accolé au testicule jusqu'a sa partie postérieure et une queue aplatie (
partie distale), qui est le lieu de stockage des spermatozoides (Boussit, 1989 ; Young et al.,
2008).

L’¢épididyme peut étre divisé en cing segments, I, II, 111, IV-VI, en fonction de leurs

sécrétions et leurs activités enzymatiques (Hinton et Turner, 1988) (Figure 8).
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Figure 8 :Anatomie et régionalisation de 1’épididyme (Hermo et Robaire, 2002).
1.2.2. Histologie de I’épididyme

Le canal épididymaire comprend deux compartiments, un épithelium pseudostratifié,
constitué de six types cellulaires, les cellules principales, basales, en halos, claire, apicale et
étroites (figure 9), entourées de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses qui présentent des
contractions péristaltiques réguliéres contrélées par les fibres nerveuses noradrénergiques et
cholinergiques (Setchell et al., 1994) et d’un tissu conjonctif contenant des terminaisons
nerveuses et des capillaires sanguins d’une part; et d’une lumiére bordée par cet épithélium

d’autre part (Robaire et Hermo, 1988).

¢
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Figure 9: Représentation schématique de 1’épithélium épididymaire (Girouard, 2009),
N : noyau ; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte.
1.2.2.1. Cellules principales

Les cellules principales constituent 65-80% de la population de cellules épithéliales
épididymaires totales. Ces larges cellules prismatiques présentent des caractéristiques
structurales variables d’un segment a 1’autre (Hermo et Robaire, 2002). Leur hauteur est plus
¢levée dans la téte que dans la queue de I’épididyme, tout comme la longueur des
microvillosités qui tapissent leur péle apical. Ces cellules, reliées entre elles par des
jonctions serrées et des desmosomes, sont trés actives a différents niveaux : transport et
sécrétion de petites molécules organiques ; synthese et sécrétion de protéines et enfin,
réabsorption du fluide épididymaire. Ces cellules appartiennent, en fait, a une classe de

cellules « sécrétrices de constitution»» (Robaire et Hermo, 1988).
1.2.2.2 Cellules basales

Les cellules basales représentent 10-20 % de la population cellulaire épididymaire
totale. Ces petites cellules allongées, localisées tout le long du canal épididymaire, reposent
sur la membrane basale formant ainsi un réseau en dessous des cellules principales. Ces
cellules a noyau irrégulier et cytoplasme pauvre en organites (Soranzo et al., 1982) sont

jointes aux cellules principales avoisinantes par des desmosomes.

Selon Veri et al. (1993)., Cooper (1998), il semblerait qu’elles jouent un réle dans
I’élimination des radicaux libres ainsi dans la protection immunitaire des spermatozoides en

participant a ce qu’on appelle, la barriére hémato-épididymaire (Seiler et al., 2000).
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1. 2.2.3. Cellules en halo

Identifiées comme des lymphocytes intra-épithéliaux ou des monocytes, ces cellules
sont disséminées tout le long du canal épididymaire (Hoffer et al., 1973 ; Serre et Robaire,
1999).

1.2.2.4 Cellules claires

Les cellules claires sont des grandes cellules prismatiques présentes essentiellement
dans le corps et la queue de 1’épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles sont caractérisées par la
présence de nombreuses veésicules claires en région apicale, de lysosomes en région médiane
et de nombreuses inclusions lipidiques dans leur région basale, ont un réle dans I’absorption

de certains composants du fluide épididymaire (Robaire et Hermo, 1988).
1.2.2.5. Cellules apicales

Les cellules apicales présentent un cytoplasme dense, tres riche en mitochondries,
contenant des lysosomes et de I’anhydrase carbonique impliquée dans la sécrétion des ions
H+ et la réabsorption des bicarbonates (HCO3-), responsables de 1’acidification du fluide
épididymaire (Martinez-Garcia et al., 1995).

1.2.2.6 Cellules étroites

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

1.2.3. Lumiére du canal épididymaire

Pour rejoindre le systeme éjaculateur depuis les gonades males, les spermatozoides
transitent a travers 1’épididyme au niveau de sa lumiére, 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. Mais en raison d’une
forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de synthese, de sécrétion et
réabsorption des cellules épithéliales, la composition du fluide épididymaire varie tout le long
du canal. (Adamali et al., 1999; Hermo et Robaire, 2002).




Chapitre | Rappels anatomo-histologiques de 1’appareil reproducteur male du lapin

1.3. Canal déférent

Selon Baronne (2001), le canal déférent mesure 12 a 15cm de longueur chez le lapin et
45 cm chez I’homme (Dadoune et al., 1990 ; Marieb, 2005) et fait suite a la queue de
I’épididyme, permettant ainsi d’acheminer les spermatozoides vers 1’urétre. Ce canal s’étend
vers le haut pour gagner la cavité péritonéale, apres passage par le canal inguinal. Il passe
ensuite au dessus de I’urétre pour descendre le long de la face postérieure de la vessie. Son
extrémité terminale augmente de calibre pour former I’ampoule du canal déférent et s’unit a la

fin aux conduits éjaculateurs de la prostate (Dadoune et al, 1990 ; Marieb, 2005).

1.4 Urétre

C’est un conduit de 12 a 13 cm de longueur dont 8 @ 9 cm tapisse I’intérieur du pénis

jusqu'a son extremité (Baronne, 2001).

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

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

(Marieb, 2005).
1.5. Glandes annexes

Selon Boussit, (1989), les glandes annexes : vésicules séminale, prostate et glandes
bulbo- urétrales sont responsables de la sécrétion des différents milieux qui constituent le
liquide séminal lors de 1’¢jaculation.

1.5.1. Vésicules séminales

Chez le lapin, la vésicule séminale est impaire mais bilobée a son extrémité. Sa partie
caudale fusionne avec les canaux déférents pour former un canal éjaculateur impair qui
s'ouvre dorsalement dans l'urétre au niveau du colliculus séminal. Elle est longue d’environ
2,5 cm et aplatie dorso-centralement. Elle est couverte dans ses 2/3 caudaux, par la glande
vésiculaire et la prostate (Baronne, 1984).

1.3.2. Prostate

Selon Thomas et al., (2008), chez le lapin, la prostate est remplacée par un complexe de
plusieurs glandes dont la secrétion formant jusqu'a un tiers du volume du sperme, jouant un
role dans I’activation des spermatozoides, elles présentent une partie diffuse disséminée dans

la paroi de I’urétre et une partie conglomérée. On y reconnait a la prostate deux parties :
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- Prostate craniale qui est au contact avec la veésicule séminale et le conduit déférent sur sa
face dorsale.

- Une prostate caudale ou prostate proprement dite un peu plus petite, elle se divise en lobe
ventraux et latero-dorsaux.

1.5.3. Glandes bulbo- urétrale (glandes de cowper)

La glande de cowper, volumineuse chez les lapins, sont des formations sphériques
paires, bilobées placées postérieurement a la prostate et dorsalement a l'urétre dans lequel elle
s'ouvre par au moins 4 canaux (Sabbagh, 1983). Chacun entourée par un corpuscule
conjonctif (Roger, 2002). Elle produit un épais mucus translucide sécrété¢ avant 1’é¢jaculation
afin de neutraliser 1’acidité des traces d’urine encore présentes dans 1’urétre.

1.6 Pénis

Le pénis est rétrofléchi chez le lapin et se loge dans le prépuce et ne sort que lors de
I’accouplement. C’est un organe court, en forme de tube légérement en pointe qui mesure
environ 8 cm de longueur, dirigé caudalement au repos et cranialement a 1’érection (Roger,
2002). (Figure 10).

Figure 10: pénis et testicule du lapin (zone inguinale) (Shinkichi et Akira, 2004).
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Les mécanismes régulant la fonction de la Reproduction chez les lapins sont complexes
et sous-entendent une inter-coordination cellulaire, Hormonale et chimique des différentes
composantes anatomiques, non seulement de 1’appareil génital, mais aussi de celui de systeme
neuroendocrine qui comprend ’axe hypothalamo-hypophysaires. (Joly et Theau-Clément,
2000).

1. Développement des gonades et la puberté
1.1 Différentiation et développement des gonades

D’apres Alvarino (2000), la différentiation des organes reproducteurs males du lapin a
lieu pendant la vie feetale (Figurell). Cependant la formation de 1’albuginée se produit entre
le 14°™ et 15°™ jour 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
androgenes.

Les canaux de Miller 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 foetus male (Skinner, 1967).
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Figurell : Développement chronologique de la différenciation chez le lapin méle (Alvarino, 2000).

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

sexuels; SE : Apparition des premiers spermatozoides dans 1’épididyme.
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2. Développement pondérale

Le développement du poids corporel jusqu’a 1’age de 5 mois ne présente pas de
dimorphisme sexuel. En effet le poids des lapins méales et femelles est identique. D'aprés
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 2,86kg apres la 5™ Semaine d’age.
La spermatogenése est établic vers I’age de 70 jours, et au 84°™ jour tous les tubes

séminiféres sont actifs.
1.3 Maturation sexuelle

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

pubertaire, puberté et maturité sexuelle.
1.3.1 Phase infantile

La phase infantile c’est la période qui s’étale de la naissance a I’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).
1.3.2 Phase pré pubertaire

La phase pré pubére commence vers I’dge de 40 jours et se caractérise par une
augmentation importante des niveaux de testostérone (+921%) et de FSH (+384%) de 40 et 60
jours. Durant cette phase, la croissance des testicules s’accélére et les cellules de leydig
responsable de la spermatogenése commence a fonctionner (Boussit, 1989), entrainant les
premiéres divisions goniale vers 45 jours. La croissance des vésicules séminales et les
premicres différenciations des spermatogonies s’accélerent vers 70 jours, quand les niveaux
d’androgéne circulants sont les plus élevés et les premiers spermatozoides apparaissent vers
I’age de 110 jours (Skinner, 1967).

1.3.3 Puberté

La puberté chez le male est le stade a partir duquel I'éjaculat possede les mémes
caractéristiques physiques et chimiques que chez 1’adulte (Skinner, 1967). Un tel stade est
atteint a partir de I'age de 24 semaines chez le lapin Néo-Zélandais blanc et coincide alors, en
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termes de reproduction, a la maturité sexuelle ou période d'apparition de spermatozoides tout

a fait viables dans le sperme (Macari et Machado, 1978).

Dans ce cas, puberté et maturité sexuelle sont deux phases tout a fait distinctes. La
puberteé serait alors atteinte dés I'dge de 42 jours, bien avant l'apparition des premiers
spermatozoides dans I'éjaculat du male (Skinner, 1967).

1.3.4 Maturité sexuelle

La maturité sexuelle est définie comme le moment ou la production quotidienne de
spermatozoides n'augmente plus. En effet, les premiéres manifestations de comportement
sexuel apparaissent vers 60-70 jours : le jeune lapin commence alors a faire des tentatives de
chevauchement. Les premiers coits peuvent survenir vers 100 jours mais, dans ces premiers
jaculats, la viabilité des spermatozoides est faible a nulle. 1l faut donc attendre 135 a 140
jours pour les premiers accouplements féconds. Il existe en effet des différences génétiques
dans I'dge de la puberté, mais les conditions d'élevage jouent aussi un réle essentiel, en

particulier I'alimentation et le climat (Lebas, 2002).
2. fonction physiologique du testicule

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

assurée par les cellules de Leydig (Dadoune et Démoulin, 2001).
2.1 Fonction endocrine du testicule : stériodogenése

La synthese des stéroides dans la cellule de Leydig commence par une phase commune
qui est la conversion du cholestérol en prégnénolone. Cette conversion s’effectue au niveau de
la membrane interne des mitochondries et requiert du NADPH, de I'oxygéne et du
cytochrome P450scc ainsi que d’autres enzymes : les 20 hydroxylases, les lyases et les

desmolases (figure12) (Dupouy et al., 1993).

Le transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale, ou a lieu
la premiére réaction enzymatique de la stéroidogenése, est une étape clef et limitante de ce
processus. Plusieurs protéines interviennent dans ce transport du cholestérol ; la plus

importante et étudiée, étant la protéine StAR (Clark et al., 1996).

La LH et hCG stimule la production de testostérone par la cellule de Leydig qui ne

possede pas de récepteurs pour la LH tandis que la FSH potentialise les effets de la LH par
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action indirecte. 1l est donc probable que la FSH stimule au niveau des cellules de Sertoli, la

sécrétion d’un facteur qui via le liquide interstitiel, module les fonctions leydigiennes

(Thibault et Levasseur, 2001).
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Figurel2: Stéroidogenése dans les cellules de Leydig et aromatisation dans les cellules de Sertoli
(Thibault et Levasseur, 2001).
2.2 Fonction exocrine du testicule : Spermatogénese et spermiogénese

La formation du spermatozoide se fait en deux étapes : la spermatogénese et la
spermiogénése, qui débutent au niveau des tubes séminiféres puis se déroulent dans
I’épididyme, pour finir dans les voies génitales femelles. La durée de la formation du
spermatozoide est de 49 jours chez les mammiféres. La connaissance de cette durée est
importante pour la préparation de I'animal en vue d'une saison de monte (Heymon et Vignon,
2005).
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2.2.1 Spermatogénése

La spermatogenése est le processus de production des gamétes males matures, a partir
des cellules souches au niveau du testicule (Lebas, 2009), Elle commence plus précocement
vers l'age de 40 a 50 jours, mais les premiéres divisions zoniales ne donneront des
spermatocytes que vers 60 jours (Martinet, 1973), Les premiers spermatozoides n'apparaissent
dans la téte de I'épididyme qu'a 112 jours (Leeson et Leeson, 1976). L'éjaculat contiendra des

spermatozoides dés 120 jours au moins.

La durée de la spermatogenese ou temps nécessaire pour une spermatogonie d'‘évoluer
vers le stade final de spermatozoide est de 38 & 41 jours (Swistra, 1965 cité par Martinet,
1973).

La spermatogenese se déroule au sein des tubules seminiféres des testicules. Trois
grandes étapes sont nécessaires pour passer d’une spermatogonie a un spermatozoide : la

spermatocytogenese, la méiose et la spermiogénése (Amman, 1993).
2.2.1.1 Spermatocytogenese

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

Barone, 2001). (Figure 13)
2.2.1.2 Méiose

La méiose est caractérisée par 1’échange de matériel génétique entre les chromosomes
homologues des spermatocytes primaires, induisant la production des spermatocytes
secondaire ensuite, les deux divisions successives de la méiose produisent les spermatides
haploides (Amman, 1993).
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Figure 13: Différentes étapes de la spermatogenése. (Marieb, 2006).

2.2.2 Spermiogénése

La spermiogénése permet le passage de la spermatide (cellule arrondie ayant une
Organisation cytoplasmique banale) au spermatozoide (petite cellule trés effilée, mobile,
pauvre en cytoplasme et en réserves). C’est au cours du transit épididymaire que le
spermatozoide subit divers changements de maturation le rendant apte a la fécondation :
acquisition de sa motilité, condensation nucléaire, modification de la forme de 1’acrosome et
modification de la surface de la membrane plasmique (figurel4) (Tortora et Derrickson,
2009).
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Figure 14: Etapes de la spermiogenése (Soboha, 2004).

a. spermatide; b, ¢, d. condensation du noyau, mise en place de I’acrosome, de la piéce intermédiaire

et du flagelle.
3. Fonction physiologique de I’épididyme
3.1 Mode de sécrétion de I’épididyme

La sécrétion des protéines est réalisée essentiellement par les cellules principales est

accomplie selon deux modes de sécrétions différents: le mode mérocrine et le mode apocrine.
3.1.1 Sécrétion mérocrine

La sécrétion mérocrine est le mode de sécrétion protéique classique. Effectivement il se
produit dans la plupart des différents types cellulaires y compris les cellules principales de
I'épithélium épididymaire. La séquence primaire des protéines sécrétées de cette facon est
caractérisee par la présence d'un peptide signal, ce qui permet a la protéine de s'associer au

réticulum endoplasmique rugueux (Girouard, 2009).
3.1.2 Sécrétion apocrine

Contrairement au mode mérocrine, dans le mode apocrine la synthese des protéines se
fait au niveau des cellules principales, s'accomplissent dans le cytoplasme des cellules et
exclusivement sur des ribosomes libres, puisque la séquence primaire de ces protéines est
dépourvue de peptide signal, de ce fait elles ne peuvent s'associer au réticulum endoplasmique
(Thibault et Levasseur, 2001). (Figure 15)
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Figure 15 : Représentation schématique de la sécrétion apocrine dans les cellules principales de
I’épididyme (Girouard, 2009).

AB : Aposomes; EP : Epididymosomes; ILC : compartiment intra-Liminal ; MV : microvillosité

3.2 Fonctions de I’épithélium épididymaire

L’épididyme doit remplir plusieurs fonctions afin d’assurer la maturation des
spermatozoides. Parmi ses fonctions on distingue : la maturation des spermatozoides,
acquisition de la motilité, modification de la membrane des spermatozoides, protection et

stockage des spermatozoides. (Badran et Hermo, 2002).
3.2.1. Acquisition de la mobilité

Chez la plupart des mammiferes, les spermatozoides commencent a osciller dans la téte
de I’épididyme mais la mobilité progressive est acquise dans la région caudale, dans le corps
apparaissent des mouvements inefficaces. Aprés avoir traversé les canaux efférents, les
spermatozoides sont pris en charge par 1’épididyme qui assure leurs transits par les
contractions des fibres musculaires lisses qui ’entourent afin de les acheminer vers la queue

de I’¢épididyme (Robaire et Hermo, 1988).

A la sortie du testicule et au niveau de la téte antérieure, les spermatozoides sont
immobiles. Au niveau des différentes parties de 1’épididyme, le déplacement des
spermatozoides est pris en charge par des mouvements transitoires spécifiques de chacune des
parties de I’organe épididymaire. Le controle de cette mobilité dépend des facteurs exogenes

et endogenes (Thibault et Levasseur, 2001).
3.2.2 Maturation des spermatozoides

La progression des spermatozoides, immobiles et immature, dans 1’épididyme est due a
la fois a la pression du fluide entrant produit en permanence par le testicule, et aux
mouvements péristaltiques des fibres musculaires lisses qui entourent 1’épithélium

épidydimaire. C’est en traversant les différents segments de 1’épididyme et en s’exposant aux
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changements de la composition du fluide variable tout au long de tubule, grace aux activités
de sécrétion et d’endocytose de 1’épithélium spécifiques a chaque segment, que les

spermatozoides acquierent leur pouvoir fécondant et leur motilité (Saez et al., 2011).

D’aprés Boussit (1989), le revétement glycoprotéique des spermatozoides est modifié au
cours de leur transfert dans I’épididyme par la perte de la gouttelette cytoplasmique, mais

¢galement par 1’adhésion de protéines provenant des sécrétions de 1’épithélium séminifeére.
3.2.3 Modifications membranaires

Les modifications membranaires des spermatozoides induits des changements de
propriétés de la membrane par modifications des protéines de surface, avec apparition des

protéines de maturation et 1’évolution des domaines protéiniques (Thibault et Levasseur,
2001).

Certaines protéines sécrétées par 1’épithélium €pididymaire ont, quant a elles, une action
protectrice contre les dommages protéolytiques et oxydatifs des spermatozoides, qui
pourraient avoir lieu lors d’une libération prématurée des enzymes acrosomiales durant le

transit épididymaire (Cornwall et Hsia, 2003).

Parmi les nombreuses enzymes epididymaire on trouve des phosphatases (acides et
alcalines), des enzymes intervenant dans le métabolisme des protéines (protéases et
inhibiteurs de protéases) et des sucres (glucosidase et glycosyltransférases). Ces enzymes
pourront modifier non seulement le milieu environnant les spermatozoides, mais également

leur revétement membranaire (Thibault et Levasseur, 2001).
3.2.4 Stockage des spermatozoides

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

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

la queue de I’organe (Barone, 2001).
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3.2.5 Autres fonctions de I’épididy me

La protection des spermatozoides matures, qui sont les cibles de multiples agressions, se
fait grace a la barriere hémato-épididymaire qui les protége contre les attaques du systeme

immunitaire (Pollanen et Cooper, 1994).
4. Régulation hormonale de la fonction de reproduction
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 sécrété par des neurones
embryologiquement issus de la placode olfactive, dont les corps cellulaires sont situés dans
I’hypothalamus médiobasal (noyau arqué) et antérieurs (noyaux pré et supra optiques) et dont
les axones se terminent, pour la plupart, dans I’éminence médiane (EM) (Thibault et

Levasseur, 2001).

La sécrétion 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 I’adénohypophyse. La GnRH se fixe sur des récepteurs situés a
la surface des cellules gonadotropes de I’antéhypophyse, aprés 1’activation d’un nombre de
ces récepteurs leurs nombres diminuent (Phénomene de désensibilisation ou down-regulation,
liée a ’internalisation des récepteurs 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). (Figure 16).

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 1’ABP,
la transferrine et divers agents nécessaires au bon déroulement de la spermatogenése. 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).
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Figure 16 : Axe hypotalamo-hypophyso-testiculaire et régulation de la fonction testiculaire
(Christiansen et al., 2002)

4.2 Rétrocontrdle de la sécrétion des gonadotrophines par le testicule

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

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

Selon I’intensité de la spermatogenése, les cellules de Sertoli sécrétent 1’inhibine  dans

le sang (Anderson et Sharpe, 2000).
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5. Facteurs de I’environnement influen¢ant sur la reproduction
5.1. Effet de la saison

Le comportement sexuel du lapin male est sous I’influence de nombreux facteurs
ambiants, 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 au
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 dés ao(t. 1l 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).
5.2 Effet de la température

Il est connu que le lapin male supporte une température de 43° avec une hygrométrie

de 30243 % , En effet, les températures élevées ont un effet néfaste sur :

> la fertilitt du male, en détériorant la production quantitative et qualitative des

spermatozoides.

»  d’une altération de la reproduction chez le male (libido, semence) et chez la femelle
(cestrus et viabilité embryonnaire) et d’une augmentation des problemes pathologiques
dus aux fortes températures (Oloufa et al., 1951 ; Elsheikh et Casida, 1955 ; Ratjore,
1970).

5.3 Effet de I’alimentation

L’alimentation des males est un facteur important a 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 1’appareil génital et
bloquer la spermatogenese, ainsi 1’absence de vitamine E dans la ration entrainant 1’atrophie

des testicules et la formation d’cedéme interstitiel (Chevrel et Cormier, 1948).
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5.4 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 lumiére pour 8h d’obscurité.
5.5 Effet des I’huiles essentielles

Certaines huiles essentielles ne sont pas sans danger pendant la grossesse et d’autres
peuvent porter atteinte a la fertilité de leur utilisateur. La fonction de reproduction peut étre
touchée a plusieurs niveaux : Bloquer le fonctionnement sexuel d a une action hormon-like,
perturber le développement du feetus par les effets tératogenes, plusieurs molécules
aromatiques s’apparentent a des analogues de molécules oestrogéniques dont 1’action est
confirmée en pathologie endocrine. Des chercheurs en mis en évidence que les huiles
essentielles peuvent avoir selon la plante utilisée pour leur confection une toxcité plus au

moins importante chez les lapins et rongeurs de compagnie (kammerer et al., 2012).
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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. L’objectif de ce présent travail est
I’étude de ’effet de certains huiles essentielles tels que: la Menthe poivrée et le Romarin a
verbénone sur la structure des testicules et épididymes des lapins males, a travers une étude

histologique de leurs structures et la relation des poids vifs avec le poids gonadique.
1. Matériel biologique
1.1. Modele animal

La présente étude est portée sur35 lapins males de la population blanche (Oryctolagus
cuniculus) &gés de 1 mois, provenant d’un élevage cunicole privé situé dans la région de

Djebla, wilaya de Tiziouzou.

Lelapin (Oryctolagus cuniculus) et un modéle essentiel en recherche scientifique car il
offre beaucoup d’avantage dans le domaine de la reproduction et permet la mise en évidence
de quelques processus reproducteurs comme les changements morphologiques de cycle

épithéliale séminifere (figure 17) (Ewuola et Equinike, 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 (lievre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae

- Genre : Oryctolagus

- Espéce : Oryctolaguscuniculus
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Figurel7:Photographie représentant des lapins de la population blanche issus d’un élevage

cunicole privé de Djebla (Originale, 2019)
A: Lapin &4gé d’1 mois; B : Lapin agé de 3 mois.
1.2. Huile essentielle utilisée

Selon la pharmacopée europeéene (2010), le terme « huile essentielle » est définie
comme un produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par distillation seéche, soit par un procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. L’huile
essentielle est la plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.
1.2.1. Menthe poivrée (Mentha piperita)

La menthe poivrée est ’huile essentielle la plus polyvalente (Figure 18), obtenue par
distillation compléte des feuilles de menthe (la méthode la plus utilisée est 1’hydrodistilation).
Elle posséde une couleur jaune clair rafraichissante dont la trés forte odeur est due au
menthol. Elle est utilisée en médecine traditionnelle, dans les préparations et ’industrie
alimentaire, en cosmétique et récemment des études scientifigues montrent un intérét
promoteur quant & son utilisation en pharmacologie et médecine moderne. Cette huile est
constituée principalement de menthol (monoterpénol), entre(35 a 70 %), et la menthone
(Cétone), entre(20 a 30 %), ainsi que de composés minoritaires tels que la menthofuranne, les
monoterpenes, les sesquiterpenes, les esters (Acétate de menthyle), les oxydes (cinéole),...
(Abadlia et Chebbour, 2014).
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Figure 18: L huile essentielle « Menthe Poivrée » (Originale, 2019).

1.2.2. Romarin a verbénone (Romarinus officicinalis)

D’aprés Aubineau et al., (2002), le nom romarin viendrait du latin «ros mararinus » ou

«rosée de mer» est une herbe aromatique appartenant a la famille des lamiacées. C’est un

sous-arbrisseau originaire du bassin méditerranéen, mesurantl, 50 m de hauteur qui apprécie

les sols bien drainés et ensoleillés. C’est I’'une des plantes les plus populaires en Algérie,

puisqu’on la trouve dans tous les jardins.
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Figure 19: L huile essentielle « Romarin a verbénone » (Originale, 2019).
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1.2.3 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides a température ambiante mais aussi volatiles au
fait de leur masse moléculaire relativement faible, ce qui leur confere la propriété olfactive
qui les différencie des huiles dites végétales, entrainable a la vapeur d’eau mais trés peu
solubles dans I’eau. Elles présentent une densité en générale inférieure a celle de I’eau avec

un indice de réfraction élevé (Bonnafous, 2013 ; El Kalamouni, 2010).

Selon Couic-Marinier et Lobstein (2013), la composition chimique d'une huile

essentielle peut varier considérablement :
¢ Dans une méme plante selon 1’organe distillé (feuille, fleur, fruit, bois).
e Pour une méme plante dans la méme année selon la saison,
e Pour une méme espece selon les conditions de culture (ensoleillement, humidite).
e Longueur du jour, fertilité du sol.

e Pour une méme espéce selon les races chimiques ou chémotypes (I'exemple classique

est le thym avec 7 races chimiques).
e Elles sont inflammables et ne contiennent aucun corps gras.

eElles ont un fort pouvoir de pénétration : en les appliquant sur la peau, il suffit de

quelques heures pour en retrouver des traces dans les urines.

eElles sont altérables et sensibles a 1’oxydation ; par conséquent, leur conservation
nécessite de I’obscurité et de ’humidité ; de ce fait 'utilisation de flacons en verre

opaque est conseillée.
1.3. Autres Matériels

Notre expérimentation a nécessiter 1’utilisation d’autre matériels tel que, papier filtres,
portoirs, micropipettes (10-100ul; 100-1000ul), ciseaux, bavettes, gants, pince, spatule, poire,
pissettes, eppendorfs, cassette d’inclusion, cryotubes, moules a paraffine, lames et lamelles,

Balance a précision, Centrifugeuse, 1’étuve, microtome, microscope optique,... .

2. Expérimentation

L’expérimentation s’est effectuée entre le mois de Mai et Juillet 2019, I’administration

de I’huile et les sacrifices sont effectués au niveau de 1’élevage cunicol. Tandis que 1’étude
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histologique est effectuée au niveau du laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés

terrestres au sein de ’université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
2.1. Protocole expérimental

Des lapins males agés d’un mois sont pris au hasard, placés dans des cages spéciales
aménagées a 1’élevage cunicol et répartis en 2 groupes: le 1* groupe est traité par la Menthe
Poivrée (14 lapins) alors que le second est traité par le Romarin a vérbénone (14 lapins).
Chaque groupe est constitué de deux lots, un lot traité par la dose 1(D1=200 ul/kg) et un autre

traité par la dose 2 (D2=300pl/kg). Un lot témoin est constitué par 7 lapins.

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
granule fabriqué et commercialis¢é 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 des huiles essentielles

Les lapins des différents lots ont été pesés afin de déterminer la quantité de I’huile
essentielle @ administrer pour chaque animal et chaque dose. Le volume de I’huile essentielle
pipeté est mélangé avec 0.5 ml d’eau et administré par voie orale aux lapins le matin. Cette

opération a durée 3 matinées de suite.

Figure 20: Administration de I’huile essentielle « menthe poivrée / Romarin a vérbénone» par voie
orale (Originale, 2019).

- Pour déterminer les doses nécessaires pour chaque lapin :
- la 1=dose : > 1kg 100 pl
- la 2*™dose : ———» 1kg 200ul

E
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2.3. Sacrifices et prélevement

Une semaine aprés 1’administration des I’huiles essentielles, Menthe poivrée et
Romarin a verbénone, les lapins ont été pesés puis sacrifiés par saignement le matin entre 9
h: 00 et 12h : 00 au niveau de I’¢levage cunicol et le laboratoire de recherche d’écologie des
invertébrés terrestres a 1’universitté Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou. Le sang est

immediatement recueilli dans des tubes secs pour des dosages hormonaux ultérieurs et

congelé a 4°C. (Figure 21).

Figure 21: Lapin sacrifié et prise du sang aprés la prise du poids (Originale, 2019).

A: prise du poids des lapins; B: sacrifice des lapins et prise du sang; C et D:le sang recueilli dans les

tubes secs.

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

places dans des eppendorfs et congelés a -20°C, jusqu’a leur utilisation ultérieure.

34
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Figure 22: A:photographie d’une dissection d’un lapin méle ; B: prélévement de 1’appareil

génital male du lapin (testicule et épididyme); C:Détermination du poidsgrace a une balance de

précision de 0,01g ;D:Piluliers de fixateur contenant les organes génitaux (originale, 2019).
3. Etude histologique

L’¢étude histologique se déroule en une série d’étapes successives obligatoires qui vont
aboutir a 1’obtention de coupes fines prétes a recevoir la coloration histologique d’intérét.Le

protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes :
> Fixation des échantillons

Déshydratation et éclaircissement

Imprégnation

Inclusion

Confection des coupes et collage

Déparaffinage et réhydratation

YV V VvV VY V V

Coloration topographique et Déshydratation

E
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> Observation des lames
3.1. Fixation des échantillons

La fixation est un traitement chimique ou physique effectué sur des cellules vivantes
permettant de pratiquer ultérieurement certaines manipulations avec un minimum de
dommages pour les structures cellulaires. Elle permet notamment de les conserver dans un
état aussi proche que possible de 1’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 sont 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 I’immerger
totalement, Les organes sont maintenus ainsi pendant 7 jours dans le fixateur, a température

ambiante (Figure 23).

Figure 23: fixation des organes par le fixateur Bouin hollande sublimé (Originale, 2019).

3.2. Déshydratation et éclaircissement

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

structures, puis transférés dans des bains de xyléne pendant 2 heures pour I’éclaircissement.

E
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3.3. Imprégnation

L’imprégnation consiste a plonger les organes dans 3 bains successifs de paraffine, de 2
heures pour chaque bain a 60°C, immédiatement apres les bains de xyléne. Le deuxiéme et le
troisieme bain renferment de la paraffine pure, tandis que le premier est constitu¢ d’une
moitié de paraffine et moitié toluéne. Un séjour prolongé des piéces dans le deuxiéme bain ne

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

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

contenant les piéces. (Figure 24).

? \

Figure 24: Appareil de circulation de laboratoire (Lakabi, 2015)
3.4. Inclusion

L’inclusion a pour but de réaliser des coupes fines et reguliéres. Les organes sont placés
dans des moules spécifiques dont les formes sont adaptées aux dimensions de 1’organe, et
dont on a verser de la paraffine au préalable. Lorsque les bordures de la paraffine
commencent a durcir, nous plagons la partie marquée de sa cassette dans le moule, nous
coulons de la paraffine fondue jusqu’a ce que celle-Ci soit totalement immergée. Les moules
sont ensuite poses sur une plaque refroidissante pour durcir. Les blocs obtenus sont démoulés

facilement et peuvent étre conservés sans dommage (Figure 25).
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Moule a
paraffine

Cassettes

Figure 25 : Organes placé dans des moules qui recevront la Paraffine (Originale, 2019).
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 tout une nuit a 38°C dans une étuve (Figure 26).

Figure 26 : Dispositif permettant de faire des coupes : microtome a gauche et bain Marie adroite
(Originale, 2019).

3.6. Déparaffinage et réhydratation

Avant de proceder 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, qui est une séquence inverse de celle de la
déshydratation (Figure 27). Il consiste en deux bains de xyléne, puis en bains d’alcool
éthylique a de degrés décroissants (100°, 90°, 70°,50°).

E
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Figure 27: Bains d’alcool et de xyléne de la circulation (Originale, 2019).
3.7. Coloration topographique et Déshydratation

Pour la coloration de nos échantillons nous avons choisi la coloration topographique de
Trichrome de Masson (Figure 28). 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.

Figure 28: Série d’une coloration topographique (Originale, 2019).
A : Hématoxyline ; B : Fuschine Ponceau ; C: Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique ;

E : Eau Acétifiée ; F : Vert Lumiére ; G : Eau Acétifiee
Cette coloration est suivi d’une déshydratation dans des bains d’alcool éthylique a
degrés croissants (50°, 70°,90°, 100°) (figure 29).

5
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Figure 29: Maquette de déshydratation (Originale,2019)

3.8. Observation des lames

L’observation de lame se fait a 1’aide d’un microscope photonique de type optica qui
permet d’observer toute variation ou modification des structures histologiques des gonades et
épididymes (figure 30). Des photographies sont prises grace a un appareil photo numérique,

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

G=Vobj x Vz x Agrandissement de ’appareil

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

Figure 30: photographie de 1I’observation des lames (originale 2019).
4. Etude statistique

Les variables (poids vifs, poids 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 réalisés sous Microsoft Office Excel 2007.
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La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque paramétre,

suivie par la valeur de I’erreur standard liée 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 « OriginLab » 2007 et la valeur des

probabilités « p »:

v Si P<0.001 : La différence est hautement significative=****
v Si P<0.01 : La différence est trés significative=***

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

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

\

Si P>0.05 : La différence est non significative
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Notre travail porte sur I’évolution du poids corporel avant et aprés I’administration des
huiles essentielles (Menthe poivrée, Romarin a verbénone) ainsi le poids des testicules et
épididymes gauches et droits et le poids relatifs, des lapins infantiles agés de 1 mois, puis
nous avons réalisé une étude histologique sur les structures gonadiques testiculaire et
épididymaire.

1. Résultat de I’étude macroscopique

Les pesées ont été prises deux fois durant I’expérimentation (avant et apres
I’administration des huiles essentielles) et ont permis de suivre 1’évolution pondérale
corporelle des lapins infantiles de 1 mois a des doses différentes (dose 1 : 200ul et dose
2 :300pl).

1.1 Evolution du poids corporel

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

standard a la moyenne (ESM).
1.1.1 Evolution du poids vif des animaux traités par la Menthe poivrée

Le graphe (Figure 31) présente I’évolution du poids corporel des lapins de 1 mois avant

et aprés 1’administration de 1’huile essentielle «Menthe poivrée » a deux doses différentes.

Poids corporel *

mJOo

mJ7

poids vifs (kg)

T D1 D2

Dose (ul/Kg)

Figure 31 : Représentation graphique de I’évolution pondérale moyenne des lapins 4gés de 1 mois

traités par la Menthe poivrée.
T : Témoin ; D1 :200ul/kg ; D2 : 300ul/kg ; JO : avant traitement ; J7 : apres traitement,

*** . différence tres significative entre T et D2 (J7).
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L’évolution du poids vif des lapins agés de 1 mois montrent une augmentation
pondérale progressive apres 1’administration de 1’huile essentielle (J7). Les valeurs moyennes
de poids corporel passe de0,64 + 0,043Kg de lots témoin 40,569+ 0,023Kg de lot dose 1
jusqu’a 0,74+ 0,038Kg de lots dose 2.Avec une différence tres significative (P=0.001) entre la
valeur moyenne du poids corporeldes lapins de lot témoin et dose 2.Tandis qu’avant le
traitement (JO) la valeur moyenne du poids corporels de lots de D2 est faible de
0,547+0,027Kg par rapport au lot témoins de 0,612+ 0,046 Kg.

Les valeurs moyennes de poids vif des lapins traités par 1’huile essentielle « Menthe
poivrée» (J7) sont élevées en fonction de la dose administrée que celles avant le
traitement(JO).

1.1.2 Evolution du poids vif des animaux traités par le Romarin a vérbénone

Le graphe (Figure 32) présente 1’évolution du poids corporel des lapins infantiles de 1
mois avant et aprés 1’administration de I’huile essentielle « Romarin a verbénone» a deux

doses différentes.
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Figure 32 : Représentation graphique de 1’évolution pondérale moyenne des lapins 4gés de 1 mois

traités par le Romarin a verbénone.
T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 :300ul/kg ; JO : avant traitement ; J7 : apres traitement,
* . différence peu significative entre T et D2 (JO).

L’¢évolution du poids vif des lapins agés de 1 mois montrent une augmentation
pondérale progressive aprés 1’administration de I’huile essentielle (J7). Les valeurs moyennes

de poids corporel passe de 0,640 + 0,043Kg de lot témoin a 0,775 *+ 0,061Kg de lot dosel
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jusqu’a 0,74 +0,052Kg de lot dose2. Tandis que avant le traitement (JO) la valeur moyenne du
poids corporel de lot de D2 est faible de 0,587 + 0,056Kg par rapport au lot témoins de 0,612 +

0,045Kg avec une différence peusignificative (p=0.05) entre T et D2.

Les valeurs moyennes de poids vif des lapins traité par 1’huile essentielle « Romarin a

Veérbénone » (J7) sont élevé en fonction de la dose administrée que celles avant le traitement

(JO).
1.2. Evolution du poids testiculaire

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

moyenne (ESM).
1.2.1 Poids des testicules droits et gauches des lapins traités par la Menthe poivrée

Le graphe (Figure 33) présente 1’évolution des poids des testicules gauches et droits des

lapins de 1 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle «Menthe poivrée » administrée.
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Figure 33 : Représentation graphique montrant 1’évolution du poids moyen des testicules gauche et

droits des lapins de 1 mois traités par la Menthe poivrée.
T : Témoin ; D1 : 200pl/ kg; D2 :300/kg ; TG : testicule gauche ; TD : testicule droit,
*** - différence tres significative entre T et D2.

Les valeurs moyenne des poids des testicules gauches et droits montrent une
augmentation progressive en fonction de la dose de 1’huile essentielle administrée, qui passe
de0,1240,010 (TD) et0,124+0,008(TG) pour le lot témoin(T) jusqu’a0,105+ 0,012 (TD) et
0,115+0,012 (TG) au lot de premiere dose (D1) et 0,22+0,028 (TD) 0,227+ 0,030(TG) au lot de
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deuxiéme dose (D2), avec une différence tres significative (p=0.004) entre T et D2 de poids
de TG et de TD. Néanmoins les valeurs moyennes du poids des testicules gauche sont plus

élevées que celle de testicule droit.
1.2.2 Poids des testicules droits et gauches des lapins traités par le Romarin a verbénone

Le graphe (Figure 34 ) présente 1’évolution des poids de testicules gauches et droits des
lapins de 1 mois en fonction de la dose de I’huile essentielle « Romarin a vérbénone»

administrée.

Poids testiculaire

*

0,35
0,3 EPTD
0,25
0,2
0,15 T T
0,1
0,05

¥ | ¥ ¥ %

*
*
*

H PTG

poids testiculaire (g)

T D1 D2

Dose(ul/kg)

Figure 34 : Représentation graphique montrant I’évolution du poids moyen des testicules gauches et

droits des lapins de 1 mois traités par le Romarin a vérbénone.
T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 : 300ul/kg ; TG : testicule gauche ; TD : testicule droit,

**x* différence hautement significative entre T et D2, ****. différence hautement

significative entre T et D1.

Les valeurs moyenne des poids des testicules gauches et droits montrent une
augmentation progressive en fonction de la dose de I’huile essentielle administrée, en effet les
testicules des lapins témoins(T) présente un poids plus faible par rapport a ceux des
expérimentaux(D1) et (D2) et qui passe de 0,125+0,011 (TD) et 0,125+0,008(TG) pour le lot
témoin(T) jusqu’a0,25+ 0,029 (TD) et 0,26 +0,029 (TG) au lot de premiére dose (D1) et 0,244+
0,028 (TD) et 0,252 + 0,028 (TG) au lot de deuxieme dose (D2), avec une différence
hautement significative (p=0.0003) entre T et D1 de poids de TG et de TD (p=0.008),ainsi
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entre T et D2 de poids de TG (p=0.0003) et TD (p=0.0006). Néanmoins les valeurs moyennes
du poids des testicules gauches sont plus élevées que celle des testicules droits.

1.2.3. Evolution du Poidstotal des testicules

Poids du testicule en gramme est exprimé par la valeur moyenne + 1’erreur standard a

la moyenne (ESM).
1.2.3.1Evolution du Poidstotal des testicules pour les lapins traités par laMenthe poivrée

La figure 35 présente 1’évolution du poids total de testicule pour les lapins de 1 mois

d’age en fonction de la dose de I’huile essentielle « Menthe poivrée » administrée.
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Figure 35: Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total des testicules des lapins de 1

mois apreés I’administration d’huile essentielle (Menthe poivrée).

T : Témoin ; D1 : 200ul/kg; D2 : 300ul/k, *** : différence trés significative entre T et D2,

***: différence tres significative entre D1 et D2.

Les valeurs moyennes du poids total des testicules présentant une augmentation
progressive ou les valeurs passent de 0,245+£0.018 g au lot témoin(T) alors que chez les lapins
de lot dose 1(D1) est de 0,221+0,025g jusqu’a0,447+ 0,057g du lot de deuxieme
dose(D2).Avec une différence tres significative (p=0.0004) entre T et D2 et entre D1 et D2
(P=0.002).
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1.2.3.2 Evolution du Poids total des testicules pour les lapins traités par le Romarin a

verbénone.

La figure 36 présente 1’évolution du poids total de testicule pour les lapins de 1 mois

d’age en fonction de la dose de I’huile essentielle «KRomarin a verbénone» administrée.
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Figure 36: Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total des testicules des lapins de 1

mois aprés I’administration d’huile essentielle « romarin & verbénone »

T : Témoin ; D1 : 200ul/kg; D2 : 300ul/kg, **** : différence hautement significative entre T
et D2.

Les valeurs moyennes du poids total des testicules présentent une augmentation
progressive ou les valeurs passent deo,251+ 0,019g au lot témoin(T) a0,437 +0,101g au lot
dose 1(D1) jusqu’a 0,497+ 0,056g du lot de deuxiéme dose(D2), Avec une différence
hautement significative (p=0.0004) entre T et D2.

1.3Evolution du poids épididymaire

Poids de 1’épididyme en gramme est exprimé par la valeur moyenne =+ I’erreur standard

a la moyenne (ESM).
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1.3.1 Evolution du poids de I’épididyme gauche et droit pour les lapins traités par la

Menthe poivrée

La figure 37 présente 1’évolution du poids des épididymes gauches et droits pour les

lapins de 1 mois d’age en fonction de la dose de I’huile essentielle «Menthe poivrée»

administrée.
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Figure 37: Représentation graphique de 1’évolution du poids des épididymes gauche et droits en

fonction de la dose de I’huile essentielle (Menthe poivrée) administrée.

EG : Epididyme Gauche ; ED : Epididyme Droit ; T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2:300u/Kg;
**xx% . différence hautement significative entre T et D2 ;**** :différence hautement

significative entre D1 et D2.

Le poids de 1’épididyme gauche et droit (Figure 37) des lapins de 1 mois d’age montre
une augmentation progressive en fonction de la dose de 1’huile essentielle (Romarin a
verbenone) administrée , en effets les valeurs moyenne du poids épididymaire gauche et
droit passe de 0,125+0,011 (ED) et 0,128+0,009 (EG) pour le lot témoin (T) jusqu’un 0,13+0,01
(ED) et 0,134+0,01 (EG) de premiére dose (D1) puis les valeurs atteint 0,241+0,024(ED) et
0,248+0,024 (EG) au lot de deuxiéme dose (D2).Avec une différence hautement significative
(p=0.0003) entre T et D2 de poids de TG et TD (p=0.0007) et entre D1 et D2 de poids de TG
(p=0.0005) et TD (p= 0,0007).

Les valeurs moyennes du poids de 1’épididyme droit sont plus élevées par rapport aux

poids de I’épididyme gauche.
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1.3.2 Evolution du poids de I’épididyme gauche et droit pour les lapins traités par le

Romarin a vérbénone

La figure 38 présente 1’évolution du poids des épididymes gauches et droits pour les
lapins de 1 mois d’age en fonction de la dose de I’huile essentielle «Romarin a verbénone»

administrée
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Figure 38: Représentation graphique de 1’évolution du poids des épididymes gauche et droit en

fonction de la dose de I’huile essentielle (romarin a vérbénone) administrée.

EPG : Epididyme Gauche ; EPD : Epididyme Droit ; T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2
:300u/kg; *: différence peu significative entre D1 et D2.

Le poids de 1’épididyme gauche et droite ( Figure 38 ) des lapins de 1 mois d’age
montre une augmentation progressive en fonction de la dose de 1’huile essentielle (Menthe
poivrée) administrée , en effets les valeurs moyenne du poids épididymaires gauche et droit
passe de 0,111+ 0,006 (ED) et0,115 0,008 (EG) pour le lot témoin (T) jusqu’un 0,093+0,008
(ED) et 0,135+0,013 (EG) de premiere dose(D1) puis les valeurs atteinto,131 +0,013 (ED) et
0,135+0,013 (EG) au lots de deuxiéme dose(D2).Avec une différence peu significative
(p=0.03) entre D1 et D2.

1.3.3 Evolution du poids total de I’épididyme total

Poids de I’¢pididyme en gramme est exprimé par la valeur moyenne =+ I’erreur

standard a la moyenne (ESM).
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1.3.3.1Evolution du poids total de I’épididyme total pour les lapins traités par la Menthe
poivrée
L’évolution du poids total de I’épididyme pour les lapins de 1 mois d’age en fonction de

la dose de I’huile essentielle «Menthe poivrée» administrée est présentée dans la Figure 39.

* o *
* *
Poids total de I'épididyme . .
0,6 * *
® 05
g
‘s
% 0,4
B
g 03 T
s mPET
o 0’2 |
0,1 -
O .
T D1 D2
Dose(ul/kg)

Figure 39 : Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total de I’épididyme en fonction

de la dose de I’huile essentielle (Menthe poivrée) administrée.

PET : Poids épididymairetotal ; T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 :300u/kg, **** : différence
hautement significative entre T et D2 ;**** :différence hautement significative entre D1 et
D2.

Les valeurs moyennes du poids total de 1’épididyme présentent une augmentation
progressive ou les valeurs passent de 0,254+0,0203 g au lot témoin(T) a 0,264+0,020g au lot
dose 1(D1) jusqu’a 0,49+ 0,048 du lot de deuxieme dose(D2).Avec une différence
hautement significative (p=0.0004) entre T et D2 et entre D1 et D2 (p=0,0006).
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1.3.3.2 Evolution du poids total de I’épididyme total pour les lapins traités par le

Romarin a VVérbénone

L’évolution du poids total de 1’épididyme pour les lapins de 1 mois d’age en fonction de
la dose de I’huile essenticlle «Romarin a Veérbénone» administrée est présentée dans la

Figure 40.
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Figure 40 : Représentation graphique montrant 1’évolution du poids total de 1’épididyme en fonction

de la dose de I’huile essentielle (Romarin a Verbénone) administrée.
T : Témoin ; D1 : 100ul/kg ; D2 :200u/kg, * : différence peu significatif entre le T et D2.

Les valeurs moyennes du poids total de I’épididyme présentent une augmentation
progressive ou les valeurs passent de 0,22 + 0,012 g au lot témoin (T) a 0,34 + 0,035g au lot
dose 1(D1) jusqu’a 0,261 = 0,035g du lot de deuxiéme dose(D2) avec une différence peu
significatif (p=0.03) entre le T et D2.

1.4 Poids relatif des testicules et des épididymes
1.4.1 Evolution du poids relatif des testicules pour les lapins traités par la Menthe
poivrée

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

testicules des lapin de 1 mois d’ages administrés de huile essentielle « Menthe poivrée» est

présentée dans la figure 41.
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Figure 41: Représentation graphique du poids relatif des testicules des lapins de 1 mois d’age

administrés d’huile essentielle (Menthe poivrée).

PR : poids relatifs; T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 :300p/kg. **** . différence hautement
significatif entre le T et D.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules augmente
progressivement en fonction de la dose de I’huile essentielle «Menthe poivrée» administrée.
En effets les valeurs passent de 39417,245 + 4161,249g au lot témoin (T) a 40624,363 *
6955,9900 au lot de la premiére dose (D1) puis atteint 59279,107 *+ 5943,164g au lot de
deuxiéme dose (D2).Avec une différence hautement significatif (p=0.00002) entre le T et D1.

1.4.2 Evolution du poids relatif des testicules pour les lapins traités par le Romarin a
verbénone

L’évolution des valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids corporel des
testicules des lapin de 1 mois d’dges administrés de huile essentielle « Romarin a verbénone»
est présenteée dans la figure 42.
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Figure 42: Représentation graphique du poids relatif des testicules des lapins de 1 mois d’ages

administrés d’huile essentielle (Romarin a vérbénone ).

T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 :300u/kg, ** : différence significatif (entre le T et D1,

*: différence peu significatif entre T et D2.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules augmente
progressivement en fonction de la dose de I’huile essenticlle administrée. «Romarin a
verbénone ». En effets les valeurs passent de 40463,377 + 4679,254¢g au lot témoin (T) a
67185,728 + 9093,6879 au lot de la premiére dose (D1) puis atteint 66738,665 + 5522,059¢ au
lot de deuxieme dose(D2).Avec une différence significatif (p=0.01) entre le T et D1 et peu
significatif (p=0,02) entre T et D2.

1.4.3 Evolution du poids relative des épididymes pour les lapins traités par la Menthe
poivrée
L’évolution des valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids corporel des

épididymes des lapins de 1 mois d’age administrés de huile essentielle « Menthe poivrée »

est présentée dans la figure 43.
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Figure 43: Représentation graphique du poids relatif des testicules des lapins de 1 mois d’age

administrés d’huile essentielle (Menthe poivrée).

PR : poids relatifs ; T : Témoin ; D1 : 100pl/kg ; D2 :200p/kg. **** : différence hautement significatif
entre le T et D2 ;*: différence peu significatif entre D1 et D2.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des épididymes augmente
progressivement en fonction de la dose de I’huile essentielle «Menthe poivrée » administrée.
En effets les valeurs passent de 39549,969 + 915,305g au lot témoin (T) a 47280,072 *
5407,7179 au lot de la premiére dose (D1) puis atteint 65585,323+5160,005g au lot de
deuxieme dose (D2).Avec une différence hautement significatif (p=0.0002) entre le T et D2 et
peu significatif (p=0,02) entre D1 et D2.

1.4.4 Evolution du poids relatif des épididymes pour les lapins traités par le Romarin a
verbénone

L’évolution des valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids corporel des
épididymes des lapins de 1 mois d’ages administrés d’huile essentielle «Romarin a

verbénone» est présentée dans la figure 44.
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Figure 44: Représentation graphique du poids relatif des épididymes des lapins de 1 mois d’ages
administrés d’huile essentielle (Romarin a vérbénone ).

T : Témoin ; D1 : 100ul/kg ; D2 :200u/kg, * : différence peu significatif entre le T et D2, * :
différence peu significatif entre le D1 et D2.

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des épididymes
augmente progressivement en fonction de la dose de I’huile essentielle «Romarin a
veréenone» administrée. En effets les valeurs passent de 36570,605 + 4109,923g au lot témoin
(T) a 25242,072 + 3082,958g au lot de la premiére dose(D1l) puis atteint 36633,337 *
3407,8279 au lot de deuxieme dose (D2).Avec une différence peu significative (p=0. 04) entre
le T et D2 et entre D1 et D2 (p=0,02).

2. Résultats de I’étude microscopique (Histologique)
2.1 Etude histologique testiculaire et épididymaire des lapins agés de 1 mois

A la naissance, 1’animal dispose d’un stock de cellules souches peu élaborées appelées
spermatogonies. Le cycle spermatogénique représente I’ensemble des divisions et des
différentiations cellulaires aboutissant a la formation des spermatozoides (Boussit, 1989).
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La structure histologique des testicules révéle une grande variabilité entre les lapins de
lot témoin et les lapins des lots traités par les huiles essentielles la Menthe poivrée et le

Romarin a verbénone a la dose 1 (200 ul/kg) et a la dose 2 (300ul /kg).
2.2.1. Histologie du testicule des lapins

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

est représentées dans la planche 1.
2.1.1.1 Testicules des lapins témoins

Les structures testiculaires des lapins témoins agés de 1 mois révelent, au fort
grossissement, des tubes séminiferes dépourvus d’une 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, a 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 séminiféres (Planche

1Témoin).
2.1.1.2 Testicules des lapins traités par la Menthe poivrée

La structure histologique des testicules des lapins traités a la dose 1 (200ul/kg), révele,
I’apparition en plus des spermatogonies, des premiers spermatocytes dans certains tubes
séminiferes 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 (300ul/kg) montre la
présence dans tous les tubes séminiféeres des spermatocytes I dans 1’épithélium séminifeére et

la présence des cellules de Leydig et myoides dans le tissu interstitiel (Planchel D2).
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Planche 1: Coupes histologiques des testicules des lapins agés de 1mois pour lot T, D1 et D2.
(Origine 2019)

Sg : spermatogonie ; cs : cellule de Sertoli ; sc : spermatocytes ; cm : cellule myoide ;
CL.: cellule de Leydig ; T : Témoin ; D1: Dose 1 ; D2 : Dose 2.

2.1.1.3 Testicules des lapins traités par le Romarin a vérbénone

La structure des testicules des lapins traités par le Romarin & vérbénone aux doses de

200 ul/Kg (D1) et 300 ul/Kg (D2), révéle la mise en place de la lumiére presque sur la totalité
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des tubes séminiféres avec un épithélium constitué de cellules de Sertoli a noyaux

triangulaires, de spermatogonies et spermatocyte | peu volumineuses et moins nombreuses.

L’espace interstitiel moins resserré par rapport aux lapins traités par 1’huile essentielle
(Menthe poivrée) et prend progressivement la forme triangulaire. 1l est constitué des cellules
de Leydig qui sont organisées en amas ou bien dispersées dans cet espace et des cellules péri-

tubulaires qui entourent les tubes séminiferes.

Planche 2 : Coupes histologiques des testicules des lapins 4gés de 1mois pour lot T, D1 et D2.
(Originale 2019)
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Sg : spermatogonie ; cs : cellule de Sertoli ; sc : spermatocytes ; cm : cellule myoide ;
CL: cellule de Leydig; T : Témoin ; D1: Dose 1 ; D2 : Dose 2.

2.1.2 Histologie de I’épididyme des lapins

L’¢épididyme du lapin infantile est un canal fortement pelotonné. Anatomiquement, il est
subdivisé en trois grandes parties : une t€te qui coiffe le testicule et constitue 1’épididyme
proximal, un corps effilé et une queue ¢épaisse qui représente 1’épididyme distal.
L’observation au microscope photonique nous a permis de distinguer des différences de

I’organisation de la structure histologique des épididymes.

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

agés de 1 mois sont représentées dans la planche 3.

Planche 3: coupes histologiques de I’épididyme réalisées pour les lapins 4gés de 1mois des lots T,
D1 et D2. (Originale, 2019)
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lu : lumiere ; tc : tissu conjonctif ; Cb : cellule basale ; cp : Cellules principales ; ce : cellule étroite

st: stéréocils T : Témoin ; D1 : Dose 1 ; D2 : Dose 2
2.1.2.1 Epididymes des lapins témoins

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 2 T).
2.1.2.2 Epididymes des lapins traites par la Menthe poivrée

La structure de 1’épididyme des lapins traités a la dose 1 (200 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
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 localisées au niveau apical des cellules

principales, sont observées (Planche 2 D1).

Pour les lapins traités par la dose 2 (300ul/kg) la structure histologique de 1’épididyme
présente des variations par rapport aux lapins de lot témoin et lot dosel (Planche 1 D2).
Cependant au niveau de la structure épithéliale, I’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 stéreocils et
I’épithélium présente une hauteur plus grande, ce qui fait que la lumiére des tubes est plus

réduite par rapport a ceux du lot témoin.
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2.1.2.3 Epididymes des lapins traités par le Romarin a vérbénone

Planche 4: coupes histologiques de I’épididyme réalisées pour les lapins agés de 1mois des lots D1 et
D2. (Originale 2019).

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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L’épithélium des animaux traités par la dose 1 (200ul/kg), de hauteur réduite, est
constitué de cellules principales avec des stéréociles courtes et moins nombreuses, de cellules
étroites et de cellules basales qui sont moins abondante par rapport a ceux traités par la
Menthe poivré.

Tandis que 1’épithélium des animaux traités par la dose 2 (300ul/kg), de hauteur
importante par rapport a ceux de la dose 1, est constitué de cellules principales avec des

stéréociles développées et plus abondantes, de cellules étroites et de cellules basales.
3. comparaison

L’huile essentielle « Menthe poivrée » présente un meilleur effet que 1’huile essentielle
« Romarin a verbénone » a la méme dose, cela révele que la Menthe poivrée induit
I’apparition d’un nombre plus important de spermatogonies au niveau des tubes seminiféres,
et permet I’apparition de cellules épithéliales épididymaire bien développées et en abondance
(cellules principales, cellules basales, cellules étroites) au niveau de I’épididyme par rapport a

I’huile essentielle « Romarin a verbénone ».

En comparant les lapins traités par les deux doses (D1 = 200ul et D2 =300ul) avec les
lapins témoins on constate une augmentation de tout les parametres chez les groupes traités

par rapport aux témoins.
4. Discussion

Dans la présente étude, nous montrons un développement et une évolution progressive
des structures gonadiques (testicules, épididymes) des lapins infantiles traités par les deux

huiles essentielles « Menthe poivrée » et « Romarin a verbénone ».
4.1 Parametres macroscopique
4.1.1 Poids corporel

Cependant, les parameétres macroscopiques (poids corporel, testiculaire et épididymaire)
montrent des valeurs plus importantes chez les lapins traités par 1’huile essentielle « Menthe
poivrée » par rapport a ceux traités par le « Romarin a vérbénone » de ce fait on constate que

la Menthe poivrée présente un meilleur effet.

Selon Piles et al. (2003), la croissance pondérale d’un animal est un caractére
extrémement variable en fonction des facteurs génétiques, alimentaires et/ou
environnementaux. Apres la naissance la régulation de la croissance pondérale chez le lapin

n’atteint la pleine efficacité qu’au bout de 100 jours. La croissance pondérale d’un animal
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résulte d’un développement en poids de chacun des éléments constitutifs de son corps (Micol
etal., 1993).

4.1.2 Evolution des poids testiculaire et épididymaire des lapins

Le poids testiculaire et épididymaire des lapins infantiles (agés de 1 mois) est plus
élevé respectivement chez les lapins traités par 1’huile essentielle de la menthe poivrée et
Romarin a verbénone par la dose 1 (200ul/kg) puis chez ceux traités par la dose 2 (300ul/kg)

par rapport au lot témoin.

Les résultats obtenus sur le développement du poids des testicules et épididymes des
lapins infantiles sous 1’effet des deux huiles essentielles la Menthe poivrée et le Romarin a
vérbénone a deux doses différentes (200 pl/kg et 300 pl/kg), corroborent avec ceux obtenus
par Haeri et al. (2006) sur I’effet de différentes huiles essentielles sur la fertilité des rats males
comme 1’huile essentielle de la sarriette (Satureja khuzestanica), administrée par voie orale &
des doses de 75, 150 et 225 mg / kg / jour pendant 45 jours. Les rats traités et contrélés ont été
accouplés au 45éme jour du traitement. Ces auteurs ont constaté une amélioration
considérable de tous les parameétres évalués tels que la puissance, la fécondité, l'indice de

fertilité et la taille de la litiére.

Selon Allrich et al. (1983), les dimensions des testicules et de I'épididyme sont trés
correlées 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 I'augmentation du nombre de cellules de Leydig.

Selon Iczkowski et al., (1991) I’augmentation du poids épididymaire est probablement
lice a la prolifération cellulaire due a une importante augmentation des niveaux de
testostérone plasmatique entre 4 et 8 semaines d’age qui a une action directe dans le maintien
de la morphologie des cellules principales et dans 1’inhibition de I’apoptose (Fan et Robaire,
1998).

Selon Nassem et al. (1998), des extraits de graines de Momordica Charantia testés chez
des rats pendant 35 jours ont montré une augmentation du poids épididymaire, ce qui montre
sa propriété androgénique.

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 /I pendant 35 jours a provoquer une
diminution significative du poids des testicules, épididymes, vésicule seminale et de la

prostate tandis que a la dose de 40g/l de la menthe verte pendant 25jours, a causé une
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diminution significative de la LH sérique, FSH, la testostérone et la concentration des

spermatozoides au niveaux de 1’épididyme (Kumar et al., 2008).
4.2 Histologie testiculaire et épididymaire

La structure histologique des testicules et des épididymes des lapins infantiles (agés de
1 mois) présente des variabilités microscopiques chez les lapins traités par la menthe poivrée,
tel que I’apparition des spermatogonies et des spermatocytes I. Ainsi que la présence d’un

épithélium prismatique, et différents types cellulaires prismatiques et basales.

Les résultats de la présente étude a montré que la structure histologique des testicules
des lapins traités par I’huile essentielle « menthe poivrée » Révelent a la dose de 200 pl /kg
(D1), I’apparition de spermatogonies et de spermatocytes | (cellules arrondies volumineuses
aux noyaux ronds ) dans tous les tubes séminiferes et un tissu interstitiel resserré, tandis que la
dose de 300 pl /kg a entrainé I’apparition des spermatocytes | plus nombreuses par rapport a
la dose 1 et un vide entre les tubes seminiferes qui prend une forme triangulaire constituée de

cellules de leydig pour les lapins infantiles.

Par contre les lapins traités par le «<Romarin & Vérbénone » ont montré des résultats

presque identiques que ceux traités par « la menthe poivrée » qui présente un meilleure effet.

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

D’aprés Bunsawat et al., (2004), le principal composants actif 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 toxiques, 1’huile essentielle de la menthe

dont le composé toxique est le menthol.

Les résultats obtenus corroborent avec ceux de Mukhallad et al., (2009), sur I’effet des
grains de nigelle sur la spermatogenése et la fertilité des rats males albinos qui selon, I’extrait
aqueux de nigella sativad 300mg/kg administré 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
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constatent que le processus de la spermatogenése et la fonction des organes reproducteurs

accessoires dépendent de 1’élévation de la concentration des androgénes.

Cependant 1’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 I’épithélium et de
la lumiére de 1’épididyme est sous le controle des androgenes les plus particuliérement 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 I’inhibition de

I’apoptose.




Conclusion



Conclusion

Cette étude préliminaire sur ’influence des huiles essentielles Menthe poivrée et
Romarin a Verbénone sur les structures des testicules et épididyme des lapins infantiles

de population blanche a permis d’évaluer de fagon expérimentale 1’effet de ces huiles.

La présente étude sur les effets de deux huiles essentielles sur les parameétres
macroscopiques (poids vifs, poids des testicules et 1’épididyme) sont plus élevés
respectivement chez les lapins traités par 1’huile essentielle dose 2 puis dosel par rapport
aux témoins. Cependant I’huile essentielle Menthe poivrée présente des valeurs plus

élevées que I’huile Romarin & vérbénone.

Sur le plan histologique la Menthe poivrée et le Romarin a Vérbénone induit
I’apparition des spermatocytes I dans certains tubes séminiféeres et de 1’épididyme chez les
lapins traités par la dose 1 (200ul/kg) et par la dose 2 (300 pl/kg) par rapport aux témoins,
qui sont plus fréguent chez ceux traités par la dose 2, et nous avons constaté une richesse
en spermatocytes I chez ceux traités par la Menthe poivrée que chez ceux traitée par le
Romarin a Verbénone. Ces deux huiles essentielles ont stimulé le développement de

I”épithélium épididymaire.

De ce fait il semblerait que les deux huiles essentielles aux doses utilisées auront un
effet positif sur le développement des testicules et 1’epididyme, la spermatogenése et la

fertilité des lapins infantiles 4gés de 1 mois.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét d’analyser la semence pour
identifier les caractéristiques de la fertilité des lapins traités avec les deux huiles
essentielles, étudier les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus,
d’¢ffectuer cette expérimentation sur la fertilité féminine lapine, de réaliser cette étude

dans un temps plus large et des doses plus importantes sur un effectif plus grand.
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Annexe 1 : Fiche technique d’histologie

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

Acide acétique cristalisable....................oooiiiiinl. Iml

Fiche technique N° 2:

Eau gélatinéee de Masson (MARTOJA, 1967).
Gélatineenpoudre ...........ooviiiiiiiiiii 0,1a0,5¢g
Eaudistillée............oooiiiiii 100 ml

Annexe

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, 1967)

Mode opératoire:

Les coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans:

L’hématoxyline de Groat.. ...................... 3 minutes.
Lavage a I’eau courante ......................... 5 minutes.
Mélange fuchsine ponceau ..................... 5 minutes.
Eauacétifice a 1% ..., Ringage.

Orange G ....oovvvviniiiiiieieeeeceee e 5 minutes.

Eau acétifice a 1% ..., Ringage.



Vert JUMICre .....ooovveee e 5 minutes.

Eauacétifice a 1% ..., Ringage.

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

Résultats:
Les noyaux sont colorés en brun noir.

Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.

Hématoxyline de Groat (MARTOJA, 1967):

Préparation a froid :

Premiére solution : Acide sulfurique concentré ......... 0,8 ml
Alunde fer. ... 1g Eau
AIStHIEE .o 50 ml

Deuxieme solution:
HEMAtOXYIINE ..o 0,59
AICOOL A 95°. . e, .50 ml

Annexe

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

Se conserve pendant trois mois environ.

Meélange fuchsine acide ponceau (MARTOJA, 1967):

Préparation a froid :

FUChSINE ACIE ....eeeeiivveiee e 0,19
PONCEAU .....ovve i 0,29 Eau
AIStIIBE ..o, 300 ml



Apreés dissolution ajouter:

ACIdE aCELIQUE .....eevve e 0,6 m

Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique.........
diStillée. . ..o

Conservation illimitée

Vert lumiere (MARTOJA, 1967) :

Vert JUMIETE. ...t e
Eau distillée. .. ..o

ACIde aCCtiqUE. .. ..ooviiiiii i

Conservation illimitée

Annexe



Résumé

Le but de notre travail est d’évaluer I’influence de la consommation des huiles essentielles sur la fertilité
masculine des lapins appartenant a la population blanche utilisés comme modeéle expérimental. Les huiles
essentielles sont des produits aromatiques, riche en phyto—cestrogéne dont I’innocuité n’est pas totalement
prouvée .Ces composés sont susceptible de modifier le processus physiologique normal de reproduction et de
perturber cette fonction. Nous avons utilisé 35 lapins méles &gés de 4 semaines (1 mois). Ont leurs a introduit
deux doses différentes (200p/kg et 300ul/kg) des huiles essentielles Romarin a vérbénone et Menthe poivrée.
Apres une semaine les animaux sont sacrifiés par décapitation. Les organes du systeme génital ont été prélevés a
savoir les testicules et les épididymes.

La présente étude sur les effets des deux huiles essentielles sur les paramétres macroscopiques (poids
vifs, poids totale, poids relatifs) sont plus élevés respectivement chez les lapins traités par les huiles essentielles
dose 2 puis dose 1 par rapport aux témoins. Cependant I’huile essentielle Menthe poivrée présente des valeurs
plus élevé que I’huile Romarin a verbénone. 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 1’apparition dans les tubes
séminiféres des spermatogonies, de premiéres spermatocytes dont certains tubes sont entourés de cellules de
Sertoli et au niveau du tissu interstitiel, des cellules de Leydig et myoides sont présentes chez les lapins agés de
1 mois par rapport aux témoins. Ainsi au niveau épididymaire, la structure révéle ’apparition d’un épithélium
prismatique pseudostratifié constitué de cellules principales dont quelque unes présente des stéréocils, des
cellules basales a la base, respectivement chez les lapins agés de 1 par rapport aux témoins.

Mots clés
Lapins males —Huiles essentielles (Menthe poivrée et Romarin a Vérbénone) —Testicule — Epididyme.
Summary

The aim of our work is to evaluate the influence of the consumption of essential oils on the male fertility
of white-stock rabbits used as an experimental model. Essential oils are aromatic products, rich in phyto-estrogen
whose safety is not fully proven. These compounds are likely to modify the normal physiological process of
reproduction and to disrupt this function. We used 35 male rabbits 4 weeks old. Out introduced those two
different dose (200u / kg and 300ul / kg) essential oils Rosemary to verbinone and peppermint. After a week the
animals are sacrificed by decapitation. The organs of the genital system are removed, namely the testes and
epididymides. The present study on the effects of two essential oils on macroscopic parameters (live weight,
total weight and Relative weight ) are higher respectively in rabbits treated with essential oils dose 2 and dosel
compared to controls. However, the essential oil peppermint has higher values than verbinone rosemary oil.

Histologically, peppermint induces significant microscopic variability in dose-2 and dose-1 treated
rabbits, such as the appearance such as the appearance in the seminal tubes of spermatogonies, early spermacytes
with some tubes surrounded by sertoli cells and at the level of interstitial tissue, leydig and myoid cells are
present in rabbits aged 1 month compared to the witnesses. Thus at the epididymal level, the structure reveals the
appearance of a pseudostratified prismatic epithelium consisting of main cells, some of which have streocils,
basal cells at the base, respectively in rabbits aged 1 compared to the controls. As a result, it appears that the two
essential oils at the doses used will have a positive effect on testicular development and epididymis,
spermatogenesis and fertility of infant 1 month-old rabbits.

Keywords Male
Rabbits - Essential Oils (peppermint and Rosemary to Verbinone) - Testis — Epididymis.
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