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Introduction

Les métaux lourds, également appelés éléments traces métalliques, sont naturellement présents
dans I'environnement sous forme de traces. De nos jours, avec le développement des activités
industrielles de ’homme, plusieurs substances toxiques sont propagées dans la nature, telles
que les métaux lourds, substances nocives pour I’homme et I’animal et qui engendrent plusieurs
Iésions sur le plan anatomique, physiologique mais aussi reproducteur. Parmi ces métaux
lourds, 1’acétate de plomb qui peut étre a I’origine d’une toxicité de I’organisme exposé,

touchant ainsi les organes tels que les gonades (Saka et al., 2011).

Le plomb est 1’élément chimique de numéro atomique 82, de symbole Pb avec une masse
atomique standard de 207,2. C’est un métal malléable, gris bleuatre, flexible et qui blanchit
lentement en s’oxydant, il est aussi un élément toxique et mutagene (Kabata-Pendias, 1992).
Une forte exposition au plomb est associée a un risque d’infertilité ou de mal formation, il peut
atteindre 1’appareil reproducteur responsable par I’altération de la spermatogenése et la

diminution du niveau de testostérone (Missoun, 2012).

Le stress oxydatif est un phénomeéne qui résulte d’un déséquilibre de la balance
« proxydants/antioxydants » en faveurs des antioxydants , qui se traduit par des dommages
oxydatifs de I’ensemble cellulaire de 1’organisme hote tel que des altérations des protéines
enzymes ,risque de mutations cancérigenes ...Un stress oxydatif peut donc se développer suite
a une surproduction des oxydants comme les ERO ( espéces réactives a 1’oxygene) ou a une

diminution du systéme antioxydant (Sergent. Et al.,2000).

Chez les mammifere, 1’appareil reproducteur male regroupe les testicules 1’épididyme, la
prostate et les vésicules séminales. Il permet une fonction exocrine qui est de géneérer, stocker
et transporter le matériel génétique contenu dans les cellules sexuelles males
« spermatozoides ». Il est aussi doté d’une fonction endocrine représenté par la stéroidogenése
sous le controle de 1’axe hypothalamo-anthéhypophysaire. Les souris blanches Mus musculus
sont des animaux de laboratoires trés utilisés dans le monde en expérimentations diverses , en
biologie ou en recherche médicale mettant en évidence plusieurs hypothéses. Ces mammiferes
sont choisis par le fait de la similarité trés significative de leur organisme et leur physiologie

avec I’homme.

Notre travail fait partie des travaux de recherche de Dr.Lakabi et Dr.Akdader , dont I’objectif
est de rechercher et déterminer les effets reprotoxique de 1’Acétate de Plomb chez la souris
male adulte Mus musculus , sur les paramétres macroscopique pondéraux : poids des testicules

et épididymes ; ainsi que sur la balance du stress oxydatif.



Introduction

Ce travail se divise en quatre chapitres, le premier s’agit de rappels bibliographiques sur
I’anatomie et I’histologie du testicule et I’épididyme de la souris méale ainsi que la physiologie
de la reproduction , le deuxiéme sur le stress oxydant et la balance oxydative. Le troisieme
comporte la partie expérimentale ainsi que les matériel et méthodes utilisées durant cette
expérimentation. Le quatriéme s’étend sur les résultats obtenus et discussions. Et enfin, le

travail comportera une conclusion pour tirer une déduction et une perspective sur cette étude.
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1. Anatomie de ’appareil reproducteur de la souris méle

L’appareil reproducteur male est principalement constitué de testicule et épididyme qui assurent

la maturité biologique des gametes males (figurel).

Il comprend également un certain nombre d’organes annexes ,ensembles de conduits tels que
le canal déférent, urétre, pénis ainsi que des glandes annexes telles que la prostate, la vésicule
séminale et les glandes de Cowper qui assurent ensemble le transport et la maturation
biologique des spermatozoides (Poirier et Poirier, 1993).

Vésicules séminales

A T
Prostate

b

Figure 1 : Appareil génital de la souris male (Original, 2023)
1.1. Anatomie du testicule

Le testicule est un organe pair, ovoide et producteur de gametes males localisé dans le scrotum.
Il est coiffé par 1’épididyme et recouvert par deux tuniques : une tunique vaginales dérivee du
péritoine et une tunique plus profonde fibreuse 1’albuginée (Marieb, 2005). Le testicule se loge
dans le scrotum qui est un sac de peau de fascia superficielle suspendu a I’extérieur de la cavité
abdominale pelvienne au niveau de la racine du pénis ; la cloison médiane septum du scrotum
le divise en deux moitiés qui logent chacune d’elle un testicule (figure2). La localisation
superficielle du scrotum permet au testicule de maintenir une température inférieure a 3°C par
rapport a celle du corps et donc représente une adaptation essentielle pour les spermatozoides.
Ces modifications du scrotum qui se rétrécit au temps du froid pour réduire la chaleur en se
relachant en temps chaud pour augmenter la surface de refroidissement, sont essentielles pour

maintenir
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une température intra-scrotale stable qui sont permises par deux muscles : le dartos couche
musculaire lisse située dans le fascia superficiel et le crémaster tissus musculaire squelettique

bandé permettant I’ascension des testicules (Marieb,2005)

Coiffe épididymaire

canaux efférents *
corps d'highmore

rete testis

canal
épididymaire

tubes

séminiféreg canal

- déférent

tube droit

lobule N
testiculaire g

albuginde

Testicule

Figure 2 : Schéma d’un testicule (Ophys,2015).

Le testicule est composé par de nombreux lobules coniques (200 a 300), séparés par des fines
cloisons conjonctives ,chaque lobule renferme 3 ou 4 tubes séminiféres longs de 1m chez
I’homme (Poirier, 1976).

Les tubules séminiféres contournés de chaque lobule convergents vers un tubule séminifére
droit qui transporte les spermatozoides jusqu’au rete testis (un réseau de canaux). Les
spermatozoides quittent le testicule par les canicules efférents et pénétrent dans 1’épididyme qui

épouse la surface du testicule (Mareib, 2005).
1.2 Anatomie de I’épididyme

L’¢épididyme est un long canal adhérent au testicule et pelotonné sur lui-méme avec un
attachement au pole crénial du testicule par les conducteurs efférents et le tissus connectif de la
tunique de la téte (figure 3). Il se compose de ’épididyme proximal et 1’épididyme distal.

L’¢épididyme s’épaissit au fur et a mesure qu’il s’éloigne de son origine de six ou sept branches
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au sommet du testicule. Les conduits efférents qui communiquent de maniére proximale avec

le rete testis anastomosent distalement le long du tube épididymaire (Turner, 2005).

L’¢épididyme est divisé en trois parties :

e Latéte : une partie renflée qui coiffe le pole antérieur de testicule ;

e Le corps : une partie plus mince ;

e La queue : une partie plus dilatée de I’épididyme. Le transit épididymaire permet le
transport (par contractions) le stockage (par la queue de I’épididyme) et I’acquisition

de la motilité des spermatozoides (Lawrence et al., 2015).

Figure 3: Schéma d’un épididyme (Johnson et al., 2005)

1.3. Canal déférent

Appelé également spermiducte, le cana déferent est le prolongement de 1’épididyme qui
lorsqu’il s’¢largit a son extrémité il forme une ampoule (Setchell et Brooks, 1988). Le canal
déférent conduit les spermatozoides qui migrent de la paroi épididymaire grace a leurs flagelle
et contractions jusqu’aux ampoules du conduit déferent pour le stockage (Thibault et
Levasseur, 2001).

1.4. Urétre

L’uretre part de la vessie jusqu’a I’extrémité du pénis ; c¢’est un conduit pénien servant pour

I’érection d’urine et du sperme (Baronne, 2001).
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1.5. Glandes annexes

L’appareil reproducteur de la souris male comporte trois principales glandes annexes : la
vésicule séminale droite et gauche ; la prostate impaire et médiane ; et les glandes de Cowper

qui participent a I’élaboration du liquide séminal (sperme).
1.6. Vesicules séminales

Les vésicules séminales s’abouchent dans la partie proximale des canaux €jaculateurs. Elles
secretent un liquide clair visqueux qui contient en particulier du fructose indispensable a la vie

des spermatozoides (Robert et Vincent, 1993).
1.7. Prostate

La prostate est traversée par l’urétre et c’est dans sa lumiere que se déversent les canaux
prostatiques. Le liquide prostatique est riche en enzymes (dont les phosphatases) et en

prostaglandines (Robert et Vincent ,1993)
1.8. Glandes de Cowper

Les glandes de cowper sont appelées glandes bulbo-urétrales, ce sont des glandes muqueuses

qui se déversent dans 1’urétre pénien (Robert et Vincent, 1993).
1.9. Organes génitaux externes

Les organes génitaux externes sont représentés par les bourses droites et gauches qui logent le
testicule et le pénis organe copulateur et de miction et transfert de spermatozoides qui est
traversé par ’urétre pénien ; il contient des corps caverneux (corps érectiles) et corps spongieux
a son extrémité dorsale et s’¢largit pour former le gland. Les corps caverneux qui permettent

I’érection du pénis au cours de I’accouplement ou acte sexuel (Robert et Vincent, 1993).
2. Histologie de I’appareil reproducteur de la souris male
2.1. Histologie du testicule

Le testicule est délimité par une enveloppe épaisse et résistante et fibreuse : I’albuginée ; qui
est une enveloppe dense tapissée par un tissu conjonctif jusqu’a la région media tinum testis du

testicule qui contient le réseau de canaux rete testis (Jégou et al., 2014).

Il est parcouru par les vaisseaux testiculaires et un tissu conjonctif fibreux ou sa partie
supérieure s’épaissit pour former le corps d’Highmore qui est un prisme rectangulaire enfoncé

dans le parenchyme testiculaire perforé par des canaux du rete testis contenant les tubes

6
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séminiferes et drainé par des canaux pelotonnés : cones efférents qui se prolongent par le canal
épididymaire (Kohler, 2010).

Le testicule est composé de deux compartiments distincts : un compartiment germinale et
cellules de Sertoli et un compartiment interstitiel qui contient les cellules de Leidig (Thibault
et Levasseur, 2001).

2.1.2. Tube séminifére

Le tube séminifeére est I'unité fonctionnelle principale du testicule, il est long, flexueux et
entouré d’une enveloppe d’épithélium séminifére qui apparait stratifié reposant sur une lame
basale (figure 4). 1l est constitué par les cellules de la lignée germinale et par des cellules
somatiques : les cellules de Sertoli (Kohler, 2010) ainsi que d’un tissu interstitiel renfermant
I’innervation et I’irrigation du tube et de tissu interstitiel formé par de petites cellules dites

cellules de Leidig a fonction endocrine (Johnson et Everitt, 2000).

Chaque tube séminifere est limité par sa propre paroi appelée gaine péri-tubulaire, entouré
d’une fine couche de cellules myoides péri-tubulaire qui permet [’évacuation des

spermatozoides dans le testicule (Dadoun et al., 2000).

Collules interstitielles

Figure 4 : Détail d’une portion de tube séminifere (Junqueira et Carneiro, 2007).
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2.1.3. Cellules germinales

Les cellules de la lignée spermatogénique se regroupent en 4 a 8 couches occupant 1’espace
situé entre la lame basale et la lumiere du tube séminifere. Elles représentent les divers stades
du processus de différentiation des cellules germinales masculines en spermatozoides, parmi
lesquelles, spermatogonies, spermatocytes I, spermatocytes 1, spermatides et spermatozoides
(Johnson et Everitt, 2000).

2.1.4. Cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont des cellules allongées de forme pyramidale situées dans 1’espace
qui enveloppe les cellules germinales. Elles sont situées sur la lame basale et sa partie apicale
est orientée vers la lumiére du tube séminifére (figureb). Les cellules de Sertoli sont unies entres
elles par des jonctions gap permettant le couplage ionique et chimique entres elles, et par des
jonctions serrées réalisant ainsi le compartiment basal permettant un libre acces aux constituants
élémentaires situés dans le sang. Durant la spermatogenése, les cellules filles traversent ces
jonctions et se retrouvent dans le compartiment luminal de la cellule de Sertoli qui est disposé
d’une barriére sang-testiculaire permettant aux cellules spermatogoniques plus élaborées

d’étres a 1’abri des constituants du sang .
Les cellules de Sertoli exercent les quatre principales fonctions suivantes :

e Support, protection et régulation nutritionnelle en développement : nutrition des cellules
spermatides, spermatozoides et spermatocytes isolées de la circulation sanguine, et
protection des cellules germinales contre les attaques immunitaires.

e Phagocytose du cytoplasme excédentaire des spermatides durant la spermatogenese.

e Sécrétion d’un fluide continu dans les tubes séminiferes qui circule vers les voies

génitales et le transport des spermatozoides

La production de ’hormone anti-mulerienne qui est une hormone glycoprotéine exercant
I’action de régression des canaux de Muller chez le feetus masculin et la testostérone qui permet

I’evolution des canaux de Wollf durant le développement embryonnaire (Junqueira et

Carneiro, 2007).
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Figure 5 : Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Grisworld , 1993)
2.1.5. Cellules de Leidig

Les cellules de Leidig représentent le type cellulaire principale du tissu de soutien interstitiel
situé entre les tubes séminiferes ; elles synthétisent et secretent les hormones sexuelles males
telles que la testostérone qui est la principale hormone secrétée, ainsi que d’autres substances
non stéroidiennes. Elles sont soit isolées, soit regroupées en amas et sont entourées par un riche
réseau de capillaires sanguins et lymphatiques qui entoure les tubes séminiferes (Heath et al.,
2006).

2.2. Histologie de I’épididyme

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : un épithélium pseudo-stratifié entouré
de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et de tissu conjonctif contenant des terminaisons
nerveuses, des capillaires sanguins, et une lumiéere bordée par cet épithélium (Robaire et
Hermo., 1988).

L’¢épithélium épididymaire comporte différents types cellulaires (figure 6). Certaines cellules
sont retrouvées sur toute la longueur du canal, alors que d’autres sont plus spécifiques d’une

région : elles présentent des caractéristiques fonctionnelles et structurales tres variées de la
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région proximale a la région distale du tubule . Les types cellulaires retrouvés sont cellules

claires, principales, apicales en halo et basales (Robaire et Hermo, 1988).

C xlluk‘s (Wlnslpalc*

Cellule nrm.nlc

Cellule clnire

C tllulc étroite Cellule basale Cellules
| halo

N :noyau ; LT : lymphocyte T ;: Mo : monocyte ’

Figure 6 : L’épithélium épididymaire (Girouard, 2009).

2.2.1. Cellules principales

Les cellules principales sont des cellules prismatiques a noyau basal avec des stériocils, leurs
fonction et leur structure varient selon la région (Hermo et Robaire, 2002). Ces cellules sont
caractérisées par la position basale de leur noyau, leur appareil sécrétoire et par un systeme
endocytique (Robaire et Hinton, 2015).

2.2.2. Cellules en Halo

Les cellules en Halo sont de petites cellules disséminées tout le long du canal épididymaire avec
un bord étroit, un cytoplasme clair et un noyau dense (Robaire et al., 2006).

2.2.3. Cellules Basales

Les Cellules Basales représentent 10 a 20 % de 1’épithélium épididymaire, ce sont de petites
cellules allongées avec un noyau irrégulier et un cytoplasme pauvre en organites. Elles sont
localisées tout le long du canal épididymaire et reposent sur une membrane basale (Soranzo et
al., 1982).
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2.2.4. Cellules étroites

Les Cellules étroites se trouvent dans le segment initial et intermédiaire de 1’épididyme,
pourvues d’un noyau allongé en position apicale. Ces cellules se prolongent entre les cellules
principales pour atteindre la région basale de 1’épithélium épididymaire qui leurs confere leurs
aspect en calice. Elles sont riches en vacuoles, vésicules endocytiques et en mitochondries avec
une membrane apicale courte épaisse et irréguliére a villosités (Hermo et al., 2000). Elles
participent a I’acidification du fluide épididymaire et sont capables de sécréter des protons dans

la lumiére (Cohen et al., 1976 ; Hermo et al., 2005).
2.2.5. Cellules apicales

Les Cellules apicales présentent un cytoplasme dense trés riche en mitochondries et un noyau
localis¢ au pole apical de 1’épithélium. Elles représentent 10% du type cellulaire du segment
initial epididymaire et ce nombre diminue jusqu’a 1% au niveau de la queue de 1’épididyme
(Adamali et Hermo, 1996). Elles participent a I’acidification du fluide épididymaire grace a la
production d’ anhydrase carbonique qui permet la sécréetion des ions H+ et la réabsorption des
bicarbonates (HCO3-) (Martinez Garcia et al. 1995 ; Hermo et al.,2005).

2.2.6. Cellules claires

Les Cellules claires sont de grandes cellules prismatiques présentes dans la queue et le corps de
I’épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles ont un role dans 1’absorption de certains composants
du fluide épididymaire (Olson et Hinton, 1985).

Les Cellules claires sont caractérisées par la présence de vésicules claires en position apicale,
lysosomes en partie médiane et des inclusions lipidiques vers la base (Robaire et Hermo,
1988).

3. Fonction du testicule :
Le testicule est une glande amphicrine dou¢ d’une double fonction, une fonction exocrine qui
permet la production des gametes par le processus de la spermatogenése et une fonction de
endocrine par la production des hormones stéroides masculines (androgénes spécialement la
testostérone) (Chocu,2014 ; Dadoune et Démoulin,2001).

3.1. Exocrine : élaboration des spermatozoides

L’¢laboration des spermatozoides ou spermatogenése ,est le processus de production de

gametes males matures spermatozoides a partir de cellules souches sexuelles (spermatogonies)
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au niveau des tubes séminiféres se distingue en 3 principales phases : phase proliférative, phase

méiotique et la spermiogenese (figure7) , et qui s’amorce pendant la puberté et se produit tout

au long de la vie (Tortora et Derrickson,2009).
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Figure 7 : Différentes étapes de la spermatogénése (Marieb,2006).

La phase proliférative: dans cette phase les spermatogonies se multiplient par des
mitoses ses devisions permettent le renouvellement des spermatogonies constituant
les cellules souches de réserve mais aussi la différenciation de ces cellules en
spermatocytes I.

La phase méiotique : cette étape permet la transformation des spermatocytes | (2n)
en passant par deux divisions successives en spermatides (n) et ce par la réduction
de moiti¢ le nombre de chromosomes et de la quantité d’ ADN. Chaque spermatocyte
| subit un accroissement de taille et double sa quantité d’ADN puis entre en premiére
division de méiose (division réductionnelle) pour former deux spermatocytes Il
haploides contenant 23 chromosomes chacun qui sont formés de deux chromatides
et qui vont subir a leur tour la méiose Il division equationnelle pour donner quatre
spermatides contenant 23 chromosomes constitués d’une seule chromatide (Tortora
et Derrickon,2009)
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e La spermiogéneése : cette étape est une différenciation des spermatides en
spermatozoides (figure 8). Le spermatide rond issu de la derniére division de méiose
se différencie en un spermatide allongé par des modifications structurales et
chimiques : une condensation du noyau, formation de la piece intermédiaire et le

flagelle puis I’acrosome, et enfin le spermatozoide (Sharma et Agarwal,2011).
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Figure 8 : Etapes de la spermiogénese (Gayard,2007).
3.2. Endocrines hormones et autres substances

La stéroidogénese : la biosynthése de la testostérone se fait se fait a partir du cholestérol et
stimulé par la LH et HCG dans les cellules de Leidig situées dans les espaces interstitiels des
cordons séminiféeres (Harbert et Picon,1989 ; Gnessi et al.,2000 ; Tang et al.,2004) .Le
transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale est une étape clef ,qui
fait intervenir plusieurs protéines dont la plus importante est la protéine STAR (Steriodogenic
Acute Regulatory protein) ( Clark et al., 1994) . La transformation du cholestérol en
prégnénole par le cytochromep450 au niveau de la membrane de la mitochondrie
(O’Shaughnessy et Murphy, 1991).
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La 5a-dihydrotestostérone est aussi une hormone gonadique male qui cible des tissus elle est
produite a partir de la testostérone sous I’influence de 1’enzyme 5 a-réductase qui participe a
la différenciation des organes génitaux externes au cours du développement embryonnaire
(Shimazaki et al .,1965) et 1’cestradiol également produit suite a la conversion de la
testostérone par I’acromatase cytochrome P450 (Ryan et al.,1972 ; Simpson et al.,1994).En
association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour I’initiation et le maintien de la
spermatogenése et agit sur les cellules de Sertoli , et les cellules peéri tubulaires via des
récepteurs spécifiques pour stimuler indirectement la spermiogénése par une voix paracrine
(Wosnitzer et Paduch,2013).

4. Régulations de la fonction de reproduction

4.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique ( HHG) et autres hormones

L’hypothalamus situé a la base de I’encéphale fait partie du systéme nerveux central, permet la
transmission d’informations a 1’hypophyse par 1’intermédiaire de neurohormones via le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire (Thibault et Levasseur,2001). La sécrétion pulsatile
de la gonadolibérine GnRH par L’hypothalamus dans la circulation porte hypothalamo-
hypophysaire stimule I’hypophyse antérieur (adénohypophyse qui répond par la production et
sécrétion de I’hormone lutéinisante LH et la folliculostimuline FSH qui sont des

gonadotrophines (figure9) (Hammond et al.,1997).

Ces hormones sont libérées dans la circulation sanguine pour atteindre 1’organe cible qui est le
testicule. Elles contrélent la production des spermatozoides ainsi que la production de la
testostérone. La FSH agit sur les cellules de Sertoli en se fixant sur son récepteur et ainsi
produire les facteur sertolien tel que 1’ABP ,la transferrine..., pour le bon déroulement de la
spermatogenése.(Widmaier et al .,2009).

La LH a son tour agit sur les cellules de Leidig pour la sécession de la testostérone pour
favoriser la spermatogenese et le développement des organes génitaux masculins et caracteres

sexuels secondaires (Nguyen et Bourouina, 2008).
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Figure 9 : Régulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Harel et poirot,2010).

Par ailleurs, la testostérone contrdle a son tour les sécrétions gonadotropes de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire. En effet quand ses taux circulants augmentent dans le sang, elle
exerce un rétrocontréle négatif sur I’hypothalamus et I’anthéhypophyse ,qui en pics de

libération de la GnRH se réduit ,ce qui induit une diminution des sécrétions antéhypophysaires.
L’inhibine qui est une hormone peptidique secrétée par la cellule de Sertoli exerce également

un rétrocontréle négatif sur la sécrétion de la FSH. L’action de I’inhibine et de la testostérone

entrainent une suppression maximale de la libération de la FSH (Heffner,2003).
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Chapitre Il Stress oxydant

Stress oxydant
1. Définition
Le stress oxydatif est caractérisé par un désequilibre entre la production des espéces radicalaires

et les capacités de défenses antioxydants de 1’organisme (figure 10) (Baudeux,2011).

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en permanence
et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des
systemes de défense ; dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-
oxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par
suite d’une surproduction énorme de radicaux, I’excés de ces radicaux est appelé stress oxydant
(Favier,2003).

Antioxydants
|
-_

Déséquilibre

Figure 10 : Balance radicaux libres/antioxydants. (Shimizu,2004).
2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont espéces chimiques caractérisées par une structure électroniques
équilibrée (Arousseau 2002) dont la couche périphérique contient un électron non couplé (dit
célibataire) qui les rends trés instables (De la charriére ,1987).

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de 1’oxygene (espece réactive de I’oxygene ERO) ou
d’autres atomes comme 1’azote (espece réactive de ’azote) ERA . La présence d’un électron
célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité (demi-vie courte) ils peuvent étre
aussi bien des espéces oxydantes que réductrices (Delattre et al., 2005). L’oxygéne est un

¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet de produire de
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I’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules convertissent une partie de cet

oxygene en métabolites toxiques, nommés radicaux libres organiques (Meziti,2007).

Selon la définition proposée par Haliwell et Guetteridge (1996), les radicaux libres sont des
especes capables d’exister indépendamment, contenant un ou plusieurs électrons non appariées
dits électrons célibataires, ces radicaux libres peuvent se former par transfert mono-électronique
ou par scission homolytique de liaison covalente. Du fait de leur instabilité énergétique, les
radicaux libres ont tendance a revenir immédiatement a un état stable en donnant un électron
ou en prenant un a une autre molécule. Ils peuvent donc étre reducteurs ou oxydants. En jouant
le role d’accepteur ou de donneur d’¢électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’étre
extrémement réactifs vis -a vis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie courte
(de nanoseconde a la mille seconde) (Koechlin-Ramonatxo,2006). Les radicaux libres sont
trés instables de par leur configuration électronique et leur durée de vie est trés courte de (de

4a10 secondes).

Leur réactivité réside dans le fait qu’ils recherchent un ¢€lectron pour rapparier leur électron
célibataire, entrainant la propagation du phénomeéne par création d’un nouveau radical libre, il
produit ainsi des réactions en chaine qui peuvent aboutir a des dénaturations ou destructions au
niveau cellulaire (Gardes et Albert, 2003).

3. Espeéces réactives de I'oxygéne (ERO)

L’oxygene est normalement transformé en molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale, mais une faible partie de cet oxygene produit en permanence au niveau de la
mitochondrie des espéces oxygénées activées (Collard, 2014). Ces dernieres sont générées de
facon permanente dans I’organisme car elles sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie
cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme et redox physiologique pour
I’expression des geénes). Les especes réactives de l’oxygene sont une famille d’entités
chimiques regroupant les dérivés non radicalaires (ne possédant pas d’électron célibataire) dont
la toxicité est importante (anion peroxyde O2-2, peroxyde d’oxygéne H202 et peroxynitrite
ONOO-). Ainsi que les radicaux libres oxygénés (especes chimiques possédant un électron non
apparié comme anion superoxyde O2*-, radical hydroxyle OH*- et monoxyde d’azote NO¥*.
(Belkheiri,2010).
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4. Sources de production des radicaux libres

4.1.0rigine endogene

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, d’ailleurs, la plus part
des radicaux libres se forment au cours de métabolisme de 1’oxygene( réduction de 1’02
moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygene a deux
molécules d’eau nécessite 1’action de quatre électrons.

L’inflammation est considérée comme une source importante de radicaux libres puisque une
grande quantité d’ERO sont produites par les cellules immunitaires plus particulierement les
cellules phagocytaires (figurell). Ces cellules produisent de des O2 et des H202 pour éliminer
les micro-organismes pathogénes et les cellules cancéreuses. Afin d’assurer la défense de
I’organisme, les cellules phagocytaires utilisent le phénoméne d’explosion oxydative, qui
consiste a 1’activation du complexe NADPH oxydase. Cette derniére utilise 1’oxygene pour

produire des O2 en grande quantité au niveau de la membrane cytoplasmique (Carange,2010).
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Figure 11: Origine extracellulaire et intracellulaires des radicaux libres oxygénés (Afonso et
al .,2007).

4.2.0rigine exogéne

L’organisme humain est soumis a I’agrégation de différents agents extérieurs capables de
donner naissance a des espéeces oxygeéne réactives : les rayonnements UV (par I’intermédiaire
d’agents photons sensibilisants) et les radiations ionisantes qui induisent a la synthése des
radicaux libres de I’oxygéne tel que 1’02 et I’OH (Favier, 2003). Les rayonnements ultraviolets
(UV) (figurell), induisent la synthése de radicaux libres de types Oh, O2- et O2 et de molécules
génératrices de radicaux libres tel que H202 par I'interphotosensibilisant. Par ailleurs, les
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radiations ionisantes provoquent également la production des radicaux libres dérivés de
I’oxygene (Seidle et al.,2010).

5. Role physiologique des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la défense de 1’organisme. En effet, ils participent au
fonctionnement de certains enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, a I’apoptose des cellules tumorales au cycle le
cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la

fécondation de ’ovule, et & la régulation des genes (Favier,2003).
6. Systeme antioxydant

Le systéme antioxydant est un ensemble d’antioxydants, voire substances qui neutralisent les
radicaux libres ou leur action (Sies, 1996). Ainsi notre organisme est équipé de tout un systeme
complexe de défenses antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les
compartiments intra et extracellulaires. Un (AOX) antioxydant est une substance qui inhibe ou
retarde significativement 1’oxydation d’un substrat alors qu’elle présente une concentration tres
faible dans le milieu ou elle intervient (Haliwell et Guetteridge ,1990). Ces systéemes

antioxydants se divisent en systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.
6.1. Systemes anti-oxydants enzymatiques

Plusieurs substances existent parmi lesquelles : les Superoxydes dismutases (SOD), les

catalases, les glutathion peroxydases et les glutathion réductases.
6.1.1. Superoxydes dismutases(SOD)

éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H202 et en OH+ et OH- (Mn
SOD dans la mitochondrie, CuZn SOD dans le cytosol et les erythrocytes). Elles permettent
d’éliminer les radicaux superoxydes mais provoquent ’apparition de peroxyde d’hydrogene
diffusible et dangereux a distance. La synthése des SOD subit un rétrocontréle négatif par les
fortes concentrations de peroxyde d’hydrogéne. L’activité des SOD est dépendante des apports

nutritionnels en cuivre et & un moindre degré en Zinc (Haleng et al.,2007).
6.1.2. Catalases

elles réduisent le peroxyde d’hydrogéne H202 en libérant de 1’oxygéne et de I’ecau (Goudable
et Favier,1997). Elles sont localisés dans le peroxysome de cellules de nombreux types
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tissulaires, mais sont particulierement abondantes dans le foie et les globules rouges ( Lahouel
et al.2010).Elles n’éliminent pas la totalité du peroxyde d’hydrogéne , mais leur role est tres
important surtout en présence d’ions ferreux en permettant d’éliminer I’exces du peroxyde
d’hydrogene afin que la réaction de Fenton ne puissent pas s’amplifier .Elles sont
guantativement moins efficaces que le systéme des glutathions peroxydases (Haleng et
al,2007).

6.1.3. Glutathions peroxydases (GSHPX)

I1s réduisent le peroxyde d’hydrogene H202 et les hydroxy peroxydes lipidiques. Il s’agit d’un
séléno enzyme (Se- GPx) utilisant le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur et localisé dans
le cytosol et mitochondries des cellules et sur lequel elles transférent I’oxygene , le transformant
en glutathion oxydé (GSSD).Dans la cellule, dans les conditions physiologiques , la forme
glutathion réduit est prédominante (95%). Les GSHPX connues sont des enzymes a sélénium
(Haleng et al.,2007).

6.1.4. Glutathion réductase

Appartient a la famille des flavoprotéines, elle catalyse la réduction du glutathion oxydé
(GSSG) en Glutathion réduit (GSH) en utilisant des NADPH provenant de la voie des pentoses
phosphates .Elle a un réle essentiel dans le cycle redox, car elle permet le maintien d’un milieu

intracellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un faible taux de GSSG ( Poisson ,2013).
6.2. Systemes antioxydants non-enzymatiques :
6.2.1. Vitamine E

Agit in vivo et in vitro en neutralisant les radicaux libres, devenant elle-méme un radical non
toxique. La réduction de la vitamine E oxydée est assuré par la vitamine C, référence le
caractére hydrophobe de la vitamine E qui lui permet de s’insérer au sein de la membrane
biologique riches en acides gras polyinsaturés (RH) ou elle joue un rdle protecteur efficace en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les especes oxygénées
activées. La vitamine E est I’antioxydant liposoluble qui a la plus grande concentration molaire

cellulaire , elle est trés active dans la résistance a 1’ oxydation des LDL.
6.2.2. Vitamine C

Acide ascorbique, la vitamine C avant tout est un excellent piégeur des EOA ( HO* ou O2*-)

.Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
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radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques . Ses fonctions sont nombreuses :
contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthese du
collagene et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolismes du fer (Haleng
et al.,2007). In vivo, elle est maintenue sous forme réduite par I’action de la deshydroascorbate

réductase qui utilise le glutathion comme cofacteur (Pincemail et al., 1998).
6.2.3. p-carotene

il est apporté par I’alimentation, il est doué de plusieurs capacités : il est précurseur de la
vitamine A , il capte 1’oxygene singlé sous faible pression d’oxygeéne, et avec d’autres
caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipopéroxydation. Il protégé
les structures cellulaires contre 1’agression oxydante : il s’oppose a la cyto- et a la génotoxicité

de nombreux agents (Goudable et Favier ,1997).
6.2.4. CoQ

le Co -enzyme Q, aussi appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est une
molécule anti-oxydante considérée comme étant 1’agent antioxydant membranaire le plus
efficace apres I’a -tocophérol. Sous le terme CoQ10, sont regroupés trois états d’oxydation de
la molécule : une forme réduite (CoQH2 ou UQH2), appelé ubiquinol -10, une forme oxydée
(CoQ10 ou UQ ) appelée ubiquinol-10 , et une forme intermédiaire le radical ubisémiquinone
(Q°). Parmi ces formes, c’est la seule forme réduite CoQ10H2 qui est dotée de propriétés anti-

oxydantes (Pincemail et al.,2003).
6.2.5. Glutathion

Il joue un réle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques
contre I’oxydation. En situation de stress oxydant, son rdle protecteur et détoxifiant résulte
principalement de sa fonction de coenzyme de GSHPX. Il fait aussi 1’objet d’interactions
synergiques avec d’autres composants du systéme de protection anti-oxydante tel que la

vitamine C ou la vitamine E (Goudable et Favier , 1997)
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Ce travail fait partie des activités de recherche de Dr Akdader et Lakabi au sein du laboratoire
de ’'UMMTO, et s’inscrit dans le cadre de I’étude de la reprotoxicité des métaux lourds sur les

organes reproducteurs chez la souris et de la relation du poids corporel et du poids gonadique.

L’objectif de cette expérimentation est de déterminer I’effet du stress oxydatif causé par un
métal lourd qui est 1’Acétate de Plomb, sur les organes génitaux reproducteurs testicule et

épididyme de la souris male.
1.Matériels

1.1. Matériel biologique :
Ce travail a eté modéré avec un modeéle animal qui est la souris méle et un métal lourd qui est

I’acétate de plomb.
I.2. Modéle animal :

Le modele animal utilisé dans cette expérimentation est la souris male Mus musculus (BALBc)
souche adulte. La souris Mus musculus (BALBc) souche est une souris de laboratoire contenant
plus de 200 générations qui sont distribuées dans le monde pour leur utilisation vaste dans les
expérimentations physiologiques et cancéreuses. (Souris BALBc). L’expérimentation s’est

deroulée du 1* mai jusqu’au 29 mai 2023.

La position taxonomique de la souris blanche (Mus musculus) d’aprés (Linnaeus,1758 ) est
comme sulite :

- Régne : Animal

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : mammiferes

- Super Ordre : myomprpha

- Ordre : rodénita

- Famille : murides.

- Sous-famille murinae

- Genre : mus

- Espece : Mus musculus
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1.3. Matériel et produits utilisés :

Cette expérimentation a nécessité 1’utilisation de gants et bavette, micropipette,seringues.,
bécher , eppendorfs , ciseaux , épingles et lames a disséquer .Une balance électronique et une

balance a précision. (voir annexe) :

\

Figure 12 : Matériel et produits d’injection : micropipette, seringue, alcool, coton et acétate de plomb

en solution.(Original,2023).

Les produits utilisés sont: Acétate de plomb qui est le métal lourd utilisé dans cette
expérimentation pour voir son effet sur les organes reproducteurs.(acétate de plomb ou tétra-
acétate de plomb ,composé chimique de formule Pb Ch3COOH marque : Biopheme

Chimopharma , propriétés du produit Lid Acétate Trihydrate).
Ainsi que le Sérum physiologique : solvant ( solution pour perfusion : Biolyse a 0.9% .)
1.4. Conditions et traitement des animaux :

Les animaux issus de I’institut Pasteur d’Alger sont hébergés au niveau de I’animalerie de la
faculté des sciences biologiques et agronomiques de I’'UMMTO. IIs ont d’abord été¢ mis en
acclimatation pendant 15 jours dans des cages (en lots) avec un changement de litiere chaque 3
jours et procuration d’eau et d’alimentation chaque jour. La température moyenne était de 25°C
au sein de I’animalerie avec un taux d’humidité moyenne de 78 % et un éclairage a 12/24 h
par jour. Il sont nourris et abreuvés, ad libitum. L’aliment est de type granulé sec, destiné a
I’¢levage cunicole fabriqué par ’ONAB d’Alger (Office National de 1’Aliment de bétail).
L’abreuvement s’effectue par un systetme de tétines individuelles pour hamsters et petits

animaux contenants 125 ml d’eau.

23



Chapitre 111 Matériel et méthodes

1.5. Protocol expérimental :

Les expérimentations animales ont été réalisées pendant une durée de 29 jours, avec un
protocole expérimental de pesée et injection unique d’acétae de plomb au premier jour: dose /

poids corporel considéré a environ 26g pour une souris.)

e Les souris Mus musculus (BALBc) males sont divisées en 2 lots contentant un
effectif(n) de 6 souris pour chaque lot :

- Un lot controle (T) : effectif=6 souris témoins, dans une cage avec eau en tétine et

alimentation ad libitum) : traité avec une injection (SC) d’eau physiologique ( Biolyse :

solution pour perfusion a 9.0%) : pour crée le méme état de stress que les traités.

-Un lot traités (AP) : effectif=6 souris dans une cage avec eau en tétine et alimentation (ad
libitum) : ayant recu le jour 1 une injection unique, intra-péritonéale de 8 mg d’ Acétate de
Plomb « Lid Acétate trihydrate) » par poids corporel de la souris (26g environ), dilué avec un

solvant d’eau physiologique .

e Aprés avoir fait une injection unique d’acétate de plomb le jour 1, une surveillance des
lots de (souris BALBc) a été effectuée, avec une procuration d’alimentation et
d’eau ,ainsi que la pesée des souris avec une balance électronique pour voir les
variations du poids corporel et ce chaque jour durant 29 jours ,avant de les sacrifier le
jour 30.
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Figure 13: Souris blanches Mus musculus (BALBc) males. (Original,2023).

Figure 14 : Injection de 1’acétate de plomb dans la région intra-péritonéale de la
souris Mus musculus (BALBc) male. (Original,2023).
. 2. Méthodes

2.1. Sacrifice des animaux et prélevement d’organes :

Les animaux sont sacrifiés par décapitation le jour 30. Les testicules des animaux contréles et
traités sont rapidement excisés, pesés par balance a précision. Le testicule droit est fixé au Bouin
Hollande (fixateur qui appartient a la famille des fixateurs coagulants a base de métaux lourds.
Ce fixateur fabriqué au laboratoire est un mélange de formol et d’acide picrique) ; et ce pendant
48 h afin de pouvoir effectuer des analyses histopathologique. Le testicule gauche est préservé
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pour la détermination du statut pro-oxydant /antioxydant et le sang est d’abord centrifugé puis

congelé a- 80°C.

Vesicule

séminale

Figure 15 : Dissection d’une souris méale (Original,2023).

2.2.Evaluation de la balance oxydative

2.2.1. Détermination des pro-oxydants /antioxydants

2.2.1.1.Préparation des homogénats testiculaires

Les testicules gauches préalablement congelés sont broyés dans un volume de 100 a 900 pl de
tampon de lyse froid contenant Triton X-100 a 0.1%, NaCl 0.12M, NaH2PO4 (30 mM, pH 7.4)
et PMSF a 0.3mM a ’aide d’un broyeur (Staufen), le broyat obtenu est ensuite centrifugé 1000
g pendant 5min a 4°C afin de séparer les noyaux et les débris cellulaires du surnageant. Les
surnageant sont récupeérés et sont conservés a —20°C jusqu’au jour du dosage. Les homogénats

testiculaires ainsi obtenus sont récupéreés afin de suivre différents protocoles décrits ci-dessous.
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2.2. 1.2. Dosage des protéines

2.2.1.2.1. Méthode Bradford (1976)

2.2.1.2.1.1. Principe

Le taux de protéine dans les échantillons est dosé par I’emploi de la méthode colorimétrique de
Bradford et al. (1976), en utilisant I’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de
référence.

Cette méthode est basée sur les propriétés d’adsorption de la molécule du bleu de coomassie
G250 (Figure 10). En milieu méthanolique acide, cette molécule s’adsorbe sur les protéines en
les complexant. Ceci provoque un transfert de son pic d’absorption qui passe du rouge au bleu.
Elle se fait principalement par des liens ioniques avec les trois acides aminés basiques
(Arginine, Histidine et Lysine) et des interactions hydrophobes (acides aminés hydrophobes).
C’est une méthode trés sensible qui détecte jusqu’a 2-5 pg de protéines. Elle est trés rapide,
relativement fiable et peu couteuse. Elle est aussi assez résistante a la plupart des interférents,
seuls les détergents et autres surfactants, comme le Triton et le dodécylsulfate de Na (SDS) et

des bases fortes interférent fortement avec cette méthode.

0,45 - y=0.496x - 0.021
R*=0.980
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

01

Absobance DO (3=595nm)

0,05

O L L T I
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Concentration BSA (ug/ul)

-0,05

Figure 16: Courbe d’étalonnage du dosage des protéines réalisée par la BSA
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2.2.1.2.1.2. Réalisation de la courbe étalon
La courbe étalon des protéines est établie a partir d’une solution meére d’une protéines standard
le sérum albumine bovine (BSA) a 1pug/ul (annexe 10) dans des tubes a hémolyse de 5 ml.
Les points de la gamme a obtenir apres dilution (annexe 18) sont respectivement :
0.05, 0.125, 0.5, 0.75 et 0.8 pg/ul.
L’équation utilisée pour calculer les dilutions a effectuer dans 1’eau distillée et la solution de
Bradford pour un volume final de 2 ml est la suivante :

Volume BSA (a prendre) = [BSA] x volume final
Le contenue des tubes a hémolyse est mélanger a 1’aide d’un vortex (Figure 11), puis incuber a
I’abri de la lumiére a température ambiante pendant quelque minutes.
Avant le dosage, le spectrophotométre est étalonné par un échantillon Blanc a 595nm pour le
metre a z€ro avant de lire I’ensemble des points de la gamme étalon (Figurell). Ainsi les
densités optiques (DO) obtenues (annexe 19) permettent de tracer une courbe d’étalonnage
DO= f(C) (Figurell).
L’analyse spectrophotométrique des échantillons permet de déterminer la concentration exacte
des protéines contenues dans chaque eppendorfs contenant un extrait protéique (annexe...).

Cette derniere est obtenue en déterminant graphiquement par extrapolation.

2.1.2.Evaluation des activités anti oxydantes non enzymatiques et enzymatiques
2.1.1.2.Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéehyde (MDA) testiculaire représente le marqueur le plus utilisé en peroxydation
lipidique. Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud
avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur rose entre
deux molécules d’acide thiobarbiturique. L’absorption intense de ce chromogéne se fait a une
longueur d’onde de 532 nm. La concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient
d’extinction du complexe MDA-TBA (¢ = 1.56 x 10smol-1 .l.cm-1 a 532 nm). 100l du surnageant
des homogénats sont prélevés et mélangés avec 800 plde tampon MDA (TBA 0.6%, acide
orthophosphorique 1%) puis placés pendant 45min dans un bain marie a 95° apres refroidissement,
900ul de butanol sont ajoutés avant d’étre centrifugés a 3000 tours/min pendant 30 min a 4°C. La
concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe MDA-TBA

(e =1.56 x 105 mol-1 .l.cm-1 & 532 nm) et exprimée en nmoles/mg de prot.
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Figure 17 : Formation d'adduit (TBA-MDA) (Collomb et al. 1996).
2.3. Analyse statistique

Les valeurs des parametres du stress oxydatif sont exprimées comme moyenne + erreur standard
a la moyenne (Moy + ESM). Les différences entre les lots sont analysées en utilisant le test de
student-ficher avec un seuil de significativité de 5% avec utilisation des tests de comparaison
non paramétriques (test d’ANOVA) Tous les tests statistiques sont réalisés en utilisant le
logiciel. La validation statistique des différences entre les moyenne est évaluée d’apres le test
d’ANOVA réalisés a 1’aide d’un logicielle informatique « OriginLab »2007 et la valeur des
probabilités « p » :

La différence entre deux moyennes est significative si :

vV p<0,00I................ *** hautement significatif
Vp<00l................ **trés significatif
Vp<005........... * significatif
Vp>0,05.............. non significatif
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Les souris males Mus musculus (BALBc) ont étés pesées chaque jour durant 29 jours
d’expérimentation, afin de déterminer ’effet de 1’Acétate de Plomb sur le développement
pondéral des souris (poids corporel, testiculaires et épididymaire) ; et les resultats obtenus ont

exprimés ci-joint.
1.Effets de ’acétate de plomb sur les paramétres pondéraux
1.1. Effets de I’acétate de plomb sur le poids corporel

Le poids corporel est exprimé par la valeur moyenne + 1’erreur standard a la moyenne (ESM)
pour les souris Mus musculus (BALBc) males traitées a I’ Acétate de plomb, et témoins (Figure
18). Les résultats obtenus dans le graphe montrent que les valeurs moyennes des poids corporels
du lot AP (acétate de plomb) augmentent en fonction du temps depuis le début de
I’expérimentation jusqu’a sa fin par rapport au lot témoins avec une différence non significative
(P >0.543).

temoin

o
o
[%2]
S AP
o
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Jour

Figure 18: Représentation graphique du poids corporel des souris males Mus musculus
(BALBC) témoins et traitées a I’ Acétate de plomb. T : témoin ; AP : Acétate de Plomb a dose
8mg/ kg.
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1.2. Poids corporel des lots de souris au jours a différents intervalle de jours (j1, j10 et
i22)

Le poids corporel des lots de souris aux jours jO1, j10, j22 sont représentés dans la figure
suivante : figure 19

37

w
[e)]

D 35

£

g 34

= mLotT
8 33

B Lot AP
'S

o

w
N

w
-

w
o

jo1 j10 j22
jours

Figure 19: Représentation des moyennes des poids corporels des souris aux jours j1, j10, j22 . T :
Temoin , AP : Acétate de Plomb a dose 8mg/kg

Le graphe montre que les poids corporels des souris augmente progressivement avec les jours

dans tous les lots entre j1 et j22 avec une différence non significative de P >0.05.

1.3. Effets de I’acétate de plomb sur le poids Testiculaire des souris en (g) :

Le poids des testicules gauches et droits des souris sont représentés dans la figure 20.

Chez les souris du lot (AP) traitées a I’acétate de plomb, la valeur moyenne des testicules droit
et gauche est inferieure par rapport aux autres lots, elle est de 0.12 +0.02g pour le testicule droit
et de 0.12+ 0.01g pour le testicule gauche. Ces valeurs sont inférieures au lot témoin (T) dont
les valeurs sont estimées a 0.23+0.2g pour le testicule droit et de 0.20+0.2g pour le testicule

gauche. Aucune différence significative n’est observée entre lots étudiés (P> 0.05).
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Figure 20: représentation graphique des poids testiculaires droit et gauche des souris en (g).

T : Témoin , AP : lot Acétate de Plomb a dose de 8mg/kg. TG : Testicule gauche ; TD:
Testicule droit.

1.4, Effets de I’acétate de plomb sur le poids total testiculaire en (g)

Les valeurs des poids testiculaires total des souris males Mus musculus (BALBc) sont

représentées dans la figure 21.

Chez les souris témoins, la valeur du poids testiculaire total est de 0.43+0.5g, cette méme valeur

est inferieure chez les souris traitées a ’acétate de plomb et sont estimées & 0.245+0.03g

. Aucune différence significative n’est observee entre les différents lots étudiés (P> 0.05).

0.1
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Figure 21 : représentation graphique du poids testiculaires totale des souris.

T : Témoin ; AP : Acétate de Plomb a dose de 8mg/kg.
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1.5. Effets de I’acétate de plomb sur le poids testiculaire relatif & 100g /poids corporel

Les valeurs des poids testiculaires relatifs a 100g des souris sont représentées dans la figure 22,
Le poids testiculaire relatif est plus élevé chez le lot témoin exclusivement au testicule gauche
que le droit. Le lot témoin la valeur du poids relatif des testicules droits est de 0.37+0.1g et de
0.62+0.7g pour le testicule gauche. Contrairement au lot AP le poids testiculaire relatif présente
des valeurs inferieures a celles du témoin. Elle est estimée a 0.33+£0.05g pour le testicule

gauches a et de 0.33+0.05g pour le testicule droits.

Aucune différence significative n’est observée entre les différents lots étudiés (P> 0.05).
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Figure 22 : représentation graphique des poids testiculaires relatifs a 100g.

T : Témoin ; AP : Acétate de Plomb a dose de 8mg/kg. TG : testicule gauche, TD : testicule droit.

1.6. Effets de I’acétate de plomb sur le poids épididymaire des souris

Les poids épididymaires des souris Mus musculus (BALBc) sont représentés dans la figure 23.
Chez les souris témoins, la valeur moyenne du poids de 1’épididyme gauche et droit sont
respectivement de 0.064+0.012g et de 0.065+0.008g.

Chez les souris traitées a 1’ Acétate de plomb la valeur moyenne du poids de 1’épididyme gauche
et droit sont respectivement de 0.060+ 0.006g et 0.058+0.005g. Aucune différence significative

n’est observée entre lots étudiés (P> 0.05).
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Figure 23 : représentation graphique des poids épididymaires des souris .

T : Témoin ; AP : Acétate de plomb a dose de 8mg/kg. EG : Epididyme gauche ; ED : Epididyme
droit .

1.7. Effets de I’acétate de plomb sur le poids épididymaire total en (g) :

Les valeurs de poids épididymaire total en (g) des (souris BALBCc) sont représentées dans le

graphe suivant, figure 24.

Chez les souris du lot témoin, le poids épididymaire total est estimé a 0.130£0.01g. Chez les
souris traitées a ’acétate de plomb (AP), la valeur du poids épididymaire total diminue par
rapport aux groupes témoins, elle est estimée a 0.118+0.01g. Une différence significative est

observée entre le lot traité et les témoins p=0.293.
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Figure 24 : représentation graphique des poids épididymairs totaux des souris en (g).
T : Témoin ; AP : Acétate de plomb a dose de 8mg/kg.
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1.8. Effet de I’acétate de plomb sur le poids épididymaire relatif des souris

Les valeurs du poids épididymaires relatifs chez le lot (T) est estimée a 0.193+0.03g pour

I’épididyme gauche et de 0.192+0.03¢g pour I’épididyme droit (figure 25).

Chez les souris traitées a ’acétate de plomb (AP) les valeurs diminuent par rapport a I’autre lot.
Elles sont estimées a 0.16+0.03 pour 1’épididyme gauche et de 0.15+0.02g pour 1’épididyme
droit. Une différence significative est observée entre le lot traité et les témoins et les traités p=
0.148.
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Figure 25: Représentation graphique des poids eépididymaires relatifs des souris. AP : Acétate
de plomb a dose 8mg/kg ; T : témoin, ED : épididyme droit ; EG : épididyme gauche .

2. Effets de I’acétate de plomb sur la balance oxydative (statut oxydant/antioxydant)
2.1. Variations des taux de glutathion réduit (GSH)

Les résultats des variations des taux du marqueurs antioxydant GSH sont représentés dans la
figure 26.

Le traitement a 1’acétate de plomb a provoqué une diminution non significative des taux de

GSH chez le lot traité par rapport aux lots témoin.

Elles sont estimées a 99.75 + 2.98 (umole/mg prot) chez le traité, alors qu’elles sont de 115.71

+ 2.98 (umole/mg prot) et 119.16 £ 3.91 (umole/mg prot) respectivement chez le lot témoin
(Tableau I).
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Figure 26 : Variation des taux de GSH (umole/mg protéines) testiculaire des rats controles et
traités a ’acétate de plomb, T : témoin ; AP : Acétate de plomb.

2.2. Variations des taux du malondialdehyde (MDA)
Les teneurs en MDA testiculaires des souris témoins sont a 8.45 + 0.83 (nmol/mg), elles sont a

10.25 £0.79 (nmol/mg) pour le lot AP.

Les teneurs en marqueurs oxydants sont plus €levés chez le traité a 1’acétate de plomb par

rapport aux témoins. Aucune différence significative n’est observée entre les différents lots (P>

0.05).
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Figure 27 : Variation des taux de MDA (nmole/mg) testiculaire des rats contrdles et traités a
I’acétate de plomb.

T : témoin ; AP : Acétate de plomb ;

Tableau I : Valeurs moyennes du glutathion réduit GSH (umole/mg prot) et de MDA

(nmol/mg) testiculaire chez les groupes de souris Controles (T) et traités a ’acétate de plomb

(Moy+ESM).
GSH MDA
(numole/mg prot) (nmole/mg)
T 115.71 +2.98 8.45+0.83
AP 99.75£2.98 10.25 £0.79

MDA: Malondialdehyde ; GSH : Glutathion réduit.
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3.1.Discussion des effets de ’acétate de plomb sur les parametres pondéraux

L’acetate de plomb est un métal largement utilisé chez ’homme. Les résultats de la présente
étude chez les souris apres une exposition a I’acétate de plomb a entrainé certaine modification
notamment une diminution des poids testiculaires ainsi qu’une perturbation de la balance du

stress oxydant engendrant une perturbation de la fonction de reproduction.

Nos résultats sont en accord avec 1’étude menée par Konan.et al. (2017) qui rapporte qu’une
exposition chronique au plomb induit une diminution des hormones sexuelles et des

perturbations de la spermatogenése chez les rats males Wistar.

Kara et al en 2005 rapportent une diminution de poids de ces organes aprés une exposition au
cadmium autre metal lourd comme le plomb. Cette diminution peut s’expliquer par une atrophie
cellulaire ou une diminution de la prolifération cellulaire, en effet le cadmium est un métal lourd

qui affecte la viabilité la prolifération et la différenciation cellulaire.

L’exposition aux métaux lourds a été associé a des effets néfastes sur le développement des
gonades (Sharma et Garu, 2011).Chez les animaux, plusieurs études expérimentales ont
rapporté une altération de la spermatogenése (Gorbel et al.,2002 ; Houas et al., 2015) mais les

mécanismes impliquées dans cette pathogenése ne sont pas encore complétement élucidés.

A I’opposé, les travaux de Gobrel, (2002) et Missoun, (2012) ont rapporté une diminution
dans le gain corporel de rats traités au plomb et une réduction significative des niveaux
d’hormones sexuelles et des perturbations de la spermatogenese chez les rats exposés ainsi
qu’une augmentation significative de cet organe chez les rats exposes. Ces résultats sont a
I’opposés de plusieurs auteurs (Adibomoradi et al., 2015 ; Shubina et Dudenkova, 2016).Ces
auteurs ont rapporté une diminution du volume des testicules chez les rats exposés au plomb
sur une période allant de 7 a 35 jours. Par ailleurs, les études menées par Gorbel et al en (2002)
ont montré que les rats exposés au plomb avaient une diminution du testicule entre 15 et 45
jours alors qu’apres 60 jours d’exposition, les testicules retrouvaient des valeurs comparables a

celles des rats controles.

Ces observations ont été confirmées par les travaux de Lamina et al.(2008), cette équipe de
chercheurs a remarqué que les rats exposés a 0.3% d’acétate de plomb comme dans cette étude
avaient des testicules atrophiés aprés un mois de traitement mais des testicules hypertrophiés

apres deux mois d’exposition. Ils ont conclus : que I’accumulation de plomb dans le sang affecte
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la fertilité masculine en perturbant la biosynthése des gonadotrophines et de la testostérone ainsi

que le processus de la spermatogenese.
3.2.Discussion des effets de I’acétate de plomb sur la balance oxydative

L’analyse statistique des concentrations de MDA montre une augmentation non significative
des taux de malondialdéhyde testiculaire chez les souris traitées a 1’acétate de plomb comparés

au lot témoin ce qui suggere une perturbation de la peroxydation lipidique.

Nos résultats sur 1’évaluation des marqueurs antioxydant GSH testiculaire montrent que
I’injection intrapéritonéale de [’acétate de plomb n’a pas provoqué un changement

statistiqguement significatif de ces marqueurs de défense.

Nos résultats sont comparable aux travaux menés par Saka et al en 2011 qui rapporte qu’une
exposition intra péritonéale a I’acétate de plomb pendant une péeriode de courte durée a des
doses quotidiennes suffisamment élevéees (25, 50 et 100 mg/kg), provoque systématiquement
une modification des rapports organocorporels,une altération du métabolisme biochimique et
une perturbation du systéme de détoxication du glutathion suggérant ainsi les effets nocifs de
I’acétate de plomb sur les organes et pouvant ainsi étre a 1’origine de la reprotoxicité chez

I’homme et 1’animal.
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Conclusion

Notre étude intitulée « Evaluation de la reprotoxicité de 1’acétate de plomb chez la souris male
adulte Mus musculus (BALBC) », aprés un traitement de 29 jours qui s’étend sur 1’injection
intrapéritonéale unique d’une dose de 8mg/kg d’acétate de plomb pour le lot traité et le

surveiller avec un lot témoin de la souris Mus musculus , on a obtenus le résultat d’une :

Augmentation du poids corporel et une diminution du poids testiculaire et épididymaire , une
diminution non significative de la GSH et une augmentation non significative de la MDA en
rapport avec une perturbation de la balance oxydative et un début d’installation d’un stress

oxydatif chez les souris traitées a I’acétate de plomb.

Il serait intéressant d’approfondir d’avantage nos recherches sur les effets de 1’acétate de plomb
sur I’appareil reproducteur afin de prévenir ses effets sur la reprotoxicité en augmentant la dose
administrée ou en prolongeant la durée du traitement , ou bien par des techniques
immunohistochimiques au niveau des testicule et I’épididyme ,et de rechercher les mécanismes
de défense radicalaire par le dosage d’autres marqueurs du stress oxydatif afin de renforcer nos
connaissance actuelles sur 1’utilisation quotidienne de 1’acétate de plomb et de prévenir les

risques associés a son utilisation.
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Résumé :

Les métaux lourds sont des éléments nuisibles a la nature et les organismes vivants. Parmi eux
on compte ’acétate de plomb qui peut aussi causer des conséquences néfastes sur 1’appareil
reproducteur comme des altérations des organes reproducteurs (atrophie) ou bien une infertilité
en raison de sa reprotoxicité. Le but de cette étude est de déterminer I’effet de ’acétate de plomb
sur la fonction de reproduction de la souris male Mus musculus (BALBc). Notre étude porte sur
deux lots de souris males : un lot traité a I’acétate de plomb (AP) et un lot control témoin (T),
avec un effectif de 6 souris pour chaque lot, et chaque souris pése environ 27g. Le lot traité a
I’acétate de plomb a recu une dose d’injection unique intrapéritonéale de 8mg/Kg d’acétate de
plomb le jour 1 de I’expérimentation, quant au deuxiéme lot contréle il a recu une injection
sous cutanée au serum physiologique. Les souris ont étés pesées et sacrifiées le jour 30. Apres
sacrifice, les organes reproducteurs testicules et épididymes ont étés pesés par une balance a
précision, les testicules et épididymes droits fixés pour une étude ultérieure, tandis que les
testicules et épididymes gauches ont étés congelés pour un dosage des du stress oxydant. Les
résultats ont montré une augmentation du poids corporel des souris, et une variation de la
concentration des marqueurs de stress MDA et GSH. En conclusion, cette étude démontre
qu’une injection unique de I’acétate de plomb a induit une variation des valeurs des poids de
souris Mus musculus, et des perturbations de la balance oxydative.

Mots clés : Acétate de plomb, Mus musculus, stress oxydant, reprotoxiciteé.

Abstract:

Heavy metals are elements harmful to nature and living organisms. Among them is lead acetate
which can also cause harmful consequences on the reproductive system such as damage to the
reproductive organs (atrophy) or infertility due to its reprotoxicity. The aim of this study is to
determine the Effect of lead acetate on the reproductive function of male mouse Mus musculus
(BALBC). Our study concerns two batches of male mice: a batch treated with lead acetate (AP)
and a control batch (T), with a population of 6 mice for each batch, and each mouse weights
approximately 27g. The batch treated with lead acetate received a single intraperitoneal
injection dose of 8mg/Kg of lead acetate on day 1 of the experiment, while the second control
batch received a subcutaneous injection with physiological serum. The mice were weighed and
sacrificed on day 30. After sacrifice, the reproductive organs testes and epididymis were
weighed by a precision balance, the right testes and epididymis fixed for later study, while the
left testes and epididymis were frozen. for an assay of oxidative stress markers. The results
showed an increase in the body weight of the mice, and a variation in the concentration of the
stress markers MDA and GSH. In conclusion, this study demonstrates that a single injection of
lead acetate induced a variation in the weight values of Mus musculus mice and disturbances in
the oxidative balance.

Keywords: Lead acetate, Mus musculus , oxidative stress , reprotoxicity .



