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Introduction

En Algérie les productions animales sont de plus en plus diversifiées mais leurs
performances restent toujours insuffisantes pour combler le déficit en protéines animales. Le
développement de la cuniculture constitue une alternative intéressante pour diminuer ce
déficit.

Or, le lapin présente plusieurs caractéristiques biologiques intéressantes concernant sa
productivité et reproduction. Il est caractérisé par un cycle biologique trés court (30 jours de
gestation), une prolificité trés élevée (40 a 45 lapereaux/lapine/an) (Lebas et al., 1996) et la
transformation des protéines vegétales en protéines animales (20%), ainsi une grande
production de viande (60 a 65Kg/lapine/an). A tout cela s’ajoute sa valeur nutritionnelle et ces
qualités diététiques. Cette situation lui confére un statut particulier, notamment dans le
domaine de la reproduction ou il offre beaucoup d’avantage (Joly et Theau-Clément, 2000).

La fertilit¢ 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).

L’épididyme, long tubule pelotonné reliant le testicule au canal déférent, représente un
endroit sécuritaire pour la maturation et I’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 I’épididyme, qu’ils acquiérent
progressivement la capacité a se mouvoir et a féconder un ovocyte, 1’acquisition de la
maturité des spermatozoides tout au long de I'épididyme jusqu'a la queue ou ils seront stockés,
se fait grace aux protéines qui se retrouvent dans le fluide épididymaire ou ils baignent
(Kirchhoff, 1999).

Les lapins sont des animaux tres sensibles aux conditions de I’environnement tel que la
durée d’éclairement, la température combinée a une humidité relative qui peuvent impacter
ces performances de reproduction. Récemment, plusieurs études menée sur les huiles
essentielles ont montré leurs effets sur le processus de reproduction.

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

Kalamouni, 2010).



Introduction

Certaines études ont été menées sur les effets de quelques huiles essentielles et extraits
de plantes sur la reproduction chez le rat male. De ce fait, le but de cette étude est de mettre
en évidence les effets de I’huile essentielle de la Menthe poivrée a différentes doses sur la
structure des épididymes des lapins males infantiles, a travers 1’évaluation des parameétres
macroscopiques et microscopiques a savoir le poids corporel et épididymaire, ainsi que la
structure histologique des épididymes.

Ce travail s’organise en quatre chapitres. Le premier chapitre portera sur des rappels
anatomo-histologiques de I’appareil reproducteur male et le deuxieme chapitre abordera la
physiologie de la reproduction. Dans le troisieme chapitre nous exposerons matériels et
méthodes. Le quatrieme chapitre présentera les résultats et discussion et enfin une conclusion

cléturera cette présente étude.



CHAPITRE I
ANATOMIE ET HISTOLOGIE DE
L’APPAREIL REPRODUCTEUR
DU LAPIN MALE




Chapitre | Anatomie et Histologie de 1’appareil reproducteur du lapin male

Le systeme reproducteur du lapin est trés similaire a celui des autres mammiferes, sauf
pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter le testicule dans 1’abdomen (Sabbagh,
1983).

Ce systéme présente deux fonctions primordiales, la production des spermatozoides et
leur dépot dans les voies génitales femelle d’une part, et la sécrétion des hormones sexuelles

d’autre part (Alvarino, 1993).
1. Anatomie de ’appareil reproducteur male

L’appareil génital male est formé par I’ensemble des organes chargés de 1’élaboration
du sperme et du dép6t de celui-ci dans les voies génitales de la femelle et il comporte 3
grandes portions qui sont : la portion glandulaire constituée par les testicules, la portion
tubulaire constituée par I’épididyme, le canal déférent, 1'urétre et la portion copulatrice

constituée par le pénis et les glandes annexes (Figure 1) (Barone, 1976 ; Barone, 2001).

Poche scrotale (retournée)

Ligament
retracteur
inferieur

Poche scrotale
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supérieur
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Figure 1 : Schéma de l'appareil génital du lapin méale (Lebas et al.,1996).
p. 3



Chapitre | Anatomie et Histologie de 1’appareil reproducteur du lapin male

1.1. Testicule

Le testicule est composé de lobules, boucles tubulaires, et d’un plexus tubulaire centrale
et chaque lobule contient des tubes séminiferes siéges de la spermatogénese (Van praag,
2003). Sa différenciation se fait prés des reins, mais chez les mammiféres il subit une
migration qui I’amene a la périphérie du corps, afin que sa température soit de quelques
degrés inférieure a celle du corps, condition indispensable a la production des spermatozoides
fécondants (Thibault et Levasseur ,1991).

1.1.1. Anatomie

Situés de part et d’autre de la ligne médiane inguinale, les testicules chez le lapin adulte
sont de forme ovoide, aminci aux extrémités avec un péle caudal plus pointu, mesurant 3 a 3,5
cm de longueur, 1 & 1,5 cm de largeur, 1 a 1,3 cm d’épaisseur et pesant 1,5 a 2 g (Barone,
2001).

Le lapin est alternativement exorchide lorsque les testicules montent dans la cavité
abdominale sous I’effet de la frayeur, ou énorchide lorsqu’ils redescendent dans les bourses

grace a un tissu musculaire appelé crémaster (Boussit, 1989 ; Barone, 2001).

1.1.2. Histologie

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

Cette capsule s'épaissit encore au niveau de la coiffe épididymaire et s'enfonce a
I'intérieur du testicule pour former un cone fibreux, le corps d'Highmore, parcouru par un
réseau de canalicules, le rete testis. Du corps d'Highmore partent des cloisons conjonctives,
les septa testis, délimitant 200 a 300 lobules testiculaires. Chaque lobule testiculaire contient
2 a 4 tubes séminiféres ou séminipares trés longs qui débouchent par de courts segments
rectilignes, les tubes droits, dans le rete testis (Figure 2) (Vacheret, 1999).

Selon Thibault et Levasseur (2001), le testicule comprend deux compartiments

cellulaires distincts issus de la partie interne de 1’ébauche gonadique :

— Un compartiment germinal composé de cellules germinales et de cellules somatiques
appelées cellules de Sertoli.
— Un compartiment interstitiel composé uniquement de cellules endocrines dites les cellules

de Leydig.
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Epididyme

Canaux

Interstitium efférents

Tubule séminifere

Rete
testis

Testicule

Canal déférent

Figure 2 : Schéma des structures intra-testiculaires (Mandon, 2015).

1.1.2.1. Tubes séminiferes

Le tube séminifere est 1’unité fonctionnelle du testicule, est trés long, flexueux et
pelotonné et peut atteindre 70 métres chez le lapin. 2 a 3 de ces tubes forme un lobule et 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 1’épididyme (Alvarino, 1993).

La paroi de chaque tube est constituée par un épithélium séminifére de revétement
pluristratifié, qui comprend essentiellement de cellules germinales a des stades de
développement variés (spermatogonies, spermatocytes, spermatides) et des cellules de Sertoli
qui reposent sur une membrane basale. Ce tube renferme un liquide qui assure le transport des
spermatozoides relargués dans la lumiere (Figure 3) (Frend et al., 1973 ; Barone, 2001 ;
Thibault et Levasseur, 2001 ).
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Figure 3 : Détail d’une portion de tubule séminifére de lapin (Junqueira et Carneiro, 2007).

1.1.2.1.1. Cellule de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pyramidale qui s’étend sur toute la hauteur
de D’épithélium séminifere dont la forme et le volume varient au cours du cycle de
I’épithélium séminal. Le cytoplasme de ces cellules renferme de nombreux organites :
mitochondrie, gouttelettes lipidique, grains de sécrétion, ribosome, microfilaments et
microtubules (Figure 4) (Barone, 2001).

Le corps cellulaire repose sur la lame basale de la gaine péritubulaire et chaque cellule
est reliée aux cellules adjacentes via des jonctions intercellulaires particuliéres (des jonctions
serrées), ce qui délimitent deux compartiments au sein du tubule séminifére : le compartiment
basal, siege de la spermatocytogenése, et le compartiment adluminal qui contient les
spermatocytes secondaires, les spermatides et les spermatozoides formant ainsi une barriére
hémato-testiculaire qui empéche les cellules de systeme immunitaire de la traverser depuis la
circulation générale sanguine et lymphatique, car les spermatides et spermatozoides
présentent des caractéristiques antigéniques reconnues comme étrangeres par ce systeme. En
effet, lorsque cette barriere ne remplit pas son role, des anticorps anti spermatiques peuvent se
développer et étre responsables d’une orchite auto-immune et donc d’une stérilité (Little et

Holyoak, 1992 ; Amann, 1993).
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Outre son réle protecteur contre les réactions immunitaires, la cellule de Sertoli exerce
une fonction mécanique et trophique, permettant la migration et la maturation des cellules
germinales. Elle est responsable de la production du plasma séminal primitif et assure une
activité sécrétoire importante pour le soutient et la maturation des cellules germinales
(Holstein et al., 2003 ; Mruk et Cheng, 2004). Elle secréte également I’inhibine, 1’activine et
I’hormone anti-mullierienne, qui sont des glycoprotéines nécessaires au contrdle de la

prolifération, la différenciation et au métabolisme des cellules germinale (Imbeaud, 1994).
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Figure 4 : Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993).

1.1.2.1.2. Cellules germinales

Tous les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises
au niveau de I’épithélium séminifére, a savoir ; Les spermatogonies (Sp.Gonie), les
spermatocytes de premier ordre ou spermatocytes | (Sp.Cyte 1), les spermatocytes de
deuxiéeme ordre ou spermatocytes Il (Sp.Cyte II), les spermatides (Sp.Tide) et les

spermatozoides (Figure 4) (Vacheret ,1999 ; Siffroi, 2001).
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1.1.2.1.3. Spermatogonies et spermatocytes
Selon Vacheret (1999) et Siffroi (2001), les spermatogonies sont des petites cellules
arrondies ou ovalaires, de 10 a 15 pm de diameétre, adhérées a une membrane basale. On

distingue trois sortes de spermatogonies selon I'aspect de leurs noyaux :

— Les spermatogonies a chromatine fine et sombre (Ad), qui sont les cellules souches de
réserve a noyau arrondi et dense (dark).

— Les spermatogonies a chromatine claire (Ap) (poussiéreuses ou péales) qui sont des
cellules de renouvellement.

— Les spermatogonies B (cellules filles des spermatogonies Ap) a noyau ovalaire clair a

chromatine mottée et au nucléole bien visible.

Les spermatocytes | issues de la division mitotique des spermatogonies B, sont des
cellules arrondies volumineuses a noyau souvent en méiose, particulierement au stade tres
long de la prophase méiotique, qui se transforment en spermatocytes Il. Ces derniéres sont
aussi des cellules rondes, plus petites et moins nombreuses sur les coupes car elles ont une

existence fugace.

1.1.2.1.4. Spermatides et spermatozoides

Les spermatides sont des cellules de petite taille, de 6 a 7 um de diamétre, trés
nombreux et situés en position interne, ovoide a noyau rond et clair, avec un appareil de Golgi
juxta nucléaire. Chaque spermatide subit une maturation et donne par spermiogénése un
spermatozoide (55 a 57 um de diamétre chez le lapin) comportant une téte et une queue unies
par un col tres bref (Figure 5) (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

Chez le lapin la téte est piriforme et rétrécie caudalement, ou elle mesure environ 6,5
um de longueur sur 4 um de largeur, elle renferme une masse homogene de chromatine
représentant le noyau et elle est coiffée a sa partie antérieure par 1’acrosome qui est pourvu
d’enzymes utilisés pour la pénétration de la membrane de 1’ovocyte lors de la fécondation
(Figure 5).

Le col ou piece d’union est une partie cytoplasmique rétrécie et trés courte de 2 a 3 pm,
elle représente le segment initial qui unit la téte a la queue (Figure 5).

La queue ou flagelle forme la quasi-totalité de la cellule, elle présente trois parties
successives : une piece intermédiaire de 7 a 8 um de diamétre qui se caractérise par la
présence d’une gaine mitochondrial et fait directement suite au col ; une piéce principale de

45 pm de diamétre constituée de neuf faisceaux de fibres denses, ainsi que d’une gaine

p. 8
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protéique fibreuse périphérique ; une piece terminale de 1 a 2 um de diamétre qui comporte le
filament axial (Figure 5) (Barone, 2001).

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

des variations de poids testiculaire) et de I’environnement (Boussit, 1989).
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Figure 5 : Schéma du spermatozoide de mammifére (Le Moigne et Foucrier, 2009).
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1.1.2.2. Tissu interstitiel

Le tissu interstitiel est un tissu conjonctif lache (tc) présent entre les tubes séminiféres et
il comporte des vaisseaux sanguins, lymphatiques et nerfs, ainsi que des ilots de cellules
endocrines, les cellules de Leydig produisant la testostérone et d’autres cellules libres
(macrophages, lymphocytes et fibroblastes) (Frend et al., 1973).

La quantité¢ du tissu interstitiel varie suivant 1’espéce, elle représente 10% du tissu
testiculaire chez le chien et le cobaye, environ 25 a 30 % chez I’homme et 40% chez le verrat

(Dadoune et Demoulin, 2001).

1.1.2.2.1. Cellule de Leydig

Ce sont des cellules polygonales, elles sont soit isolés, soit groupés en amas autour des
capillaires sanguins, présentant un noyau rond avec un nucléole volumineux, un cytoplasme
riche en citernes de REL et quelques mitochondries qui sont de taille variables (Dadoune et
Demoulin, 2001).

Leur rdle principal est la synthése et la sécrétion d’hormones stéroidiennes qui vont
participer a la régulation de I’activité de 1’épithélium spermatogéne, de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire et des glandes sexuelles accessoires (Amann, 1993).

La testostérone, la dihydrotestostérone et le 17-B-cestradiol sont des stéroides
testiculaires synthétisés par la cellule de Leydig issues d’un précurseur commun qui est le
cholesterol lors de la régulation de la fonction de reproduction (Amann, 2011).

Les cellules de Leydig produisent par ailleurs, un grand nombre de facteurs bioactifs
(peptides ou proteines), impliqués dans les régulations paracrines et autocrines du testicule
(Johnson et Everitt, 2002).

1.1.2.3. Liquide des compartiments intra-testiculaires

Les cellules interstitielles et les tubes séminiféres logés dans les espaces péritubulaires
baignent dans un liquide interstitiel qui participe aux fonctions endocrines et paracrines du
testicule en contribuant au transport des spermatozoides ainsi qu’a leur nutrition. C’est un
liquide riche en minéraux (principalement en potassium, magnésium, phosphore, calcium et
chlore) et en Androgen Binding Protein (ABP) et pauvre en autres protéines (Hochereau De
Reviers et Royere, 1996).

Cependant le liquide du rete testis est remanié, du fait d’échanges avec les veines
testiculaires superficielles et il contient des protéines et des peptides spécifiques : ABP,
inhibine et hormone antimdaillérienne (Thibault et Levasseur, 2001).

p. 10
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1.1.2.4. Vascularisation et innervation du testicule

Les testicules sont irrigués par les artéres testiculaires qui naissent de 1’aorte abdominale

et sont drainés par les veines testiculaires qui constituent une ramification du plexus

pampiniforme autour de I’artere testiculaire située sous la vaginale du testicule.

L’innervation dépend de deux plexus nerveux ; le plexus spermatique qui est

parasympathique et le plexus déférentiel qui est sympathique (Figure 6) (Jardin et De

Fourmestraux, 1984).

Arteéres et veine - [
testiculaires - -
\
'

pampioniforme

Plexus /
|

Epididyme
proximal

Artére
crémastérique

Artére du canal
déférent

w Epididyme
disatal

Figure 6 : Vascularisation du testicule (Sobotta, 2010).
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1.2. Epididyme
1.2.1. Anatomie

L’¢pididyme dérivé du mésonéphros, est formé d’un long tube épithélial, de longueur
variable selon les especes (1 a 6 m, respectivement chez la souris et le verrat), fortement
contourné et communiquant avec le testicule en amont et le canal déférent en aval (Hinton et
Turner, 1988).

Sur la base de sa morphologie et de son histologie, cet organe hautement différencié
peut étre divisé chez les mammiféres en trois régions anatomiguement distinctes : la téte
(région proximale), reliée au hile du testicule par les canaux efférents ; le corps (partie
médiane) et la queue (région distale) qui est en continuité avec le canal déférent (Figure 7)
Ces régions sont également subdivisées en plusieurs segments (Figure 7) (Abe et al., 1983 ;
Abou Haila et Fain-Maurel, 1984 ; Johnston et al., 2005), chacun d’entre eux étant délimité
par des cloisons conjonctives ou septa (Glover et Nicander, 1971 ; Takano, 1980 ; Hamilton,
1990).
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Figure 7: Schéma d'un épididyme (Glover et Nicander, 1971 ; Hamilton, 1990).
p. 12



Chapitre | Anatomie et Histologie de 1’appareil reproducteur du lapin male

1.2.2. Histologie

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : un épithélium pseudostratifié et
une lumiere bordée par cet épithélium. Ce dernier est entouré de 2 a 6 couches de fibres
musculaires lisses et d’un tissu conjonctif contenant des terminaisons nerveuses et des
capillaires sanguins et il présente des caractéristiques structurales et fonctionnelles tres variées
selon la région (Figure 8) et on compte 7 types cellulaires qui entrent dans sa composition :
les cellules principales, les cellules basales, les cellules en halo, les cellules claires, les
cellules apicales, les cellules étroites et les cellules dendritiques (Robaire et Hermo, 1988 ; Da
Silva, 2011).

EPIDIDYME

G cellules étroites et
claires
O cellules principales
A & cellules basales

canal
déférent

Figure 8 : Schéma représentatif de I'épididyme de la souris (Breton et Da Silva, 2012).
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1.2.2.1. Cellules principales

Les cellules principales représentent 65 a 80% des cellules épithéliales épididymaires et
elles ne se divisent pas chez 1’adulte, ce sont des cellules prismatiques a noyau basal avec des
stéréocils (Figure 9) et leur fonction ainsi que leur structure varient selon la région (Hermo et
Robaire, 2002). Elles jouent un rdle dans le transport et la secrétion de petites molécules
organiques, a la synthése et a la sécrétion de protéines, et a I’absorption du fluide et des
particules (Robaire et Viger, 1995).

Lumiere

Cellule principale

Cellule apicale

Interstitium g
Cellule basale Cellule étroite
Lumiere
Cellule halo Jonction serree Cellule claire

Interstitium

Cellule dendritique

Figure 9 : Schéma des cellules épididymaires (Mandon, 2015).
p. 14
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1.2.2.2. Cellules basales

Les cellules basales sont de petites cellules a la fois rondes et allongées d’apparence dite
hémisphérique avec noyau est irrégulier et un cytoplasme pauvre en organites comportant de
longues et minces projections qui enveloppent une grande proportion de la base de
I'épithélium. Ces cellules sont distribuées tout le long de I'épididyme et sont situées du coté
basal de I'épithélium (Figure 9) (Girouard, 2009 ; Soranzo et al., 1982)

Bien que la fonction exacte de ces cellules ne soit pas encore bien établie, il est proposé
que ces cellules, jouent un réle de détoxification et de protection de I'épithélium en éliminant
les radicaux libres par un des membres de la famille des gluthation-S-transférases. Ces
cellules sont aussi impliquées dans la sécrétion de facteurs servant comme régulateurs
paracrines de certaines fonctions des cellules principales et des autres cellules environnantes.
Entre autres, les cellules basales sont importantes dans la formation du fluide épididymaire en

régulant le transport des électrolytes et de I'eau par les cellules principales (Girouard, 2009).

1.2.2.3. Cellules en halo

Les cellules en halo sont des petites cellules disséminées tout le long du canal
épididymaire avec un bord étroit et un cytoplasme clair et un noyau dense (Figure 9). Elles
sont identifiées comme des lymphocytes intra-épithéliaux ou des monocytes qui migrent dans
I'épithélium durant le développement post-natal pour former une barriére immunologique au
niveau de I'épididyme (Robaire et al., 2006 ; Hoffer et al., 1973).

1.2.2.4. Cellules claires
Les cellules claires sont de grandes cellules prismatiques présentes essentiellement dans
le corps et la queue de I’épididyme (Figure 9) et elles jouent un role dans 1’absorption de

certains composants du fluide épididymaire (Olson et Hinton, 1985 ; Soranzo et al., 1982).

1.2.2.5. Cellules apicales

Les cellules apicales sont qualifiées ainsi en raison de la localisation de leur noyau dans
les tiers apical des cellules (Figure 9), elles présentent un cytoplasme dense trés riche en
mitochondries, en lysosomes et de 1’anhydrase carbonique impliquée dans la sécrétion des
ions H* et la réabsorption des bicarbonates (HCO®). Elles seraient ainsi responsables de
I’acidification du fluide épididymaire et I’endocyter des substances contenues dans la lumicre

(Hermo et Robaire, 2002 ; Martinez-Garcia et al., 1995).
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1.2.2.6. Cellules étroites

Les cellules étroites se caractérisent par un renflement cytoplasmique, un noyau allongé
situé dans la portion supérieure (Figure 9), un grand nombre de petites vésicules dispersées
dans la région apicale et par une base tres étroite les reliant a la membrane basale. Elles sont
localisées dans des segments spécifiques, elles sont peu nombreuses et elles sont impliquées

dans I’acidification de la lumiere de I’épididyme (Hermo et al., 2000).

1.2.2.7. Cellules dendritiques

Des cellules dendritiques ont été découvertes au sein de I’épididyme murin (en 2011),
qui formeraient un réseau dense situé a la base de I’épithélium avec des projections
dendritiques qui passent entre les cellules épithéliales et seraient orientés en direction de la
lumiére du tubule (Figure 9) (Da Silva et al., 2011).

Ces cellules possederaient des marqueurs de cellules immunitaires, dont le r6le serait de
maintenir 1’homéostasie immunitaire afin de protéger les spermatozoides (Wang et Duan,
2016).

1.2.2.8. Lumiére du canal épididymaire

La lumiére du conduit épididymaire est assez régulierement circulaire sur les coupes
histologiques (Figure 8) (Barone, 2001). 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.

En raison d’une forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de synthése, de
sécrétion et réabsorption des cellules épithéliales, la composition du fluide épididymaire varie
tout le long du canal (Adamali et al., 1999 ; Hermo et Robaire, 2002).
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Chapitre 11 Physiologie de la Reproduction

La physiologie de la reproduction du lapin suit la méme organisation que celle des
autres mammifeéres. Au niveau testiculaire s’effectue la production de gameétes : la

spermatogenése, la maturation quant a elle s’accomplira au niveau épididymaire (Alvarifio,

2000).
1. Développement des gonades et puberté

1.1. Différenciation et développement des gonades

La différentiation sexuelle dépend de I’activité endocrinienne du testicule feetal, en effet
les testicules secrétent activement deux hormones essentielles ; les androgénes et ’hormone
antimdllérienne (HAM ou MIS : Miillerian inhibitory substance) qui sont les messagers de la
différentiation masculine émis par le testicule, tandis qu’en leurs absences se produit une
différentiation sexuelle féminine (Mitchell et Sharma, 2005).

La différentiation des gonades commence au 16:= jour aprés la fécondation, et la
production des hormones androgenes débute le 19: jour de gestation. Les canaux de Mdller
régressent le 20: jour et la formation de la prostate commence le 21: jour. Au 24 jour, le
développement des canaux de Wolf et la régression des canaux de Miller sont bien établis
(Figure 10) (Alvarino, 2000).

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

derniers dans les sacs scrotaux coincide avec la puberté (Alvarino, 1993).
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Figure 10 : Développement chronologique de la différentiation de 1’appareil reproducteur du
lapin male (Alvarino, 2000).

I= implantation ; N= naissance ; L= maturation des cellules de Leydig; A= sécrétion d’androgénes; T=

différentiation des testicules ; CDS= développement complet de la spermatogénese ; P= croissance de la

prostate ; RS= premiers rapports sexuels. CS= premier comportement sexuels ; S= apparition du premier

spermatozoide ; M= dégénérescence des canaux de Miller ; DS= début de la spermatogénese ; SE= apparition

des premiers spermatozoides dans 1’épididyme.
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1.2. Développement pondéral

Le développement du poids corporel jusqu’a 1’dge de 5 mois ne présente pas de
dimorphisme sexuel, de ce fait le poids des lapins males 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 et selon Alvarino
(2000), la taille des testicules augmente jusqu'a 1’age de 8 mois et durant cette période les
vésicules séminales croissent rapidement.

Le rapport entre le poids testiculaire et le poids corporel augmente pour atteindre 2,86
apres la 5 semaine d’age et en ce qui concerne la spermatogenése est établic vers 1’age de 70

jours, et au 84¢me jour tous les tubes séminiferes sont actifs.

1.3. Développement de I’appareil génital externe

Chez le lapin, comme la plupart des mammiferes, les testicules qui sont d’abord en
position intra-abdominale vont migrer de 1’avant vers ’arriére pour se retrouver dans un petit
diverticule de la cavité abdominale appelé le scrotum (Barone, 1976). Cette position extra-
abdominale permet de maintenir au niveau de ces gonades, une température inférieure de 3 a
5°C a celle du corps (Dadoune et Demoulin, 2001).

La formation du scrotum débute vers le 2°™ mois d’ge, et & 3 mois les testicules y
descendent, quant au pénis, il se développe et acquiert la taille et la forme caractéristique de
I’adulte a la fin du 3°™ mois d’age (Berger et al., 1982).

1.4. Maturation sexuelle
La maturation sexuelle chez le lapin s’effectue en 4 phases : infantile, pré pubere,

puberté et maturité sexuelle.

1.4.1. Phase infantile

La phase infantile s’étale de la naissance a I’dge de 40 jours et se caractérise par une
croissance lente des testicules et de la vésicule séminale ainsi qu’une faible concentration
plasmatique en FSH et testostérone (Boussit, 1989).

Durant ce stade, les tubes séminiféres ne présentent aucune activité spermato-génétique

et les cellules interstitielles sont indifférenciées (Berger et al., 1982).

1.4.2.Phase pré pubére
La phase pré pubére commence vers 1’dge de 40 jours et se caractérise par une

augmentation importante des niveaux de testostérone (+921%) et de FSH (+384%).
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Durant cette phase, la croissance des testicules s’accélére et les cellules de Leydig
responsable de la spermatogenese commence a fonctionner (Boussit, 1989), entrainant les
premieres divisions goniale vers 45 jours.

La croissance des vésicules séminale et les premiéres différenciations des
spermatogonies s’accéleére vers 70 jours, quand les niveaux d’androgéne circulants sont les
plus élevés et les premiers spermatozoides apparaissent vers 1’dge de 110 jours (Skinner,
1967).

1.4.3.Puberte

Mann et Parsons (1950), définissent la puberté comme le stade a partir duquel, la
fonction endocrine devient évidente et les glandes annexes commencent la sécrétion du
fructose et d’acide citrique qui Correspondrait a 42 jours d’age chez le lapin, et cela bien avant
I’apparition des premiers spermatozoides dans 1’¢jaculat du male.

Cependant Boussit (1989), définie la puberté par le moment ou les organes
reproducteurs du male sont capables de produire, de fagon constante, des spermatozoides
aptes a féconder un ovule, qui est atteinte vers 4 a 5 mois peu apres la descente des testicules

dans le scrotum.

1.5. Maturité sexuelle

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

Le jeune lapin commence alors a faire des tentatives de chevauchement durant
lesquelles les 1°* éjaculats contiennent un sperme avec des spermatozoides peu viables, il faut
donc attendre 135 a 140 jours pour aboutir aux premiers accouplements féconds. Toutefois
I’4ge de puberté varie a cause des différences génétiques entre les races, les conditions

d’élevage, 1’alimentation et le climat (Lebas et al., 1996).
2. Fonctions physiologiques du testicule

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

est assurée par les cellules de Leydig (Dadoune et Demoulin, 2001).
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2.1. Fonction exocrine du testicule : Spermatogenese

Le role exocrine des testicules consiste en la production des spermatozoides au niveau
des tubes séminiféres qui s’amorce pendant la puberté et se poursuit tout au long de la vie.

Elle début par la mitose des spermatogonies en cellules filles (Figure 11), dont certaine
demeurent prés de la membrane basale du tubule séminiferes et servent de réservoir de cellule
souches pour de futures mitoses. Les autres spermatogonies se différencient en spermatocytes
de premier ordre ou spermatocyte | et entre en spermatogenese qui comporte 3 phases :
méiose |, méiose Il, spermiogéneése (Figure 12). Ces spermatocytes | subissent la méiose | et
produisent des spermatocytes de deuxiéme ordre, ou spermatocytes qui contiennent chacune
23 chromosomes formés de deux chromatides. Ces derniers vont subir a leur tour la méiose Il
et donner des spermatides et contiennent 23 chromosomes constitués d’un seul chromatide
(Tortora et Derrickson, 2009).

La spermiogénese est la derniére phase conduisant a la formation des spermatozoides,
durant laquelle les spermatides se transforment en spermatozoides. A partir de ce stade il n’y
a plus de divisions cellulaires, mais on observe surtout des métamorphoses extrémement
complexes a I’échelle moléculaire et cellulaire pour aboutir a la formation des
spermatozoides a partir des spermatides (Schulz et al.,2005).

La durée de la spermatogenése est d'environ 35 jours chez la souris, 53 jours chez le rat,
74 jours chez I'homme et 38 a 40 jours chez le lapin chez lequel elle débute entre 40 et 50
jours d’age (Clermont, 1972).

La différenciation des gamétes males s’effectue dans le testicule d’ou sortent les
spermatozoides immatures qui ne sont ni mobiles ni fécondants et ces derniers poursuivent
leurs maturations au niveau d’épithélium épididymaire en subissant plusieurs modifications
qui les rendront aptes a reconnaitre et a féconder un ovocyte d’une méme espece (Thibault et
Levasseur, 2001).
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Figure 11 : Cycle spermato-génétique du lapin (Boussit, 1989).
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2.2. Fonction endocrine du testicule : Stéroidogenese

La fonction endocrine du testicule et assurée par des petits amas d’endocrinocytes
interstitiel (cellules de Leydig) qui sécrétent les hormones androgénes, en particulier la
testostérone nécessaire a la spermatogenése et au développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessoires de 1’appareil génitale male (Barone,
2001).

En effet, la testostérone agit directement sur la différenciation des canaux de Wolf, le
développement et le maintien des caracteres sexuels secondaires, aprés son métabolisme en
dihydrotestostérone par I’enzyme 5-a réductase dans les tissus périphériques (prostate,
épididyme, vésicule séminale), elle a une action anabolisante au niveau de tous les tissus, en
particulier musculaire et osseux et intervient dans le dimorphisme sexuel cérébral et la
physiologie du comportement sexuel.

En association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien
de la spermatogenese. Elle agit sur les cellules de Sertoli et sur les cellules péritubulaires, via
des récepteurs spécifiques stimulant indirectement la spermiogenése par une voie paracrine
(Wosnitzer et Paduch, 2013).

3. Fonctions physiologiques de I’épididyme

L’¢épididyme est impliqué dans le transport et la maturation des spermatozoides ainsi
gu’au stockage des spermatozoides dans sa partie terminale (queue ou cauda) entre deux
éjaculations (Bedford, 1975 ; Orgebin-Crist et al., 1975 ; Hinton et al., 1995).

3.1. Fonctions de I’épithélium épididymaire

L’¢épithélium pseudostratifié du tubule épididymaire assure ces roles essentiellement
grace a ses multiples activités de sécrétion et de réabsorption qui changent localement et
séquentiellement la composition du fluide épididymaire dans lequel baignent les gametes
(Noblanc et al., 2012) mais également la protection du sperme et le transfert de certaines

molécules.

3.1.1. Sécrétion et élimination

La cellule principale est responsable de la synthese et sécrétion de la majeure partie des
protéines présentes dans la lumiere. Cependant, les cellules étroites, apicales et claires
sécretent des protons dans la lumiére et participent son acidification grace a la H*ATPase

vacuolaire (Pietrement et al., 2006 ; Kujala et al., 2007).
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Les cellules basales régulent le transport d'électrolyte cellulaire principal en libérant des
facteurs paracrines, en particulier des prostaglandine PGE2 (Cheung et al., 2005).
Les cellules claires sont également des cellules endocytaires responsables de

I'élimination des protéines de la lumiere épididymaire (Veri et al., 1993 ; Seiler et al., 1999).

3.1.2.Protection

La cellule en halo semble étre la principale cellule immunitaire de I'épididyme, tandis
que les cellules apicales peuvent également endocyter les composants lumineux (Cheung et
al., 2005).

Ainsi, les interactions cellule-cellule au sein de [I'épithélium peuvent affecter
directement I'environnement luminal et finalement la maturation du sperme. Les cellules
principales forment également des jonctions serrées les unes avec les autres et forment ainsi la
barriere hémato-épididyme. Cette barriére crée un site immunoprotecteur dans la lumiere
épididymaire qui est nécessaire a la maturation du sperme. Plusieurs protéines
transmembranaires androgéno-dépendantes, dont I'occludine et les claudines, contribuent a la

formation de ces jonctions serrées (Cyr et al., 2007).

3.1.3. Transfert

Les jonctions espacées formées par une famille de protéines intégrales appelées
connexes sont présentes entre les cellules principales adjacentes a la fois au niveau de leurs
surfaces apicale et latérale. Ces structures qui sont constituées de pores intercellulaires alignés

permettent le transport de molécules <1 kDa (Cornwall, 2009).

3.2. Fonctions de la lumiére

Au fur et a mesure que les spermatozoides migrent des régions proximales vers les
régions distales de I'épididyme, ils subissent une série de changements morphologiques,
biochimiques et physiologiques, le résultat final étant des spermatozoides qui ont acquis la
fonction de motilité progressive et la capacité de féconder un ovule. Des études
microscopiques ont montré que pendant le transport épididymaire, les spermatozoides
subissent un remodelage qui comprend des changements dans la dimension et formation de
I'acrosome et du noyau, chez certaines especes, la migration de la gouttelette cytoplasmique le
long de la queue, ainsi que des changements structurels dans les organites intracellulaires
(Olson et al., 2002).
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3.2.1. Maturation

La membrane plasmique du spermatozoide est une structure trés compartimentée et elle
est modifiée pendant le transit avec des changements structuraux impliquant des lipides des
protéines et le cholestérol membranaire (Jones et al., 2007). En effet durant la maturation, une
réorganisation de la membrane permet de former des complexes de signalisation important

pour la capacitation et la fécondation ( Travis et al., 2001 ; Cross, 2004 ; Shadan et al., 2004).

3.2.2. Stockage

Les spermatozoides matures atteignent la queue de 1’épididyme qui servira de réservoir
durant 1’attente de prochaine éjaculation. Ils baignent dans un liquide qui permet de les
conserver dans un stade quiescent, pour une période pouvant aller de quelques jours a plus
d’un mois (Hinton et Palladino, 1995).

4. Reégulation de la fonction de reproduction

La fonction de reproduction subit deux régulations, une régulation interne grace 1’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique et localement au niveau des gonades par les différentes

hormones testiculaires, et une régulation externe par les différents facteurs environnants.

4.1. Régulation interne

La spermatogenese chez les mammiferes nécessite I'action d'un assortiment complexe
d'’hormones peptidiques et stéroidiennes, dont chacune joue un réle important dans le
fonctionnement normal de I'épithélium séminifére. Ces messagers hormonaux sont essentiels
non seulement pour la régulation du développement des cellules germinales males, mais aussi
pour la prolifération et la fonction des autres cellules testiculaires ( Sharpe,
1994 ; McLachlan et al., 2002 ).

4.1.1. Axe hypoyhalamo-hypophyso-gonadique

Le développement et le fonctionnement du testicule sont sous le contréle d’hormones
hypophysaires, elles-mémes contrdlées par une hormone hypothalamique (Nguyen et
Bourouina, 2008).

La sécrétion pulsatile de la gonadoliberine (GnRH) par 1’hypothalamus stimule la
production et la sécrétion des gonadotrophines, I’hormone lutéinisante (LH) et de la
folliculostimuline (FSH) par 1’adénohypophyse (Figure 13) (Hammond et al., 1997).

La GnRH se fixe sur des récepteurs situés a la surface des cellules gonadotropes de
I’antéhypophyse, apreés I’activation d’un nombre de ces récepteurs leurs nombres diminuent

(phénomene de désensibilisation ou down-régulation, liée a I’internalisation des récepteurs
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par endocytose), ce qui permet la récupération des récepteurs en surface (up-regulation), alors
qu’une sécrétion continue maintient la down-régulation (Thibault et Levasseur, 2001).

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

Hypothalamus

Hypophyse

Cellule de Sertolt

Cellule germinale

Cellule de Leydig

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

testiculaire (Christiansen et al., 2002)
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4.1.2.Régulation intragonadique des fonctions testiculaires

Le contr6le exercé par I’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulé par un
rétrocontréle assuré par les hormones testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) et
protéique (inhibine) (Figure 13) (Roser, 2008).

La testostérone circulante qui induit la puberté et la virilisation, exerce un rétrocontréle
inhibiteur de la sécrétion de la 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 spermatogenese, les cellules de Sertoli sécrétent 1’inhibine B dans
le sang (Anderson et Sharpe, 2000), qui exerce un rétrocontréle inhibiteur de la sécrétion de
FSH par I’hypophyse (Ying, 1988 ; Dohel et al., 2003).

4.2. Regulation externe
Plusieurs facteurs externes participent a la régulation de la fonction de reproduction,
notamment la température, la saison et I’alimentation. Ajoutés a ceux-la, les huiles

essentielles semblent avoir des effets qui peuvent participer a cette régulation.

4.2.1. Température

Chou et al. (1974) ont constaté que les lapins exposés a un stress thermique présentent
d’une part une diminution du poids des organes génitaux et d’autre part une diminution de
sécrétion des hormones sexuelles. La température favorable pour la reproduction se situe entre
15 et 18 °C, avec une humidité relative maintenue entre 55 et 80 % (Lebas, 2009). Dans les
contrées chaudes tropicales ou subtropicales la température et ’humidité ambiante élevées
sont des facteurs bien connues comme altérant la capacité reproductrice des lapins pendant les
mois chauds (Xu et al., 1992 ; Finzi et al.,1994). En effet ’exposition des males a des
températures élevées (34 °C pendant 8 h) déprime Dactivité sexuelle et perturbe la
spermatogénese, en augmentant sensiblement le pourcentage des spermatozoides morts
(Boussit, 1989 ; Kasa et Thwaites, 1992).

4.2.2. Effet saison

D’aprés Boulbina (2011), la saison de naissance influence sur 1’age d’entrée en puberté
car les lapins qui sont nés en hiver entrent plus précocement en puberté que ceux nés en éte.
Ces perturbations pourraient étre expliquées par 1’effet de la saison sur la sécrétion de la
testostérone (Brambell, 1944 ; Frolich, 1948).

Selon Lebas et al., (1990), des méles exposés a un eclairement artificiel pendant 16
heures sur 24 heures ont significativement plus de spermatozoides dans les gonades que chez
ceux exposes a la lumiere pendant 8 heures.
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4.2.3. Effet de I’alimentation

L’alimentation des lapins méles 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’éjaculat et de la concentration en
spermatozoides (Joly et Theau-Clément, 2000). Des carences en vitamine A peuvent
provoquer des Iésions de I’appareil génital et bloquer la spermatogenése, tandis que I’absence
de vitamine E dans la ration entraine I’atrophic des testicules et la formation d’cedéme
interstitiel (Cheverel et Cormier,1948).

4.2.4. Autres facteurs

Selon Mbaye et al. (2019), en évaluant les effets de certaines huiles essentielles sur le
sperme humain, les résultats ont permis d'observer une augmentation de la qualité du sperme
(mobilité et vitalité). L'huile essentielle d’origan et I’huile essentielle a base d’eucalyptus ont
considérablement améliore la motilité et la vitalité des spermatozoides humains aprés 5 a 10
minutes de contact avec les spermatozoides.

Certaines huiles essentielles ne sont pas sans danger pendant la grossesse et d’autres
peuvent porter atteinte a la fertilité de leur utilisateur. Ce fait la fonction de reproduction peut
étre touchée a plusieurs niveaux : Bloquer le fonctionnement sexuel di a une action hormone-
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 endocrinienne. Des chercheurs ont mis en évidence que les huiles
essentielles peuvent avoir, selon la plante utilisée pour leur confection, une toxicité plus au
moins importante notamment 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 de 1’appareil reproducteur des lapins males. L’objectif de ce
présent travail est 1’étude de 1’effet de ’huile essentielle de la Menthe poivrée sur 1’épididyme
des lapins males infantiles a différentes doses, a travers une étude histologique de leurs
structures et la relation des poids vifs avec le poids épididymaire. De ce fait, ce travail
s’articule autour de deux parties ; 1’étude de ’effet de I’huile essentielle de la Menthe poivrée

sur la structure épididymaire d’une part et 1’effet dose d’autre part.

1. Matériel biologique
1.1. Modele animal

La présente étude est portée sur 42 lapins méales de la population blanche (Oryctolagus
cuniculus) agés de 1 mois, provenant d’un élevage cunicole privé situé dans la région de
Djebla, wilaya de Tizi-Ouzou. Le lapin (Oryctolagus cuniculus) est un modéle essentiel en
recherche scientifique car il offre beaucoup d’avantages dans le domaine de la reproduction,
et permet la mise en évidence de quelques processus reproducteurs comme les changements
morphologiques de cycle épithéliale séminifére (Figure 14) (Ewuola et Egbunike, 2010).
Selon Grasse (1949) et Lebas et al. (1984), la position taxonomique du lapin (Oryctolagus

cuniculus) est :

— Regne : Animal ;

— Embranchement : Vertébres ;

— Classe : Mammiféres ;

— Super Ordre : Glires ;

— Ordre : Lagomorphes ;

— Famille : Leéporides (liévre et lapin) ;
— Sous-famille : Leporinae ;

— Genre : Oryctolagus ;

— Espeéce : Oryctolagus cuniculus.
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Figure 14 : Photographie représentant un lapin agé d’1 mois de la population blanche issus

d’un élevage cunicole privé de la région de Djebla.

1.2. Huile essentielle de la Menthe poivrée (Mentha piperita)

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

La Menthe poivrée est I’huile essentielle la plus polyvalente, obtenue par distillation
complete des feuilles de menthe (la méthode la plus utilisée est 1’hydrodistillation). Elle
posséde une couleur jaune clair rafraichissante dont la trés forte odeur est due au menthol.
Elle est utilisée en medecine traditionnelle, dans les préparations et I’industrie alimentaire, en

cosmétique et récemment des études scientifiqgues montrent un intérét promoteur quant a son
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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 des composés minoritaires tels que la menthofuranne, les monoterpénes, les
sesquiterpenes, les esters (Acétate de menthyle) et les oxydes (cinéole), (Abadlia et Chebbour,
2014).

1.3. 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 1’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 I’organe distillé (feuille, fleur, fruit, bois).

— Pour une méme plante dans la méme année selon la saison,

— Pour une méme espéce selon les conditions de culture (ensoleillement, humidité).

— Longueur du jour, fertilité du sol.

— Pour une méme espéce selon les races chimiques ou chémotypes (I'exemple
classique est le thym avec 7 races chimiques).

— Elles sont inflammables et ne contiennent aucun corps gras.

— Elles 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.

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

opague est conseillée.

1.4. Autres Matériels

L’expérimentation a nécessiter 1’utilisation d’autres matériels tel que ; les papiers filtres,
les portoirs, les micropipettes (10-100ul ; 100-1000ul), les ciseaux, les bavettes, les gants, les
pinces, les spatules, les poires, les pissettes, Eppendorf, cassette d’inclusion, les cryotubes, les
moules a paraffine, les lames et lamelles, la Balance a précision, la Centrifugeuse, 1’étuve, le

microtome, le microscope optique, ...etc.
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2. Expérimentation

L’expérimentation s’est effectuée entre le mois de Mai et Juillet, I’administration de
I’huile et les sacrifices sont effectués au niveau de 1’élevage cunicole, tandis que 1’étude
histologique est effectuée au niveau du laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés

terrestres au sein de I’université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.

2.1. Protocole expérimental
Des lapins males agés d’1 mois sont pris au hasard, placés dans des cages spéciales

aménagées a 1’élevage cunicole et répartis en 6 lots.

e 5 ]ots (35 lapins) ont été traités a différentes doses :
D1=200ul/kg pour le Lot1 D2=300ul/kg pour le Lot2 D3=400ul/kg pour le Lot3
D4=500ul/kg pour le Lot4 D5=700ul/kg pour le Lot5

e 1 Lot (7 lapins) témoin (non traités par I’huile essentielle de la Menthe poivrée).

Tous les animaux sont exposés aux mémes conditions de température, de lumiére et
d’humidité, qui sont celles de I’environnement et nourris ad libitum, avec un aliment sec
granulé fabriqué et commercialis¢é par ’ONAB d’Alger (Office National de 1’Aliment de
Betail).

L’eau est distribuée en acces libre permanent par des pipettes individuelles.

2.2. Pesée et administration de I’huile essentielle

Les lapins des différents lots ont été pesés afin de déterminer la quantité de ’huile
essentielle a administrer pour chaque animal et chaque dose. Le volume de I’huile essentielle
pipeté est mélange avec 0.5 ml d’eau et administré par voie orale aux lapins le matin (Figure
15). Cette opération a duré 3 matinées de suite.

Pour déterminer les doses nécessaires pour chaque lapin :

— La1%® dose : 200ul pour chaque 1kg de PV.
— La2°™ dose : 300ul pour chaque 1kg de PV.
— La3*m dose : 400ul pour chaque 1kg de PV.
— La 4™ dose : 5001 pour chaque 1kg de PV.
— La5°™ dose : 7001 pour chaque 1kg de PV.
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Figure 15 : Administration de 1’huile essentielle de la Menthe poivrée par voie orale.

2.3. Sacrifices et prélevements

Une semaine apres 1’administration de 1’huile essentielle, les lapins ont été pesés puis
sacrifiés par saignement le matin entre 9h : 00 et 12h : 00 au niveau de 1’élevage cunicole et le
laboratoire de recherche d’écologie des invertébrés terrestres a 1’universit¢ Mouloud

Mammeri Tizi-Ouzou (Figure 16).
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W T e
Figure 16 : Lapin pesé puis sacrifié.
A : Pesée du lapin ; B : Sacrifice du lapin

Les animaux sont disséqués, leurs épididymes sont prélevés puis dégraissés et pesés

grace a une balance de précision de 0,01g. Les épididymes droits sont fixés au Bouin

Hollande dans des piluliers soigneusement fermés étiquetés pour une étude histologique, alors

que les épididymes gauches sont placés dans des Eppendorfs et congelés a -20°C, jusqu’a leur
utilisation ultérieure (Figure 17).
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Figure 17 : Photographie de la dissection, préléevement des épididymes ainsi que leurs pesées
et fixation.

A : Dissection d’un lapin male ; B : Préléevement des épididymes droits et gauches ; C : Détermination

du poids grace a une balance de précision de 0,01g ; D : Piluliers de fixation contenant les organes.

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

protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes :

— Fixation des échantillons ;

— Déshydratation et éclaircissement ;

— Imprégnation ;

— Inclusion ;

— Confection des coupes et collage ;

— Déparaffinage et réhydratation ;

— Coloration topographique et Déshydratation ;

— Observation des lames.
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3.1. Fixation des échantillons

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

Le fixateur utilis¢ est le Bouin Hollande sublimé (mélange de formol et d’acide
picrique) appartenant a la famille des fixateurs coagulants a base de métaux lourds. Les
organes sont 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 18).

Figure 18 : Fixation des organes par le fixateur Bouin Hollande sublimé.

3.2. Déshydratation et éclaircissement
Les pieces 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 1’éclaircissement.
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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 xylene. Le deuxieme et le
troisieme bain renferment de la paraffine pure, tandis que le premier est constitué¢ d’une
moitié de paraffine et moitié toluene. Un séjour prolongé des pieces dans le deuxieme bain ne
présente aucun inconvénient, a condition que la température ne dépasse pas 60°C.

La déshydratation et I’imprégnation sont réalisées grace a un automate de circulation de
type Leica au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU de Tizi-Ouzou. Ces deux

¢tapes se font apres la programmation de D’appareil et ’insertion des cassettes marquées

\

contenant les pieces (Figure 19).

Figure 19: Appareil de circulation de laboratoire (Lakabi, 2015).

3.4. Inclusion

L’inclusion a pour but de réaliser des coupes fines et régulieres. Les organes sont placés
dans des moules spécifiques dont les formes sont adaptées aux dimensions de 1’organe, et
dont on a versé de la paraffine au préalable. Lorsque les bordures de la paraffine commencent
a durcir, on place la partie marquée de sa cassette dans le moule, on coule de la paraffine
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fondue jusqu’a ce que celle-ci soit totalement immergée. Les moules sont ensuite posés sur
une plaque refroidissante pour durcir. Les blocs obtenus sont démoulés facilement et peuvent
étre conservés sans dommage (Figure 20).

Moule a
paraffine

Cassettes

Figure 20 : Organes placés dans des moules qui recevront la Paraffine.

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’anatomopathologie du CHU de Tizi-Ouzou. Les coupes sont réecupérées sur des lames
porte-objet propres qui seront incubées tout une nuit a 38°C dans une étuve pour fixer

I’échantillon a la lame (Figure 21).

Figure 21 : Photographie d’un microtome a gauche et du bain Marie a droite.

3.6. Déparaffinage et réhydratation
Avant de procéder a la coloration les lames doivent étre déparaffinées et placées dans un
milieu aqueux, car les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux.
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Le déparaffinage est une opération qui permet de retirer la paraffine qui imprégne la

coupe. Il est suivi d’une réhydratation, qui est une séquence inverse de celle de la

déshydratation (Figure 22). Il consiste en deux bains de xyléne, puis en bains d’alcool
éthylique a des degreés décroissants (100°, 90°, 70°,50°).

Figure 22 : Bains d’alcool et de xyléne de la circulation.

3.7. Coloration topographique et Déshydratation

La coloration topographique de Trichrome de Masson a été choisie pour la coloration des
échantillons (Figure 23). Cette coloration permet de mettre en évidence (grace aux colorants
utilises) le noyau en noir, le cytoplasme acidophile et le nucléole en rose, les sécrétions sont
soit rouges soit vertes en fonction de leur nature, les muscles sont rouges et les fibres de
collagenes sont vertes. Cette coloration est suivie d’une déshydratation dans des bains
d’alcool éthylique a degrés croissants (50°, 70°,90°, 100°) (Figure 24).

Figure 23 : Série d’une coloration topographique.
A : Hématoxyline ; B : Fuchsine Ponceau ; C : Eau Acétifiée ; D : Acide Phosphomolybdique ; E :
Eau Acétifiée ; F : Vert Lumiére ; G : Eau Acétifiée.
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Figure 24 : Maquette de déshydratation.

3.8. Observation des lames

L’observation des lames se fait a I’aide d’un microscope photonique de type optica qui
permet d’observer toute variation ou modification des structures histologiques des épididymes
(Figure 25). Des photographies sont prises grace a un appareil photo numérique, de ce fait le

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

G=Vobj x Vz x Agrandissement de I’appareil

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

Figure 25 : Photographie de 1’observation des lames.
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4. Etude statistique

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

La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque parametre,
suivie par la valeur de I’erreur standard liée a la moyenne « ESM ».

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

probabilités « P » :

— SiP<0.001 : La différence est hautement significative=****
— SiP<0.01: La différence est tres significative=***

— SiP<0.02 : La différence est significative=**

— SiP<0.05: La différence est peu significative=*

— SiP>0.05: La différence est non significative
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Les résultats obtenus portent sur des paramétres macroscopiques avant et apres
administration de I’huile essentielle de la Menthe poivrée, a savoir le poids corporel, le poids
épididymaire et le poids épididymaire relatif, ainsi que sur des parameétres microscopiques

révelant la structure histologique des épididymes.

1. Résultats de I’étude macroscopique

L’étude macroscopique porte sur le poids corporel avant et aprés administration de
I’huile essentielle de la Menthe poivrée, ainsi que les poids épididymaires et le poids
¢pididymaire relatif des lapins infantiles traités a des doses différentes (dose 1 : 200ul/kg,
dose 2 : 300ul/kg, dose 3 : 400ul/kg, dose 4 : 500ul/kg et dose 5 :700ul/kg).

1.1. Poids corporel

Le poids corporel en kilogramme (kg) est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur
standard liée a la moyenne (ESM).

La Figure 26 représente la valeur moyenne du poids corporel des lapins infantiles avant

et apres I’administration de 5 doses de I’huile essentielle de la Menthe poivrée.
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Figure 26 : Représentation graphique des poids corporels des lapins infantiles de la
population blanche avant et aprés traitement par 1’huile essentielle de la Menthe poivrée a
différentes doses.

T : Témoin ; JO : Poids corporel avant traitement ; J7 : Poids corporel aprés traitement.

(*) : Comparaison entre JO et J7 de la méme dose.

(*) : Comparaison entre doses successives.
(*) : Comparaison entre dose et témoin.
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La valeur moyenne du poids vif des lapins traités par 1’huile essentielle de la Menthe
poivrée a (J7) est plus élevée que celle avant le traitement (JO). Un gain maximal de 0.27 kg
est observé apres 1’administration de la dose 3 de 400 pl/kg, alors qu’un gain minimal de 0.09
kg est observé aprés I’administration de la dose 5 de 700 pl/kg.

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

Le poids corporel des témoins a J7 est de 0.64 kg, alors que celui des traités est de 0.56
kg a la dose 1 de 200 ul/kg qui augmente jusqu’a 0.76 kg a la dose 3 de 400 ul/kg pour
ensuite diminuer jusqu’a 0.45 kg a la dose 5 de 700 pl/kg.

Nous avons constaté que le poids corporel des témoins est inférieur a celui des animaux
traités a J7. D’ailleurs, la comparaison entre leurs poids a montré une différence tres
significative (P<0.01) a la dose 5 de 700 pl/Kkg.

L’effet dose sur le poids corporel a révélé une corrélation positive des poids vifs a partir
de la dose 1 de 200 pl/kg jusqu’a la dose 3 de 400 pl/kg puis une évolution inversement
proportionnelle est observée a partir de la dose 4 de 500 pl/kg. Ces variations révelent une
différence significative (P<0.02) a la dose 4 de 500 pl/kg et une différence hautement
significative (P<0.001) a la dose 5 de 700 ul/Kkg.

1.2. Poids épididymaires

Le poids de I’épididyme en gramme est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur
standard liée a la moyenne (ESM).

Le poids des épididymes totaux ainsi que celui des épididymes droits et gauches des
lapins infantiles en fonction de la dose de I’huile essentielle de la Menthe poivrée administrée
sont représentés dans les figures 27 et 28.

Le poids moyen des épididymes des témoins a J7 est de 0,22 + 0,01 g, alors que chez les
lapins traités il est de 0,26 = 0,02 g a la dose 1 de 200 ul/kg, cette valeur augmente jusqu’a
0,54 £ 0,04 g a la dose 3 de 400 pl/kg pour ensuite diminuer jusqu’a 0,24 + 0,01 g a la dose 5
de 700 pl/Kkg.

Nous avons constaté que le poids moyen des épididymes des témoins est inférieur a
celui des traités a J7. D’ailleurs, la comparaison entre leurs poids a montré une différence
hautement significative (P<0.001) a la dose 2 de 300 ul/kg et la dose 3 de 400 ul/kg et une
différence tres significative a la dose 4 de 500 pl/kg.
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Figure 27 : Représentation graphique du poids moyen des épididymes des lapins agés de 1
mois de la population blanche traités par 1’huile essentielle de la Menthe poivrée a différentes
doses.

T : Témoin ; PET : Poids épididymaire total.

(*) : Comparaison entre doses successives.

(*) : Comparaison entre dose et témoin.
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Figure 28 : Représentation graphique du poids moyen des épididymes droits et gauches des
lapins &gés de 1 mois de la population blanche traités par I’huile essentielle de la Menthe
poivrée a différentes doses.
T : Témoin ; ED : Epididyme droit ; EG : Epididyme gauche.
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L’effet dose sur le poids moyen des épididymes a montré que plus la dose de I’huile
essentielle de la Menthe poivrée administrée augmente plus le poids des épididymes
augmente et cela en allant de la dose 1 de 200 ul/kg jusqu’a la dose 3 de 400 pul/kg, alors que
a partir de la dose 4 de 500 ul/kg plus la dose de I’huile essentielle administrée augmente plus
le poids épididymaire diminue. Ces variations sont hautement significatives (P<0.001) a la
dose 2 de 300 pl/kg et trés significative (P<0.01) a la dose 4 de 500 pl/kg et la dose 5 de 700
pl/kg.

Cependant, la comparaison entre le poids moyen des épididymes droits et gauches chez
les lapins témoins et les traités a révélé que le poids moyen des épididymes gauches est
Iégérement plus élevé que celui des épididymes droits. Néanmoins I’étude statistique n’a

révéleé aucune différence significative.

1.3. Poids épididymaire relatif

Les valeurs moyennes des poids relatifs des épididymes des lapins infantiles traités par
I’huile essentielle de la Menthe poivrée a différentes doses sont représentées dans la figure 29.

Le poids épididymaire relatif est exprimé par la valeur moyenne =+ I’erreur standard li¢e
a la moyenne.
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Figure 29 : Représentation graphique des poids épididymaires relatifs des lapins infantiles
traités par I’huile essentielle de la Menthe poivrée a différentes doses.
T : Témoin ; PV : Poids vif.
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Nous avons constaté que le poids relatif épididymaire des témoins est inférieur a celui
des traités a J7. Il est de 0,03 = 0,0009 chez les témoins, alors qu’il augmente chez les traités
de la dose 1 de 200 pl/kg a la dose 3 de 400 ul/kg allant de la valeur de 0,04 + 0,004 a la
valeur de 0,07 = 0,002 pour ensuite diminuer jusqu’a 0,05 = 0,002 a la dose 5 de 700 pl/kg.

L’effet dose sur le poids épididymaire relatif a révélé une corrélation positive a partir de
la dose 1 de 200 pl/kg jusqu’a la dose 3 de 400 pl/kg, puis une évolution inversement
proportionnelle est observée a partir de la dose 4 de 500 pl/kg.

2. Résultats de I’étude microscopique
L’observation au microscope photonique a permis de distinguer des différences de

I’organisation de la structure histologique des épididymes.

2.1. Epididymes des lapins témoins
L’observation au microscope photonique de la coupe histologique de I’épididyme des
lapins témoins représentée dans la figure 30, montre des tubes maintenus entre eux par un
tissu conjonctif intertubulaire formé de fibres conjonctives éparpillées, des cellules
musculaires, des fibroblastes et des vaisseaux sanguins.

La lumiére des tubes épididymaires apparait vide et dépourvue de spermatozoides. Elle
est entourée d’un épithélium cubique simple constitué exclusivement de cellules principales
dépourvues de stéréocils émanant de leurs parties apicales.

Chaque section épididymaire apparait entourée par une ou deux couches de cellules

musculaires lisses tres aplaties formant une ceinture autour du tube épididymaire.
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Figure 30 : Coupe histologique de I’épididyme des lapins infantiles témoins de la population
blanche (Originale, 2020)
lu : lumiére ; tc : tissu conjonctif ; cp : Cellule principale

2.2. Epididymes des lapins traités par I’huile essentielle de la Menthe Poivrée a
différentes doses
La structure histologique de I’épididyme des lapins traités aux différentes doses
(200ul/kg, 300ul/kg, 400ul/kg, 500ul/kg et 700ul/kg) montre au fort grossissement un tissu
conjonctif intertubulaire qui contient des fibres conjonctives mieux organisés, des cellules
musculaires, des fibroblastes et des vaisseaux sanguins.

p. 46



Chapitre IV Résultats et Discussion

L’observation microscopique des différentes coupes histologiques réalisées sur les
¢épididymes des lapins infantiles traités par 1’huile essentielle de la Menthe poivrée a montré
des variations structurales selon la dose administrée.

L’¢épithélium des lots traités par la dose 1 et la dose 2 est prismatique alors qu’il était
cubique chez les témoins, d’une hauteur plus importante chez les traités par rapport aux
témoins, encore plus chez les animaux traités par la dose 2 (Planche 1 A) que chez ceux
traités par la dose 1 (Planche 1 B). Il est constitué de cellules principales occupant presque la
totalité de 1’épithélium possédant des stéréocils couts et peu nombreux chez le lot traité par la
dose 1, alors qu’ils sont nombreux chez le lot traité par la dose 2. On y trouve également des
cellules basales réparties de facon discontinue le long de la lame basale pour le lot traité par la
dose 1 contrairement aux lapins traités par la dose 2 avec les cellules étroites qui apparaissent
(Planche 1 B).

L’épithélium des épididymes des lapins traités par la dose 3 est prismatique stratifié
avec la présence de cellules principales tres hautes munies de stéréocils plus grands et plus
nombreux que celles des animaux traités par les doses précédentes au niveau de leur péle
apicale, ainsi que la présence de cellules étroites (Figure 31).

En revanche, 1’épithélium ¢épididymaire des lapins traités par la dose 4 est
pseudostratifié, présentant des cellules principales moins hautes que celles des épithéliums
épididymaires des lapins traités par la dose 3, avec des stéréocils peu développés ainsi que des
cellules basales et des cellules étroites moins nombreuses (Planche 2 A).

L’¢épithélium des lapins traités par la dose 5 est prismatique ressemblant a celui des
lapins traités par la dose 1 et 2, constitué de cellules principales moins hautes que celles des
épithéliums des lapins traités par la dose 3 et 4, avec des stéréocils trés courts et moins
nombreux et quelques cellules basales (Planche 2 B).

La lumiere des tubes épididymaires traités a différentes doses est dépourvue de
spermatozoides, et son diamétre varie en fonction de la dose administrée. Plus la dose
administrée augmente en allant de la dose 1 a la dose 3, plus la lumiére des tubes se rétrecie,
et reste toujours inférieur a celle du témoin avec début d’apparition des premiéres sécrétions a
la dose 2 et qui sont en abondance a la dose 3. Tandis que leur diamétre augmente aux doses 4

et 5, et les sécrétions diminues et sont presque absentes a la dose 5.



Chapitre 1V

Résultats et Discussion

Planche 1 : Coupes histologiques des épididymes des lapins
infantiles de la population blanche traités par [I’huile
essentielle de la Menthe poivrée aux doses D1 de 200ul/kg et
D2 de 300ul/kg (Originale, 2020).

A : Dose 1 (200ul/kg) ; B : Dose 2 (300ul/kg) ; lu : Lumiére ; s :
sécrétion ; sc : stéréocils ; cp : Cellule principale; cb : Cellule
basale ; ce : Cellule étroite ; tc : Tissu conjonctif.
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Figure 31 : Coupe histologique de 1’épididymes des lapins infantiles de la population blanche
traités par I’huile essentielle de la Menthe poivrée a la dose D3 de 400pul/kg (Originale, 2020).
lu : lumiere ; tc : tissu conjonctif ; cb : cellule basale ; cp : Cellule principale ; s: sécrétion ; ce :
cellule étroite ; sc: stéréocils ; vs : vaisseau sanguin.
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Résultats et Discussion

Planche 2 : Coupes histologiques des épididymes des
lapins infantiles de la population blanche traités par
I’huile essentielle de la Menthe poivrée aux doses D4
de 500ul/kg et D5 de 700ul/kg (Originale, 2020).

A : Dose 4 (500ul/kg) ; B : Dose 5 (700ul/kg) ; lu : Lumiére ;
tc : Tissu conjonctif ; cb : Cellule basale ; cp : Cellule
principale ; ce : Cellule étroite ; st : Stéréocils ; s : sécrétion.
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Discussion

Les reésultats obtenus dans cette étude montrent des modifications des paramétres
macroscopiques (poids corporel et poids épididymaire), ainsi que des variations structurales
des épididymes des lapins infantiles traités par 5 doses différentes de 1’huile essentielle de la

Menthe poivrée.
1. Parametres macroscopiques

L’étude des paramétres macroscopiques (poids corporel et poids épididymaire)
montrent des valeurs plus importantes chez les lapins traités par 1’huile essentielle de la
Menthe poivrée a différentes doses par rapport a celles des témoins, de ce fait on constate que
I’huile essenticlle de la Menthe poivrée a un effet sur le poids corporel et le poids
épididymaire.

L’augmentation de la dose est en corrélation avec I’augmentation du poids corporel et
du poids épididymaire total en allant de la dose 1 de 200ul/kg a la dose 3 de 400pl/kg ou on a
la valeur maximale. En revanche, on a une régression du poids corporel et du poids
épididymaire total a partir de la dose 4 de 500pl/kg.

Le poids épididymaire relatif a 100g de poids vif montre que le poids épididymaire total
suit de facon synchrone les valeurs du poids corporel.

Les résultats obtenus corroborent avec ceux obtenus par Badaoui et Djera (2019), ceux
obtenus par Abdi et Meziani (2019) ainsi que ceux obtenus par par Amisaada et Amellal
(2019) sur les huiles essentielles de la Menthe poivrée et du Romarin a verbénone « Salvia
rosmarinus » qui ont engendré une hausse des paramétres macroscopiques (Poids corporel,
poids et volume testiculaire et épididymaire) qui est un indicateur de fertilité chez le lapin
maéle de la population blanche.

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

Haeri et al. (2006) ont noté une amélioration considérable de tous les paramétres
évalués tels que la puissance, la fecondite, I'indice de fertilité et la taille de la litiere apres le
traitement des rats par 1’huile essentielle de la sarriette (Satureja khuzestanica), aux doses de
75, 150 et 225 mg / kg / jour pendant 45 jours.
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Les recherches de Nantia et al (2007); Soy et al (2018), ont montré que le poids
corporel des rats accroit avec le temps suite a un traitement par les extraits éthanolique des
feuilles de Mentha piperita pendant 60 jours et méthanolique de la baselle appelée également
épinard de Malabar « Basella alba L » a la dose de 80ul pendant 30 jours qui ont utilisés
respectivement.

Selon Nassem et al. (1998), des extraits de graines de la margose appelée aussi melon
amer « Momordica charantia » testés chez des rats pendant 35 jours ont montré une
augmentation du poids épididymaire, ce qui suggeére que cet extrait possede des propriétés
androgéniques.

Par ailleurs, I'extrait aqueux de la graine de I’illipe nommée aussi arbre a beurre
«Madhuca latifolia » a été administré a des rats albinos méles a la dose de 2 g/kg pendant 21
jours. Le résultat a montré une réduction significative du poids des testicules, épididyme,
vesicule séminale et nombre de spermatozoides et le taux de testostérone. L'étude a révélé que
cette graine est un puissant agent antispermatogene (Gopalkrishnan et Shimpi., 2011).

L’extrait de Menthe verte « Mentha spicata » (a la dose de 20 g /I pendant 35 jours)
provoque une diminution significative du poids des testicules, épididymes, vésicule séminale
et prostate. Tandis qu’a la dose de 40g/l pendant 25jours, elle a causé une diminution
significative de LH sérique, FSH, testostérone et taux des spermatozoides au niveaux de
I’épididyme (Kumar et al., 2008).

2. Parametres microscopiques

L’étude des paramétres microscopiques des épididymes des lapins infantiles traités par
I’huile essentielle de la Menthe poivrée a différentes doses a montré des variations
structurelles de 1’épithélium épididymaires tels que des changements de la hauteur des
cellules principales et 1’apparition des cellules basales, étroites et développement des
stéréocils, ainsi que des modifications du diametre de la lumiere des tubes épididymaires et
I’apparition des sécrétions.

Ces changements s’accentuent en allant de la dose 1 de 200ul’kg a la dose 3 de
400ul/kg, puis a partir de la dose 4 de 500ul/kg ces modifications sont a moindre degré par
rapport aux doses précédentes. Néanmoins, la structure épididymaire reste toujours modifiée
par rapport aux témoins.

Les résultats obtenus corroborent avec ceux obtenus par Yayaoui (2018) qui a constaté
que T’huile essenticlle de la Menthe poivrée a engendré le déclanchement de la

spermatogenese chez le lapin male de la souche synthétique.
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Les variables microscopiques comme le diametre du tube épididymaire, la nature de son
épithélium ou encore la taille de ses cellules sont utilisées comme indicateurs de la maturité
sexuelle et concordent modérément avec les variables macroscopiques en donnant une
information supplémentaire quant a la maturité fonctionnelle des épididymes (Schinckel et al.,
1983 ; Chemes, 2001).

Les résultats obtenus par Mohammad et al. (2009), sur I’effet des grains de nigelle sur
la spermatogenése et la fertilité des rats males albinos auxquels 1’extrait aqueux de nigella
sativa a 300mg/kg a été administré par voie orale, a entrainé 1’augmentation significative de la
hauteur des cellules épithéliales et de la fonction sécrétoire au niveau de la téte et la queue de
1I’épididyme chez les groupes traités par rapport aux groupes témoins.

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

Par ailleurs, I'extrait de fleurs de benzéne de Hibiscus rosa sinensis a une activité
antifertilité. D’ailleurs 1’administration de cet extrait a des rats albinos méles, a la dose de 200
mg/kg de poids corporel, a induit une diminution du poids corporel et des organes
reproducteurs tels que les testicules et les épididymes avec une réduction significative de la
numération des spermatozoides et de motilité du sperme (Kumar et al., 2014).

D’autre part, l'extrait aqueux du goyavier « Psidium guajava» a une activité
contraceptive. En effet, traiter des rats albinos males par cet extrait aux doses de 250 et 500
mg/kg de poids corporel induit une reéduction significative du poids des organes
reproducteurs, des taux de testostérone, de cholestérol total, de triglycérides dans le sérum
(Choudhury et Sinha., 2014).

L’administration de I'extrait aqueux de gousses seches d’Acacia nilotica a été donné a
des rats Wistar méles a la dose de 200 mg/kg de poids corporel provoque une réduction
significative de la motilité et de la concentration de spermatozoides et les taux de testostérone.
L’étude histopathologique des organes reproducteurs a montré qu'une dose d'Acacia nilotica
perturbait l'architecture des tubules et du processus de spermatogenése, possédant ainsi une

activite antifecondante (Lampiao., 2013).
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Conclusion

L’étude sur les effets de I’huile essentielle de la Menthe poivrée a 5 doses différentes
(200 pl/kg, 300 ul/kg, 400 ul/kg, 500 ul/kg et 700 pl/kg) sur des lapins males infantile de la
population blanche, nous a permis d’évaluer de fagon expérimentale les changements qu’elle
apporte au niveau macroscopique et microscopique, a savoir le poids corporel, le poids
épididymaire ainsi que la structure histologique des épididymes.

Les résultats obtenus ont permis de constater que les effets de cette huile sont dose-
dépendant. En effet le poids corporel et le poids épididymaire augmentent de facgon
proportionnelle avec 1’augmentation de la dose avec un effet maximal a la dose 3 (400 ul/kg).
Cependant, au-dela de cette dose les valeurs du poids corporel et du poids épididymaire
deviennent inversement proportionnelles aux doses précédentes.

Par ailleurs, les changements structuraux au niveaux epididymaire commence dés
I’administration de la dose 1 (200 pl/kg), les cellules principales deviennent prismatiques
avec développement des stéréocils. A la dose 2 de 300ul/kg, I’activité sécrétoire débute et un
nouveau type cellulaire apparait (cellules basales). Ces changements s’accentuent a la dose 3
de 400ul/kg, les cellules principales deviennent plus abondantes avec une plus forte activité
sécrétoire laissant une lumiére d’un diametre étroite, les stéréocils deviennent plus nombreux,
les cellules basales sont plus nombreuses et un autre type cellulaire s’ajoute au précédents qui
sont les cellules étroites. Néanmoins, & partir de la dose 4 de 500pl/kg ces changements
s’amoindrissent, la hauteur des cellules principale n’atteint pas celle des précédentes, les
secréetions sont plus faibles, et a la dose 5 de 700 pl/kg la lumiére est plus large sans sécrétion.

Sachant que I’activité cellulaire au niveau de I’épithélium épididymaire ainsi que les
différents facteurs de croissance responsables des variations pondérales, sont en étroite
relation avec la régulation régit par 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, ces différentes
modifications au niveau macroscopique et microscopique sont probablement induites par un
signal hormonal du fait que I’huile essentielle est un produit aromatique riche en phyto-
cestrogene.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét de réaliser cette étude dans
un temps plus large et des doses plus importantes sur un effectif plus grand et renforcer cette
¢tude par une étude histomorphométrique pour étudier les effets de 1’huile essentielle de la
Menthe poivrée sur le volume des tubes épididymaires, les variations hormonales
(testostérone, FSH et LH) ainsi que le dosage des parametres biochimiques pour appuyer les

résultats obtenus afin d’identifier les effets de cette huile sur la fertilité.
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ANNEXES

Annexe 1 : Fiches techniques d’histologie

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

Broyer a froid dans un mortier :

Acétate de cuivre 2,54¢.
Eau distillée 100 ml
Agiter puis ajouter peu a peu :

Acide picrique____ 4q.

Le liquide se conserve indéfiniment.
Filtrer apres complete dissolution et ajouter :
Formaldéhyde 36-40% (en solution saturée).

Fiche technique N° 2 :
Eau gélatinée de Masson (Martoja,1967) :

Gélatine en poudre
Eau distillée

Verser la poudre dans 1’eau 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.
Eau acétifieceal% Rincage.
Orange G 5 minutes.
Eau acétifieceal% Rincage.
Vert lumigre 5 minutes.
Eau acétifieceal% 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 :
Premiere solution : Acide sulfurique
concentré

Eau distillée 50 ml
Deuxieme solution :

Hématoxyline | 059
Alcool a 95° 50 ml

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

Se conserve pendant trois mois environ.
Mélange fuchsine acide ponceau (Martoja,
1967) :

Préparation a froid :

Fuchsine acidke 0,1¢g
ponceau .~ 0249
Eau distillée 300 ml
Apreés dissolution ajouter :

Acide acétique | 0,6 m
Conservation illimitée

Orange G (Martoja, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou
phosphotungstique 3abg
Eau distillée 100 ml
Orange G 29
Conservation illimitée

Vert lumiere (Martoja, 1967) :

Vert lumiere 19
Eau distillée 100 ml
Acide acétique 0,2 ml

Conservation illimitée

p. 66



Résumé

L'objectif de cette étude est de déterminer les effets de I’huile essentielle de la Menthe
poivrée a différentes doses sur les paramétres macroscopiques et microscopiques incluant les
structures épididymaires des lapins males infantiles de la population blanche (Oryctolagus
cuniculus). Cette étude est portée sur 42 lapins traités par cette huile essentielle a 5 doses
différentes (D1 de 200ul/kg, D2 de 300 pl/kg, D3 de 400 ul/kg, D4 de 500ul/kg et D5 de
700ul/kg). Les animaux sont répartis en 6 lots dont 1 lot destiné aux témoins et 5 autres lots
destinés aux lapins traités. Apres avoir été pesés, ces animaux ont été traités avec une dose
unique de I’huile essentielle par voie orale. Une semaine apres, les lapins sont sacrifiés et les
épididymes sont prélevés, pesés puis fixés pour effectuer une étude histologique. La présente
étude révele des changements des parametres macroscopiques et microscopiques chez les
lapins traités, en I’occurrence 1’augmentation du poids corporel et épididymaire ainsi que des
modifications du type et de 1’activités cellulaire au niveau de 1’épithélium en allant de la dose
D1 a la dose D3 et au-delas de cette dose 1’effet inverse est observé jusqu’a la dose D5. De ce
fait, ces modifications mettent en évidence I’effet dose sur I’amélioration de la fertilité chez le
lapin male.

Mot clés : Lapin, Epididyme, fertilité, Reproduction, Huile essentielle, Menthe poivrée.
Abstract

The objective of this study is to determine the effects of Peppermint essential oil at
different doses on the macroscopic and microscopic parameters including the epididymal
structures of infantile male rabbits of the white population (Oryctolagus cuniculus). This
study is carried out on 42 rabbits treated with this essential oil at 5 different doses (D1 of 200
pl / kg, D2 of 300 pl / kg, D3 of 400 ul / kg, D4 of 500 ul / kg and D5 of 700 ul / kg). The
animals are divided into 6 batches, including 1 batch intended for controls and 5 other batches
intended for treated rabbits. After being weighed, these animals were treated with a single
dose of the essential oil by mouth. One week later, the rabbits are sacrificed and the
epididymis are removed, weighed and then fixed for a histological study. The present study
reveals changes in the macroscopic and microscopic parameters in the treated rabbits, namely
the increase in body and epididymal weight as well as changes in cell type and cell activity at
the level of the epithelium, ranging from dose D1 to dose D3 and beyond this dose the
opposite effect is observed up to dose D5. Therefore, these changes demonstrate the dose
effect on improving fertility in male rabbits.

Keywords: Rabbit, Epididymis, fertility, Reproduction, Essential oil, Peppermint.
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