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Résumé

L’objectif principal de la présente étude est d’évaluer d’une part les effets du régime hyper gras
sur la fonction reproductrice chez des rats males WISTAR, et d’autre part d’explorer 1’effet
thérapeutique du Curcuma Longa L combiné au poivre noir. Dans notre expérimentation, des rats males
répartis en 3 groupes (n=5) ont recu pendant 8 semaines 350¢/jour d'aliment standard pour les témoins,
350g/j du régime hyper gras (RHG) et 350¢/j du traitement a base de curcuma et poivre noir (CPN)
associé au RHG. Nos analyses consistent en une approximation multiparamétrique comportant un suivi
du poids corporel, un examen du spermogramme, le test de fragmentation d’ADN spermatique, une
étude histologique des testicules et des marqueurs du stress oxydatif au niveau testiculaire, ainsi qu’une
évaluation du profil lipidique dans le plasma sanguin. Nos résultats ont montré que le RHG a induit des
effets sur plusieurs niveaux. Le RHG a provoqué une augmentation hautement significative (p<0,001)
du gain corporel et du poids relatif des testicules (p<0,001), une diminution significative du nombre, de
la vitalité, et hautement significative de la mobilité des spermatozoides et une augmentation significative
du pourcentage d’ADN spermatique fragmenté (p < 0,05). De plus, I’analyse détaillée du profil lipidique
a montré une augmentation hautement significative du taux de cholestérol total (p<0,001), des
triglycérides (p<0,001) et non significative du LDL, associée a une diminution du taux plasmatique du
HDL (p<0,05). De méme, une augmentation hautement significative des taux de TBARS qui témoigne
d’une forte peroxydation lipidique a été constaté dans ce groupe (p<0,001). Sur le plan histologique, une
altération de la structure testiculaire a été observée a savoir un changement de la morphologie
qui s’est traduit par un espacement des tubes séminiferes et une diminution du nombre des
spermatozoides dans la lumiére, ainsi qu’une diminution du nombre des cellules germinales
associée a une diminution de 1’épaisseur d'épithélium séminifere. Le traitement a base de CPN
a pu prévenir les différents parametres altéré par le RHG notamment par une diminution du poids
corporel, une amélioration du profile lipidique, une réduction du risque de I'obésité et ses complications
a long terme. En outre, la mesure des TBARS tissulaires a montré un effet antioxydant du traitement
CPN contre la peroxydation lipidique au niveau des testicules. De plus, ce traitement a pu prévenir
I’altération structure histologique des testicules. En conclusion, ces résultats indiquent que le CPN peut
réduire efficacement les effets délétéres du RGH sur le profil lipidique, la fonction et la structure
testiculaire.

Mots clés : régime hyper-gras, hyperlipidémie, rats males, testicules, Curcuma Longa .L , stress
oxydatif.



Abstract

The objective of the present study is to assass the possible effects of a high fat diet (HFD) on male
reproductive function in WISTAR rats. On the other hand, this study also included a therapeutic
approach using Curcuma Longa L combined with black pepper. In our experiment, 15 male rats were
divided into 3 groups (n = 5) which received a standard food (controls), 350g / d of HFD and 350g / day
of HFD supplemented with turmeric and black pepper (TBP) for 8 weeks. Our analyzes consist of a
multiparametric approximation comprising a follow-up of the body weight, an examination of the
spermogram, sperm DNA fragmentation test, a testicular histological study and markers of oxidative
stress in the sexual organs and also an evaluation of the lipid profile. Our results showed that HFD
induced several effects on the male reproductive function. HFD caused a highly significant increase (p
<0,05), in number, vitality, and mobility of sperm cells and a hilghly significant increase in the sperm
DNA fragmentation (p <0.001). Furthermore, detailed analysis of lipid profile showed a highly
significant increase in total cholesterol, triglycerides and insignificant increase in LDL, associated with
a decrease in plasma HDL level. Likewise,a highly significant (p <0.001) increase in TBARS levels
showed a strong lipid peroxidation that was observed in this group. Histological study indicated an
alteration of the testicular structure specially changings in morphology which resulted in of
seminiferous tubules spacing and a decrease in the number of sperm in the lumen, as well as a
decrease in germ cells number associated with a decrease in the thickness of the seminiferous
epithelium. The treatment based on TBP was able to prevent the various parameters alteration
in particular by a decrease in body weight, an improvement of the lipid profile, a reduction of
the obesity risque and its long-term complications. In addition, measurement of tissular TBARS
showed an important antioxidant effect of the TBP treatment against lipid peroxidation in the testes.
This treatment was able to preventthe histological structure of the testes. These results indicate thatTBP
may effectively reduce the deleterious effects of HFD on lipid profile, testicular structure and function.

Keywords . high fat diet, hyperlipidemia, male rats, testes , Curcuma Longa .L, oxidative stress.
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Introduction

Introduction

La relation entre la nutrition et la reproduction est un sujet d'importance
croissante. Les premieres recherches ont confirmé que la nutrition joue un réle important
dans la reproduction (Kumar et al, 2002). Depuis plusieurs dizaines d’années, partout
dans le monde, la prévalence du surpoids et de I'obésité tend a augmenter a un rythme
préoccupant; Il s’agit d'une maladie chronique évoluant en plusieurs phases
(Basdevant, 2004). Les apports quant a eux, peuvent augmenter le plus souvent par
modification du comportement alimentaire. En paralléle de cette franche augmentation
de la prévalence du surpoids et de 'obésité, une augmentation des problemes de fertilité
masculine depuis plus de quarante ans est de méme constaté. En effet, certains
parameétres spermatiques tels que la numération des spermatozoides, la mobilité ou le
nombre de formes typiques ont largement chuté entre les années 1970 et 2000, surtout
chez les sujets présentant des désordres métaboliques tels que I'obésité (Auger et al.,

1995).

Jusqu’a présent, différents modéles animaux ont été utilisés pour étudier I'effet de
régime hyper gras sur différents organes (Grooth et al.,, 2004). Le travail entrepris au
cours de notre étude s’inscrit dans le cadre d'évaluer 1'effet de régime hyper gras sur la
fonction testiculaire chez des rats males de souche WISTAR.

D’autre part, des récentes études ont prouvé que la phytothérapie est de plus en plus
utilisée, s’appuyant sur l'utilisation des plantes médicinales, qui fournissent des effets
bénéfiques de grande envergure qui améliorent les désordres métaboliques, en
particulier 'hyperlipémie (Jang et al., 2008). Le recours a la médecine a base des plantes
est profondément ancré dans notre culture, tenant compte que I’'Algérie est réputée par
la richesse de sa flore médicinale qui comprend des centaines d’espéces végétales (Ait
youcef, 2006). Bien qu'’il s’agit d’'un condiment alimentaire, Curcuma Longa, est utilisée
depuis des siecles en médecine traditionnelle indienne et chinoise, pour traiter I'asthme,
les allergies, les désordres hépatiques comme, I'anorexie, les rhumatismes, le rhume et la
sinusite (Aggarwal et al., 2007). C'est une plante herbacée qui contient de nombreux
composés antioxydants quiaméliorent l'activité des enzymes hépatiques liée a la
glycolyse, la glyconéogenese et au métabolisme lipidique. Le curcuma avec ses molécules

curcuminoides sont capables d’interagir avec nombreuses cibles moléculaires impliquées
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dans I'inflammation, réduire la lipogenese, 1'adipogenese, augmenter la masse maigre, le

métabolisme de base et améliore le profil lipidique (Lecerf, 2012).

Le curcuma est une également une plante qui soutient un éventail de problemes

de fertilité (Oguzturk et al., 2012). De ce fait, nous nous sommes proposé de méme

d’étudier les effets d’un traitement a base de curcuma sur 'obésité et ses éventuels effets

sur la fertilité chez les rats soumis au régime hyper gras.

Nous avons organisé notre manuscrit comme suit ;

La premiere partie; Une revue bibliographique contenant des généralités sur
I'appareil reproducteur masculin, son anatomie, sa physiologie et Ila
physiopathologie des fertilités masculines.

La deuxiéme partie ; contient les informations nécessaires sur la Curcuma Longa
Le désordre métaboliques et la fertilité y associée.

Une partie expérimentale qui décrit le matériel et les méthodes utilisés.

Une derniére partie réservée a l'interprétation et la discussion des résultats

obtenus en comparaison avec des travaux et des résultats précédents.
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I. Anatomie et histologie de I'appareil reproducteur masculin
Le terme « appareil génital male » désigne tous les organes et structures qui
participent a la formation, la maturation, I'’émission sous pression des différents constituants
du sperme, qui comprend (Figurel) : les testicules, 'épididyme, le canal déférent, les vésicules

séminales les canaux éjaculateurs, la prostate et le pénis (Bonnes et al., 2005).

Vue de profil Vue de face
Canal
o Vessie déférent +——— \essie
Vésicule
séminale
‘ Prostate  prostate AP« Vésicule
Urétre ——— séminale
p Canal Urétre ——————
déférent

Gland L
du pénis T Testicule Epididyme
Orifice __ < Epididyme Testicule
urogénital N
Penis

@ Organes hors appareil génital

Figure 1: L’appareil reproducteur masculin (Manuel, 2010).

I.1 Testicules
Les testicules sont les gonades males, qui est un organe pair d’'une forme ovoide,

accolé a une structure allongée, renflée a une de ses extrémités et entouré par une
capsule protectrice ; 'albuginée. Cette enveloppe conjonctive est riche en fibres de
collagene et en cellules musculaires lisses dans la région postérieure (Foucrier et

Bassez, 2017).

Le testicule mesure de 3 a 3,5 cm de longueur, 1 a 1,5 cm de largeur et pese 1 a 2g

chez 'adulte (Barone, 2001).
Ayant une double fonction :

e Exocrine : produisant les spermatozoides (la gamétogenese)
e Endocrine : qui consiste a la sécrétion d’hormones sexuelles masculines, les

androgeénes (Barone, 2001).
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I.1.1 Structure histologique testiculaire

Les tubes séminiféres sont le siége de la spermatogenése. Ce sont au nombre de deux a
quatre par lobule testiculaire. Ils s’entourent d'une lame basale contenant parfois des cellules
myoides contractiles. Leur paroi est constituée d'un épithélium stratifié, dont on cite deux
types de cellules : les cellules de la lignée germinale et les cellules de Sertoli reposant sur une

enveloppe péri-tubulaire ou lamina propria (Dadoune et Demoulin, 2001).

L’espace intertubulaire est occupé par des cellules endocrines isolées ou regroupées

appelées cellules de Leydig (Dadoune et Demoulin, 2001).

i)
il

Figure 2 : structure histologique de I'épithélium séminifere et du tissu interstitiel.

(Blanc et al,, 2002)

I.1.1.1 Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli est une cellule somatique permanente différenciée qui ne se
divise pas, d'une forme pyramidale de grande taille (70 a 20 Um), caractérisée par un
réticulum endoplasmique granuleux (REG) et un réticulum endoplasmique lisse (REL)
développés, un cytosquelette formé de microtubules et un réseau dense de
microfilaments d’actine et de filaments intermédiaires. Chaque cellule de Sertoli est
connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées (Hazard et perlemuter,

2000).

Ces cellules assurent le soutien, la coordination, la migration, la maturation et

I'apport nutritionnel des cellules germinales, elles integrent tous les signaux




Chapitre | : Physiologie et physiopathologie de la fonction reproductrice masculine

hormonaux nécessaires a la spermatogenese, en particuliers la FSH et la testostérone.
Elles joueraient également un role phagocytaire et méme endocrine. En microscopie
optique, la cellule de sertoli s’étend de la base a la lumiere du tube séminifére ou son
noyau est situé ( Mruk et cheng, 2004), Il a une forme irréguliére avec une invagination
bien marquée .De plus, son nucléole est trés volumineux. Ces caractéristiques
permettent de distinguer le noyau de la cellule de Sertoli des noyaux des cellules

germinales qui sont arrondis (Russell et Griswold, 1993).

1.1.1.2 Cellules de la lignée germinale

Ce sont des cellules reproductrices, disposées au sein de I'épithélium séminifére
sur plusieurs assises. Subissant des divisions, des remaniements pour se transformer
en spermatozoides, la prolifération de ces cellules germinales est continue durant
toute la période adulte grace a la multiplication des cellules souches de

renouvellement (Georges, 1997).

1.1.1.3 Cellules de leydig

Les cellules de Leydig sont disposées en amas ou dispersées dans le tissu
interstitiel. Leur forme peut étre aplatie ou polyédrique selon leur stade d’activation et
deviennent de plus en plus nombreuses avec l'activité sexuelle. Elles produisent les

androgenes testiculaires, dont le principal est la testostérone (Nicaise, 2015).

1.1.1.4 L’épithélium séminifere et la barriére hémato-testiculaire

Le contact entre les faces baso-latérales des cellules de Sertoli forme un complexe de
jonctions continues essentiellement composé de jonctions serrées. Ces jonctions serrées
apparaissent entre 10 et 16 jours apres la naissance (Russell et Griswold, 1993). Elles créent
une véritable barriére entre I'épithélium séminifére et le flux sanguin : c’est la barriere
hémato-testiculaire.

Cette barriere sépare les spermatides et les spermatozoides de la circulation générale
sanguine et lymphatique, le tube séminifere est séparé en deux compartiments, le
compartiment basal et le compartiment apical. Les cellules du compartiment basal sont en
contact avec le milieu extérieur du tube séminifére alors que les cellules du compartiment

apical en sont isolées (Amann, 1993).
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1.2

Les voies spermatiques

Apres élaboration des spermatozoides dans les tubes séminiferes, ils seront évacués grace a

un ensemble de canaux : ce sont les voies excrétrices du sperme. Ces voies comprennent une

partie intra-testiculaire et une partie extra-testiculaire, Elles sont constituées par les tubes

droits, le rete testis, les cones efférents, 'épididyme, le canal déférent, les vésicules séminales,

et canaux éjaculateurs intra prostatiques (Dubé et Cyr, 2007).

1.2.1

1.2.2

Les voies spermatiques intra-testiculaires

Les tubes séminiféres contournés: Chaque lobule contient environ 40 tubes
séminiferes contournés qui atteignent dans le testicule mature un diametre de 140 a
300 pm et a I'état déroulé une longueur de 30 a 60 mm . C’est dans ces tubes que se
forment les spermatozoides qui sont ensuite transportés dans les tubes séminiféeres

droits ( Sissoko,2008) .

Tubes séminiféres droits : 1l s’agit de courts canaux de 1 2 2 mm de long, faisant

suite aux tubes séminiferes (Sissoko ,2008).

Le rete testis : ou réseau de HALLER, est un systéme de cavités communicantes entre
elles, localisé dans le corps d’Highmore, bordé par une couche de cellules cubiques,
dont le pole apical présente des microvillosités. ( Langman, 1984).

Le canal efférent désigne chacun des conduits reliés au rete testis et conduisant les
spermatozoides dans I'épididyme. Il aide la progression du plasma séminal et modifie
sa composition. Histologiquement, ils sont tapissés par un épithélium reposant sur une

membrane basale (Sissoko ,2008).

Les voies spermatiques extra-testiculaires

L'épididyme : est un organe allongé, plaqué le long du testicule et composé de trois
parties : la téte (région proximale) relié par le corps (partie médiane) et la queue
(région distale) qui est en continuité avec le canal déférent .1l est formé d'un trés long
systeme canaliculaire pelotonné qui débute par les canalicules efférents qui se
réunissent au niveau du corps de I'épididyme pour donner un conduit unique ; le

conduit épididymaire ( Hamilton, 1990).

le canal déférent : (spermiducte) fait suite a 1'épididyme et se continue par le canal

éjaculateur. Il mesure environ 40 cm de long pour un diametre total de 2 mm, et une

6
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lumiére inférieure a 500 um . S’il y a éjaculation, le canal déférent libére le sperme
final, a savoir les spermatozoides, le fluide testiculaire et les sécrétions des glandes

annexes (Thibault et Levasseur, 2001)

e Le canal éjaculateur : débute a 'abouchement de la vésicule séminale et se jette
dans l'uretre prostatique, Sa paroi est faite par un épithélium prismatique simple et

une musculeuse peu développée (Dacheux et al,, 2001 ; Bonnes et al., 2005).

e L’uretre : L'urétre est la portion terminale des voies génitales de 'homme. Il fait
partie a la fois du systeme urinaire et du systéme génital et transporte 1'urine et le

sperme a des moments différents ( Schlosser et al., 2006).

Canaux Schema du testicule et
efférents des voias spearmatiques

Tissu interstitiel
(cellules de Lewdig)

Canal
déférent
T

Tube séminifére
contourmée
Rete
testis

Epididwrnme .
. . Aldbuginee
Tube seminiféere

droit Vaginale

Figure 3 : Structure générale de testicule (Blanc et al., 2002).

1.3 Les glandes annexes

Ce sont au nombre de trois : les vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-
urétrales. L’ensemble de leurs sécrétions constitue le plasma séminal qui, mélangé aux
spermatozoides. Leur role majeur est 'apport de substrats énergétiques aux spermatozoides,
ce qui favorise leur mobilité et leur transfert dans les voies génitales féminines (Smah et Ould

Mokhtar,2019)

I.3.1 Veésicules séminales

Les vésicules séminales (VS) sont des organes glandulaires pairs qui secréetent 40 a

60% du liquide séminal. Elles font suite au canal déférent, situées dorsalement et un peu

7
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latéralement a ce dernier, entre la vessie et le rectum, de 5 a 8 cm de long sur 1 a 3 cm de large.
Elles comportent une paroi faite de trois couches : une muqueuse, une musculaires et une

adventice (Brugnon, 2009).

Les vésicules séminales sécretent un liquide alcalin de nature visqueuse et de coloration
jaunatre renfermant du fructose, de 1'acide ascorbiques ainsi que des protéines jouant un réle
dans la coagulation (spécifiquement la séminogéline et des prostaglandines). Les
spermatozoides et le liquide séminale se mélangent dans le conduit éjaculateur puis pénétrent
dans l'urétre et plus précisément dans sa partie prostatique a I'instant de 1'éjaculation (Barone,

1990).

1.3.2 La prostate

C’est une glande unique en forme de beigne, de la grosseur d'un marron ; elle entoure la
partie de I'urétre qui se situe directement sous la vessie. Enveloppée par une épaisse capsule
de tissu conjonctif, elle renferme de 20 a 30 glandes tubulo-alvéolaires. Elle sécréte environ
1/3 du volume de sperme et cette sécrétion légérement acide contenant divers ions exerce un
role important dans l'activation des spermatozoides. Chez le rat, la glande est polylobée et son

lobe ventral est sensible a 'activité des androgénes circulant (Marieb, 1993)

Les cellules glandulaires élaborent une sécrétion prostatique ou liquide prostatique qui
constitue jusqu'a un tiers du volume du sperme. Ce liquide est riche en acides aminés et de
nombreuses enzymes dont la fibrinolyse qui joue un réle de liquéfaction du sperme, la

phosphatase acide et la PSA associées a l'acide citrique et au zinc (Barone, 2001).

La PSA (Prostatic Specific Antigen) est une glycoprotéine enzymatique. Elle est
recherchée dans le dépistage et le suivi des tumeurs prostatiques .Le liquide prostatique
protege les spermatozoides contre les germes grace a la spermine; bactériostatique, et au

Zinc ; bactéricide (Manuel et al., 2010).

I.3.3 Glandes bulbo-urétrales :

Encore appelée glandes de MERY-COWPER, elles sont 2 petites glandes tubulo-acineuses,
de la taille d'un petit pois, entourées d'une capsule conjonctivo-élastique et contenues dans un

stroma conjonctif riche en fibres musculaires lisses et en fibres élastiques (Jost, 1998).

Ce sont des glandes lobulées, tubulo alvéolaire, sa fonction c’est la sécrétion d’un fluide
lubrifiant visqueux, semblable au liquide prostatique contient du galactose, de la
galactosamine, de I'acide galacturonique, de 'acide sialique précédant I'éjaculat, neutralisant

les traces d’acide urique présents dans le tractus urogénital (Chughtai et al., 2005)

8
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Les glandes annexes:

Vésicules séminales

/ (droite et gauche)

{

pubis

Glandes bulbo-urétrales
{droite et gauche)

Corps
Caverneux

Canal
dérférent

Corp3
cpongleux

Canal epidymere |
(epididyme) ‘

Giand
Scrotum
Tubules
séminiféres

Figure 4 : Les glandes annexes masculines (Blanc etal., 2002)

II. Physiologie de la fonction testiculaire

II.1 Physiologie des testicules

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

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

I1.1.1 La spermatogenese

La spermatogenése est un mécanisme extrémement complexe, continu, débutant a la

puberté jusqu'au 'andropause qui assure deux fonctions essentielles :

e la multiplication perpétuelle : les divisions et les différenciations des
spermatogonies souches qui aboutissent a la production des spermatozoides qui sont
produits dans les tubes séminiféeres dans le parenchyme testiculaire sous le controle de
la testostérone et de la FSH (Thibault et Levasseur, 2001).

e le renouvellement permanent de ces spermatogonies qui vont constituer le stock

de «futurs» (Thibault et Levasseur, 2001).
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La spermatogénése se compose de deux étapes, la phase d’élaboration proprement dite
ou cycle spermatogénétique se déroulant dans les tubes séminiféres et la phase de maturation

qui s’effectue au niveau de 'épididyme (Thibault et Levasseur, 2001).

I1.1.1.1 Le cycle spermatogénétique

La spermatogenese est un processus complexe conduisant a la réduction chromatique et
implique la réorganisation des composants nucléaires et cytoplasmiques. Les spermatogonies
sont transformées en spermatocytes I a 2n chromosomes, qui subissent la méiose en donnant
des spermatocytes Il a n chromosomes. Chaque spermatocyte Il donne deux spermatides. Au
cours d'une métamorphose complexe ou spermiogenése, chaque spermatide se transforme en
spermatozoide (figure 5). En effet, la spermatide est de forme encore arrondie, s’allonge, le
cytoplasme glisse le long du noyau vers la zone des centrosomes et s’étire le long du flagelle. Le
spermatozoide contient essentiellement trois parties : une téte ovale contenant le noyau, la
piece intermédiaire au niveau de laquelle les mitochondries se condensent autour du filament

flagellaire, le flagelle assurant le déplacement du spermatozoide (Blanc et al., 2002).

spermatogonies ™ spermatocytes I——————

e

&

spermatocyie 11

Figure 5 : Schéma récapitulatif de la spermatogenése chez I'homme (Blanc et

al, 2002).

*  spermatozoides

I1.1.1.2 Maturation des spermatozoides
Les spermatozoides libérés dans la lumiére des tubes séminiféres sont ensuite acheminés
au travers du rete testis vers I'épididyme, recouvrant le testicule. Les spermatozoides prélevés

directement au niveau des tubes séminiféres sont pratiquement immobiles. Leur motilité ne se

10
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manifeste qu’a la fin du transit épididymaire dans la queue de I'épididyme. Ainsi, prélevés au
niveau des tubes séminiferes et méme au début de 'épididyme, les spermatozoides ne sont pas

encore fécondants (Dadoune et al.,, 1991).

En résumé, le transit épididymaire permet le transport par des contractions musculaires
lisses, le stockage (queue de I'épididyme) et 'acquisition de la motilité des spermatozoides. La
durée totale de la maturation épididymaire est d'environ 1 semaine Chez I'homme, et de 11

jours chez le rat (Dadoune et al., 1991).

I1.1.1.3 Cycle de I'épithélium séminifere
La succession des différents stades d’'une génération de cellules germinales en un point
fixe du Tubes séminiferes.

Tous les types de cellules germinales sont présents dans 1'épithélium séminifére, a savoir,
les spermatogonies, les spermatocytes et les spermatides. Les cellules germinales sont
hautement organisées : elles forment une série d’associations cellulaires ou stade de
I'épithélium séminifere de telle maniére qu'un méme stade donné occupe la totalité d’'une
section transversale d'un tube séminifere. Ce cycle de 1'épithélium séminal et est de : 13 jours

chez le rat, 8,6 chez la souris et 16 jours chez 'homme (Dadoune et al., 1991).

I1.2 Régulation endocrinienne de la fonction reproductrice masculine

Les principales hormones impliquées dans la régulation de la fonction sexuelle chez

I’homme ont plusieurs origines : testiculaire, hypothalamo-hypophysaire et épiphysaire.

L’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire joue un réle fondamental dans le processus de
la reproduction notamment en assurant la maturation sexuelle lors de la puberté et le contrdle

des fonctions endocrine et exocrine des testicules (Kameni,2011)
2 -3-1 L’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire :

L’hypothalamus sécréte de fagon pulsatile la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone)
qui rejoint 'hypophyse antérieure par le systéme porte. Elle y déclenche la libération de deux
gonadotropines : la FSH (Follicule Stimulating Hormone) et la LH (Luteinizing Hormone). La
LH stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig testiculaires et régule ainsi
la fonction endocrine du testicule. La FSH est responsable de l'initiation et du maintien de la
spermatogenése en agissant sur les cellules de Sertoli. Elle régule donc la fonction exocrine
testiculaire. Des systemes de rétrocontrdle négatif agissent sur le systeme hypothalamo-
hypophysaire par le biais de la production de la testostérone et de I'inhibine par les testicules.

(Figure 6) (Carpino et al ., 1998).
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La testostérone est le principal androgéne circulant. Plus de 95% de cette hormone est
produite exclusivement par les cellules de Leydig, situées autour et entre les tubes séminiferes

et représentant 5% du volume de la glande (Fellag et Fethoun, 2018).

Le précurseur des androgenes est le cholestérol. Les cellules de Leydig peuvent en assurer
la synthése a partir de l'acétate ou utiliser le cholestérol extrait des lipoprotéines
plasmatiques, notamment de la fraction de faible densité représentée par les LDL-cholestérol

et aussi celui des membranes cellulaires (Thibault et Levasseur, 2001).

necuronc sécréteur
hypothalamique

Testostérond

rétroaction
inhibitrice

ccllule gonadotrope
adénohypophysaire

circulation
générale

circulation

générale tissus cibles

J

effets biologiques :
spermatogenése &
caractéres sexuels secondaires

Figure 6 : Représentation fonctionnelle de 1'axe gonadotrope chez I'homme

(Carpino et al ., 1998 ).

Exploration de la fonction reproductrice masculine

III.1 Le spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule autonome qui mesure 100 a 150 um de long. Il est
constitué de deux parties distinctes : la téte et la flagelle. La téte a un contour tres régulier
ovalaire avec un grand axe mesurant 5um et un petit axe mesurant 3 microns (rapport grand
axe / petit axe = 1, 66). La longueur et/ ou la largeur de la téte peuvent étre légérement
diminuées sans que celle-ci soit pour autant considérée comme anormale. Le rapport possible
grand axe / petit axe peut donc fluctuer entre 1,33 et 2. L'acrosome doit couvrir 40 a 70 % de
la surface de la téte, avoir un contour régulier et une texture homogene (Figure 7) (Terriou et

al,, 2000).

Le spermatozoide est également constitué d'un segment intermédiaire situé a la base du

renflement), son role est d'assurer l'énergie (sorte de réservoir de carburant). La piece
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intermédiaire normale peu visible en microscopie conventionnelle, a un diamétre de 0,6 a 0,8
micron, son grand axe est dans le prolongement du grand axe de la téte, présente un contour
régulier, une texture homogeéne et un reste cytoplasmique de taille minime a son niveau n'est
pas considéré comme anormal (Manuel et al ., 2010).
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Figure 7 : Ultrastructure du spermatozoide humain. Schéma de la cellule en

coupe longitudinale (Manuelet al ., 2010).

III.2 Le sperme

Ce liquide essentiel a la reproduction humaine et fabriqué par l'appareil génital
masculin, est un liquide opaque, blanchatre expulsé lors de I'éjaculation, composé de
spermatozoides en suspension, dans le liquide séminal qui est un mélange des sécrétions
provenant du testicule, de 1'épididyme, des vésicules séminales, de la prostate, ainsi que des
glandes de littre et bulbo-urétrales . Il est composé pour 90% de liquide séminal et pour de
10% de spermatozoides, c’est un liquide 1égerement collant qui sert de milieu protecteur pour

les spermatozoides (Geneviéve et al., 1997).

II1.3 Spermogramme

Le spermogramme est le test de base utilisé lors du bilan d’infertilité masculine. A partir

d’'un échantillon de sperme, ce bilan rassemble toutes les informations concernant la qualité
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de ‘éjaculat a savoir le volume, le pH, la concentration spermatique, les cellules rondes, la

mobilité, la vitalité et la morphologie des spermatozoides (Hamouda et al ., 2016)

III.4 Spermocytogramme

Le spermocytogramme ou examen cytologique des spermatozoides, comprend I'évaluation
du pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux et anormaux. Le
spermocytogramme va permettre la détection d'anomalies physiques et externes des

spermatozoides (Jean, 2006).

IIL.5 Evaluation de la qualité d’ADN des spermatozoides

Il s’agit d’'un test de diagnostic avancé dans I'étude de l'infertilité masculine que l'on
effectue dans certains cas pour compléter le bilan d'un spermogramme. Le test de
fragmentation mesure 'intégrité de 'ADN des spermatozoides, contenu dans la téte de ceux-ci,

qui constitue leur capital génétique (Auger et al.,1990)

II1.6 Dosages des hormones masculines
I11.6.1 FSH et LH

La FSH et la LH ont des fonctions étroitement liées car toutes deux agissent au
niveau testiculaire chez I'nomme. D'une part, la FSH régule la spermatogenese. Elle agit
sur les cellules de Sertoli, De plus la FSH stimule la production de protéines fixatrices
des androgenes (ABP). D'autre part, la LH stimule la sécrétion de testostérone
testiculaire en agissant sur les cellules de Leydig. De plus, par le biais des ABP, la
testostérone intra-tubulaire peut déclencher la spermatogenese (Mcfarland et al,

1989).

II1.6.2 La testostérone

La testostérone est l'hormone sexuelle masculine par excellence. Elle est synthétisée
principalement dans les testicules grace a l'action de la LH, mais aussi dans les glandes
surrénales, chez I'homme comme chez la femme ainsi que dans les ovaires, bien qu'en faible

quantité (Noakes et al., 2001).

L’exploration de la fonction endocrine du testicule s’appuie sur le dosage de la testostérone
plasmatique totale réalisé le matin. Ce dosage suffit généralement a évaluer la fonction

leydigienne mais peut étre pris en défaut pour des valeurs proches du seuil inférieur de la
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normale ou dans certaines situations cliniques qui perturbent la biosynthése des androgenes

(Noakes et al., 2001).

II1.7 Analyses des parametres biochimiques du liquide séminal

La biochimie séminale peut constituer un complément du spermogramme dans le cadre
de I'exploration de l'infertilité masculine. Elle renseigne le clinicien sur I'aspect fonctionnel de
I'épididyme, la prostate et les vésicules séminales. Le dosage de ces “marqueurs biochimiques”
peut informer, positivement ou négativement, lorsqu’il existe une suspicion de phénomenes
obstructifs, inflammatoires ou non, sur les voies excrétrices du tractus génital masculin (

Aumiiller ,1994).

Par ailleurs, les divers constituants du plasma séminal sont élaborés par 1'une ou

'autre des glandes annexes et constituent donc des marqueurs topographiques.

e Pour I'épididyme, les marqueurs usuels sont : la L carnitine, I'alpha glucosidase,
sous sa forme neutre (la forme acide provenant aussi de la prostate), la
glycerylphosphorylcholine.

e Pour les vésicules séminales (dont les sécrétions optimalisant la mobilité des
spermatozoides), on retient essentiellement: les substances réductrices (qui
préviennent l'agglutination et la dégénérescence de la membrane des
spermatozoides avec le fructose et l'acide ascorbique, - les prostaglandines, -
les bicarbonates,

e Les sécrétions spécifiques de la prostate protégent les spermatozoides contre
divers types d'agression (germes, radicaux libres, anticorps) ; elles régulent
aussi l'expression de leurs principales fonctions : mobilité, capacitation,
décondensation de la chromatine. : le zinc agit comme protecteur de la
mobilité et la vitalité des spermatozoides lorsqu'ils sont mis au contact des
germes et des polynucléaires ; alors que le PSA intervient dans la liquéfaction

du sperme ( Aumiiller ,1994).

Iv. Infertilité masculine

L’infertilité est définie par l'organisation mondiale de la santé OMS par l'absence de
conception apres au moins douze mois de rapports sexuels non protégés. Ces rapports doivent
étre normaux en fréquence et en qualité a l'intérieur d’'un couple vivant régulierement

ensemble (Houssein, 2017).
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IV.1 L’infertilité masculine primaire

Ce terme est utilisé lorsqu’'un homme n’a jamais fécondé une femme. Féconder, signifie que
la conception a eu lieu, indépendamment de I’évolution de la grossesse (Boudechiche et

Rouibah ,2015).

IV.2 L’infertilité masculine secondaire

Ce terme est utilisé lorsqu'un homme a fécondé une femme, indépendamment du fait
qu'elle soit la partenaire actuelle et indépendamment de 1'évolution de la grossesse

(Boudechiche et Rouibah,2015).

IV.3 Etiologies

Les infertilités masculines ont différentes causes. Elles peuvent étre pré-testiculaires
(hypogonadisme hypogonadotrope), post-testiculaires (le plus souvent un obstacle empéchant
I’évacuation des spermatozoides en dehors du testicule), ou étre le résultat d'une maladie
testiculaire ou d'un trouble érectile ou éjaculatoire comme elle peut étre due a une anomalie

des spermatozoides (Hocedé, 2017).

IV.3.1 Facteurs de risque environnementaux

Chez les mammiféres supérieurs dont 'homme, 'environnement n’a quasi pas d’effet sur
la reproduction contrairement aux autres mammiféres ou la reproduction est trés influencée
par les parametres de l'environnement, tels que la lumiére (intensité et photopériode), la
température, '’hygrométrie et la sason. Ce sont essentiellement la durée de jour et la
disponibilité alimentaire qui déterminent la période de reproduction (Thibault et Levasseur,

2001).

1V.3.1.1 Effet de la température
Une température élevée affecte la motilité des spermatozoides méme apres des périodes
d'exposition courtes de huit heures a 36°C, ou des périodes moyennes de 14 jours a 30 °C. De

plus, les températures supérieures a 30°C réduisent la libido des males (Lebas et al., 1990).

Plusieurs études ont pu lier la température ambiante du poste de travail et/ou la
température scrotale de certains salariés (soudeurs, chauffeurs) a la diminution des
parametres du sperme. Les mécanismes d’action suspectés de la chaleur sur la
spermatogenése sont l'induction d’'une apoptose dans les cellules germinales immatures

(spermatocytes au stade pachytene et spermatides rondes), et/ou une atteinte fonctionnelle
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des cellules de Sertoli, par dédifférenciation. La chaleur pourrait également diminuer
I'expression de la cold-inducible RNA-binding protéine (CIRP), protéine intervenant dans
I'inhibition de la mitose apres différenciation des spermatogonies en spermatocytes (Drissi et

al,2015).

1V.3.1.2 Effet d’éclairement et Photopériode

Selon Lebas et al.(1990), des lapins males exposés a un éclairement artificiel pendant 16
heures sur 24 heures ont significativement plus de spermatozoides dans les gonades que dans
ceux exposés a la lumiére pendant 8 heures. Selon Walter et al. (1968), il est possible de
provoquer une diminution de la concentration en spermatozoides du sperme et une baisse du

poids des testicules grace a une photopériode de 16h de lumiere pour 8h d’obscurité.

1V.3.1.3 Effet de I'humidité relative ambiante

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

maintenue entre 55 et 80 % (idéalement entre 60 et 70 %) (Fellag et Fethoun ,2018).

1V.3.2 Effet de I'alimentation

La part de I'alimentation (sous ses aspects quantitatifs et qualitatifs) dans les dysfonctions
gonadiques aboutissant a l'infertilité. une alimentation adaptée pourrait prévenir 30 % des
cancers, l'alimentation pourrait constituer un élément essentiel, mais largement négligé dans

la prévention de l'infertilité (Leniaud et al ., 2008).

L’'impact de l'alimentation sur le fonctionnement testiculaire et la qualité des
spermatozoides a fait I'objet de quelques études, souvent peu informatives. De méme, les
compléments alimentaires en vitamines ou micronutriments, prescrits dans le but d’'améliorer
les parameétres spermatiques, ont rarement été validés par des études randomisées en double

aveugle contre placebo (Leniaud etal ., 2008).

IV.3.3 Facteurs liées au mode de vie

1V.3.3.1 Exposition aux toxiques

Nombreuses études rapportent des associations significatives entre exposition aux
solvants et altération des parametres spermatiques. On pourra citer les éthers de glycols, les
solvants pétroliers, le diméthylformamide ou encore le disulfure de carbone. Pour les métaux

lourds, un lien significatif a été retrouvé, notamment une oligospermie et une asthénospermie
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en cas d’exposition au plomb et une augmentation des anomalies morphologiques des gametes

en cas d’exposition au cadmium a été observée. Pour les pesticides, dans leur ensemble, Ils

entrainent les mémes types d’anomalies des spermatozoides (Houssein, 2017).

IV.3.3.2 Les radiations ionisantes

Méme une exposition thérapeutique a une dose beaucoup plus élevée peut altérer la

reproduction cassures ADN, inactivation cellulaire, les cellules germinales des testicules sont

trés radiosensible et un effet sur spermatogenese ( Djalila, 2017).

1V.3.3.3 Consommation des produits toxiques

Tabac : De récentes études ont montré qu'il existe un passage de la barriére hémato-
testiculaire de certaines substances contenues dans la fumée de cigarette. La présence
de tels composés dans le liquide séminal des fumeurs entraine une altération des
parameétres spermatiques classiques et de la qualité nucléaire des spermatozoides avec
une augmentation de la fragmentation de I'ADN du fait du stress oxydatif qu’elles
provoquent, compromettant de ce fait les chances de grossesse (Benabbou et
Bendahmane, 2011).

I'alcool : L'alcool retentit négativement sur la fertilité masculine et sur le systéme
endocrinien, essentiellement sur le nombre mais aussi sur la motilité et la morphologie
des spermatozoides (Marie lou, 2017).

Caféine : Les résultats d'une étude de cohorte menée auprés de 445 hommes
consultant en clinique de fertilité montrent qu'une consommation de deux tasses de

café/jour pourrait affecter la motilité des spermatozoides (Marie lou,2017).

IV.3.4 Désordres hormonaux et métaboliques

e Thyroide et infertilité: Les hormones thyroidiennes interagissent avec
d'autres hormones, principalement reproductrices .Une quantité appropriée
d'hormone thyroidienne est nécessaire pour le fonctionnement normal des
testicules chez les hommes. Hyperthyroidie ou Hypothyroidie peuvent toutes
les deux affecter la fertilité masculine ( Schlosser et al .,2007).

e Stress, cortisol et infertilité : Lorsque I'état de stress est chronique, les
hormones diffusées par notre cerveau inhibent le systeme reproductif. Cela
peut entrainer un retard de fertilité, un ralentissement du cycle reproductif,

voire une infertilité (Zorn et al .,2001).
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D’apres Agrawal et al .(2014) le stress dégrade la qualité du sperme. Ils
suggérent que le stress pourrait déclencher la libération d"hormones
stéroides appelés glucocorticoides ce qui réduirait les niveaux de testostérone

et la production des SPZ.

o Diabéte : Le diabéte n'entraine généralement pas de probléme de fertilité.
Quand cela se produit chez les hommes, c'est généralement a cause d'une
éjaculation rétrograde : le sperme remonte dans la vessie au lieu d'étre expulsé

al'extérieur du corps( Djermoune et al.,2014) .
e Obésité : Plusieurs mécanismes proposés démontrent des altérations hormonales

associées a I'obésité masculine par les changements hormonaux incluant la diminution
de la testostérone. Une diminution de la concentration du sperme de méme qu’'une
augmentation de la fragmentation de ’ADN spermatique a aussi été associée a I'obésité

masculine (Marie lou, 2017).

V. L’obésité et l'infertilité masculine

V.1 Définition

En 1997, 1'obésité a été reconnue comme une maladie par 'OMS. Dans ce rapport de
consultation, 'obésité est définie comme «une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle qui représente un risque pour la santé entre la dépense énergétique et I'apport

alimentaire.
V.2 Types d’obésité

V.2.1 L’obésité gynoide

Elle est caractérisée par une augmentation du tissu adipeux au niveau des fesses et des

cuisses (Laure, 2014).

V.2.2 L’obésité androide

Elle se définie par un dépot lipidique au niveau abdominal (Marie lou, 2017).
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V.3 L’indice de masse corporel

Une simple mesure permet de définir si le poids est « idéal » : I'Indice de Masse Corporelle
(IMC), qui relie le poids a la taille de l'individu. Il se calcule en divisant le poids corporel (en
kg) par la taille (en meétre) au carré (kg/m2) (Despres et Lemieux, 2006). L'IMC estun
parameétre couramment utilisé aujourd’hui. L’OMS a ainsi établi une classification pondérale en

fonction de la valeur calculée (Tableau 01).

Tableau 1 : Classification pondérale en fonction de I'IMC d’apres L’'OMS

Classification IMC(kg/m2)
Insuffisance  pondérale <18,5

Poids normal 18,5- 24,9
Surpoids 25-29,9
Obésité (classe 1) 30-34,9
Obésité (classe 2) 35-39,9
Obésité (classe 3) =40

V.4 Physiologie et métabolisme des macromolécules
V.4.1 Métabolisme des glucides

Le systeme digestif est la voie par laquelle les substances nutritives, les vitamines, les
minéraux et les liquides entrent dans I'organisme. Les protéines, les graisses et les glucides
complexes sont ensuite dégradés en unités absorbables, principalement dans l'intestin gréle

(Ganong et Jobin, 2005).

Les glucides sont les plus familiers en tant que constituants principaux de nos régimes
alimentaires quotidiens sous forme de sucres, de fibres et d’'amidon. Ils y fonctionnent comme
des systémes de stockage de I'énergie chimique : ils seront en effet catabolisés en eau et en
dioxyde de carbone avec libérations de chaleur ou de toute autre forme d’énergie. Le glucose
est également connu sous le nom de dextrose, sucre sanguin ou sucre de raisin. Il appartient a

la classe des aldo-hexoses, on le trouve a I'état naturel dans nombreux fruits et plantes de
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méme que dans le sang humain a des concentrations allant de 0,75 a 1,5 g/L en situation

normale en dehors des périodes des prises alimentaires (Vothardt et Schore, 2004).

V.4.2 Métabolisme Des lipides

Les lipides constituent un groupe de composés dont la nature chimique est extrémement
variée constitués d'acides gras a chaine carbonée. Ils se trouvent dans les membranes
cellulaires qui séparent les compartiments hydriques intra et extracellulaires, ou a l'intérieur

des adipocytes.

Les Lipides contribuent a I'architecture membranaire sous forme de phospholipides. Le
cholestérol en est également un élément constitutif important. L’abondance respective du
cholestérol et des phospholipides et la composition en AG des phospholipides contribuent a
moduler la fluidité des membranes, maintenir l'intégrité cellulaire et les différents échanges

entre le milieu intracellulaire et extracellulaire ( Germain,1982).

Le cholestérol est une molécule lipidique d’origine exogene ou endogene et il appartient a
la famille des stérols. C’est un composant essentiel de la structure et la fonction des
membranes, en particulier de la membrane plasmique. Le cholestérol joue un réle clé dans la
croissance cellulaire et la viabilité. Il représente 20% -25% de tous les lipides et il est aussi un

précurseur des hormones stéroides (McLean et al., 2012).

V.5 Physiopathologie de I'obésité

L’obésité résulte naturellement d'un déséquilibre de la balance énergétique entre les
apports et les dépenses énergétiques. Les forces de cet équilibre agissant par la voie du
contrdle de la prise alimentaire ou sur 'activité physique spontanée sont aussi régies par le
systéme nerveux qui est 3 méme a tout moment de moduler cette balance en jouant sur le
contrdle de la prise alimentaire ou sur les dépenses énergétiques. Le tissu adipeux est apparu
comme un organe central de ’homéostasie énergétique et métabolique, il est aussi capable de
sécréter des substances médiatrices de I'inflammation, de I'athérosclérose, de I'hypertension et
bien d’autres potentiellement impliquées dans le développement du syndrome métabolique et
des complications associées au développement du tissu adipeux (Boirie , 2008)

Lorsque les lipides s’accumulent, les adipocytes s’atrophient et recrutent les préadipocytes
mature capable de se charger de triglycérides, c’est le processus de I'adipogenese , en outre
I'accroissement de la masse de tissu adipeux est non seulement par 'hypertrophie mais aussi
par 'hyperplasie ( 'augmentation du nombre des adipocytes qui le compose) ( Faucher et

Poitou, 2016).
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L'hypertrophie et I'’hyperplasie des adipocytes s’accompagnent de phénomeénes
d'inflammation et de fibrose, constituant une véritable pathologie du tissu adipeux.

(Basdevant et Clément,2011)

V.6 Obésité et infertilité masculine
V.6.1 Obésité et infertilité masculine

L'obésité peut affecter négativement la fertilit¢é masculine par perturbation
endocrinologique, mécanismes thermiques, génétiques et sexuels. D'autres facteurs peuvent
inclure des aspects de style de vie et une accumulation accrue de substances reprotoxiques

dans les tissus adipeux (Marie lou. 2017).

V.6.2 Rodle de I'insuline et de la leptine dans la reproduction masculine

L'insuline et la leptine ont été rapportées comme des régulateurs importants de la
reproduction masculine via la modulation de 1'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire. Les
deux hormones ont une influence directe et indirecte sur la GnRH, la LH et la FSH au niveau

central, et les cellules de Leydig et de Sertoli au niveau périphérique (Laure, 2014).

V.6.2.1 Laleptine

Elle est une hormone étroitement liée a la régulation de la consommation d’énergie et des
dépenses : l'appétit, le métabolisme et la faim. C’est une protéine ayant une fonction de
messager. Dans I'hypothalamus, elle régle la sécrétion pulsatile de la LHRH (luteinizing
hormone releasing hormone), dans ’hypophyse elle module la sécrétion des gonadotrophines ;
elle agirait aussi directement sur les gonades (Bruneau et al. 1999). Elle stimule de méme le
développement des organes reproducteurs (augmentation du poids des testicules et des

vésicules séminales chez le male (Lampiao et Agarwal,2009).

V.6.2.2 L’insuline

L’insuline est une hormone polypeptidique synthétisée par les cellules 3 des flots de
Langerhans dans le pancréas, qui permet l'absorption du glucose par les cellules musculaires
et les adipocytes. Elle joue un réle important au niveau de la communication entre trois
glandes en particulier : 1I'hypothalamus, 1'hypophyse et les testicules. Plus précisément,
I'insuline permettrait de ramener a la normale les taux d'hormones comme I'hormone
lutéinisante et la testostérone. L’absence ou une déficience d’insuline aboutit a I'altération de
la spermatogenese et l'augmentation de la déplétion des cellules germinales, et la

vacuolisation des cellules de Sertoli et induit des anomalies morphologiques et fonctionnels
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des spermatozoides qui semblent étre réversible avec I'administration d'insuline (Lampiao et

Agarwal,2009).

V.6.3 Dyslipidémie et qualité du sperme

En 2015 selon Pushpendra et Jain les lipides jouent un réle important dans l'activité
fonctionnelle des spermatozoides, leur viabilité, maturité, et capacité et fertilisation. Une
consommation excessive de cholestérol élevé ou un régime riche en graisses peut induire une
hypercholestérolémie / hyperlipidémie et une perturbation de ’homéostasie dans le corps qui

peut affecter négativement le fonctionnement normal de la reproduction.

V.6.4 Relation tour de taille et infertilité

Méme s'il est clairement établi que la graisse viscérale, mesurée par le tour de taille, est
un facteur de risque de nombreux problémes de santé, trés peu d'études ont mis en relation le
tour de taille et la qualité des spermatozoides. Certains auteurs suggerent qu'un tour de taille
élevé réduirait le nombre de spermatozoides dans le sperme d'hommes qui consultent en
clinique de fertilité ; alors que d'autres n'ont trouvé aucune différence significative entre la
qualité du sperme d'hommes ayant un tour de taille élevé (> 94 cm) et celle d'hommes ayant

un tour de taille normal (94 cm) (Liu et Ding ,2017).

V.6.5 L’impact de I'obésité sur la spermatogénese

L’adiposité viscérale excessive chez l'individu obése conduit a des changements dans les
niveaux hormonaux et favorise l'inflammation chronique dans l'appareil reproducteur, et une
teneur élevée en graisse dans le scrotum provoque également une augmentation de la
température scrotale. En terme pratique, 'obésité affecte principalement la structure physique
et moléculaire des spermatozoides pendant la spermatogenese des testicules et la maturation
des spermatozoides dans 1'épididyme, ce qui réduit finalement la qualité du sperme et

provoque un risque d'infertilité masculine (Hofny et al ., 2010).

V.6.6 L’'impact de I'obésité sur les parametres spermatiques

Les études de la relation entre 1'obésité et l'infertilité, et entre 1'obésité et la densité des
spermatozoides dans les populations infertiles examinant directement la relation entre
I'obésité et diverses mesures de sperme ont montré une diminution de la concentration du
sperme (densité) associée a une prévalence plus élevée de l'oligospermie (concentration de
sperme <20 millions de spermatozoides / ml), observées chez les hommes en surpoids et

obéses par rapport aux hommes de poids normal (24,4% contre 21,7%). Une motilité
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diminuée des spermatozoides est associée a une diminution de fertilité masculine. Une étude
montre que les hommes de poids normal présentent une moyenne de 18,6 millions de
spermatozoides mobiles, alors que les hommes en surpoids et obéeses présentent seulement
3,6 millions des spermatozoides mobiles, et 0,7 millions de spermatozoides mobiles

respectivement (Marie lou,2017).

V.6.7 L’impact de I'obésité sur les mécanismes physiques

Beaucoup d'hommes obeses font face a des problémes physiques qui pourraient étre liés a
leur fécondité et fertilité diminuées, y compris dysfonctionnement érectile, la lipomatose
scrotale conduisant a une augmentation de la température scrotale et une diminution

consécutive de la fertilité ( Ferrag, 2020).

V.6.8 Hypogonadisme et obésité

L'une des principales conséquences de l'obésité est I'hypogonadisme. Ce terme est
employé pour désigner un défaut du fonctionnement de I'appareil reproducteur qui porte a la
fois sur la production des spermatozoides et sur la sécrétion de la testostérone.
I'hypogonadisme révele trés clairement I'effet négatif de 1'obésité sur le sexe masculin sur les

différents niveaux (Andrej et al.,2018).

V.6.9 Dysfonctionnement érectile

La relation entre I'obésité et la dysfonction érectile peut s'expliquer par la diminution des
niveaux de testostérone (Pushpendra et Jain, 2015) .De plus, un taux élevé de cholestérol total
et faible taux de cholestérol a lipoprotéines de haute densité (HDL) est un facteur de risque
important de dysfonction érectile par perturbation de I'hémodynamique au niveau du pénis

(Bry et jacques., 2012).

V.6.10 Le stress thermique

L’augmentation de la température testiculaire altere la spermatogenese. Plusieurs
mécanismes associent 'obésité a une telle augmentation : la diminution de I'activité physique
associée a des périodes assises prolongées 'augmentation du tissu adipeux scrotal...etc (Hofny

etal. 2010).

V.7 L’obésité, I'infertilité et le stress oxydatif

Le stress oxydatif est une condition qui reflete un déséquilibre entre la manifestation

systémique des espéces réactives de I'oxygene (ROS) et la capacité d'un systeme biologique a
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détoxifier facilement (défenses antioxydants) les intermédiaires réactifs ou a réparer les

dommages résultants (Sermondade et al.,2011).

Le stress oxydatif est 'une des principales causes de l'infertilité masculine ; c'est-a-dire que
30% a 40% des hommes infertiles ont des taux élevés de ROS dans leur plasma séminal
(Agarwal et Plessis .2012). En 2014 d’apres Agarwal et al le stress oxydant joue un réle
central dans I'impact du surpoids et de I'obésité sur les fonctions de reproduction masculine,
les spermatozoides sont particulierement vulnérables aux effets nocifs des ROS. Le stress
oxydatif affecte leur activité, endommage la structure de I'ADN et accélére 'apoptose, ce qui
diminue leur nombre, entrave la motilité et le développement de la morphologie normale et

altere la fonction. Cela conduit a des troubles de la fertilité (Agarwal et al.,, 2014).
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I. Phytothérapie:

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement". La
phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au
moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes, qu’elles

soient consommeées ou utilisées par voie externe( Wichtl et Anton, 2003).
On distingue a I'heure actuelle, deux concepts distincts :

e La phytothérapie moderne : elle s’appuierait sur des connaissances
biochimiques, cherchant a soulager des symptomes grace a des principes actifs
identifiés, testés cliniquement et contenus dans les plantes médicinales. Elle
aurait surtout recours a des produits d'origine végétale obtenus par extraction et

présentés comme toutes autres spécialités pharmaceutiques (Meftouh,2019).

e La phytothérapie dite « traditionnelle » qui reprendrait des usages ancestraux,
empiriques et qui reposerait sur une approche holistique : elle utilise les effets de

la plante totale sur I'individu dans sa globalité (Meftouh,2019) .

I.1 Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des drogues végétales possédant des propriétés
médicamenteuses bénéfiques pour la santé humaine et dont au moins une de leurs
parties (tige, feuilles ou racines) possede des vertus curatives. Leur action provient de
leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie
entre les différents composés y présents (Lesley, 2005). les plantes médicinales sont
utilisées sous différentes formes, soit sous forme brute, soit sous forme de molécules

pures isolées (Elqaj et Ahami,2007).

1.2 Utilisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere premiere

pour la synthese de médicaments ou comme modele pour les composés
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pharmacologiquement actifs grace a leur richesse de ce qu'on appelle les métabolismes

secondaires (AMEENAH, 2006).

1.3 Phytothérapie et reproduction
La phytothérapie permet un choix de plantes médicinales et de remedes naturels
pour soigner naturellement la baisse de Libido de I'homme due a l'age, la fonte

musculaire, les changements physiques qui sont les témoins de I'andropause.

De nombreuses plantes médicinales et remedes naturels sont utiles pour leurs
interférences avec le systéme reproducteur a associer tels que les grains de nigelle, le

thuya, le ginseng (Gupta et Sharma, 2006), en raison de leur(s) action(s) spécifique(s) :

e Inhibition du processus hormonal, réduction de la production de DHT en inhibant
la 5-alpha-réductase et par blocage de la liaison entre la DHT et le récepteur
androgene.

o Blocage des récepteurs aux cestrogenes de la prostate. Il s'agira d'une action anti-
ostrogénique par occupation des récepteurs ostrogéniques empéchant l'action
des cestrogénes produits par l'aromatase prostatique sur le volume de la
prostate.

e Restauration de 'activité sécrétoire de I'épithélium de la prostate

e Troubles de I'érection

e Action sur la fatigue sexuelle

e Rééquilibrage hormonal andropause

La curcuma comme plante médicinale

I1.1 Définition de la plante

La Curcuma Longa L. est une plante tropicale qui appartient a la famille des
zingibéracées ; elle comporte un rhizome qui est une source de produits naturels
appelés curcuminoides qui sont souvent utilisés en médecine traditionnelle (Pikulthong

etal.,, 2016).

Le nom curcuma a été inventé par Linné dans son espece plantarum en 1753,

probablement dérive du mot arabe « kurkum » qui signifie couleur jaune. Cela est di a
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un groupe de pigments polyphénoliques provenant de plantes, a la couleur jaune canari
caractéristique, qui sont a l'origine des multiples propriétés bénéfiques pour la santé. Le

terme «Longa » se référe a la forme allongée de son rhizome (Loap, 2008).

.
\"'
=/ I Rhizome de
b curcuma
I
AP ,42{‘4:.‘"

2
- P >

Curcuma longa

Figure 8 : Rhizome frais de Curcuma longa et aspect de la partie aérienne (Rivera-

Espinoza et al.,, 2009).

I1.2 Histoire de la plante
Le curcuma est originaire du sud ou du sud-est de l'Asie. Il est le résultat de
nombreuses sélections successives au point que 1'existence méme d'une espece sauvage

de curcuma est remise en question (Sopher, 1964).

Le curcuma serait connu en chine depuis trés longtemps puisque le plus vieux
traité de médecine chinoise , le PEN-TSAO de Sheng Nung écrit vers 2600 av ].-C., le
mentionne dans le traitement des douleurs rhumatoides (Penso,1986) , de méme
I'usage de curcuma en inde serait apparu en tant que substitut de la safran et d’autre
poudre jaune apportée par les anciens aryens lorsqu’ils envahirent cette partie du

continent asiatique vers 2000 avant j-c (Dymock et al., 1890).

En 1450, on le retrouva a Francfort sur une liste de drogues a c6té du gingembre et
du zédoaire. Les premieres descriptions de la plante et de I'origine de I'épice arriverent

en Europe au XVIeme siecle. On le trouva aussi en Afrique( Girre,1981).
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En 1783, le curcuma a été introduit en Jamaique ou il s’est naturalisé. Au milieu du
XIXeme siecle, il est cité a Trinidad, a la Dominique et Haiti dans le livre : « Principale

plantes cultivées introduites en Amérique latine depuis 1492 » (Battistini, 1975).

I1.3 Systématique
Selon la classification phylogénétique (APG 3 en 2009), la plante Curcuma longa. L

appartient a La famille des Zingiberaceae est classée comme suite :

g2 autres | Curcuma’Llonga’

7 autres [ Iingiberaceae-i-]

Zingiberales+ |

Liliopsida'

Magnoliophyta'

Plantae'

Figure 9 : Classification phylogénétique du végétal Curcuma (Jayaprakasha et al., 2005).

L’ordre des Zingibérales descend de la subclasse des Commelinids. D’apres la
classification phylogénétique, il existe de nombreuses especes de Curcuma dont les
propriétés sont exploitées en santé. Parmi lesquelles : le Curcuma Aeruginosa, Curcuma
Amada, Curcuma Aromatica, Curcuma Brog, Curcuma Malabdrica ou encore Curcuma

Sylvaticas (Angel et al., 2013).
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I1.4 Valeurs nutritionnelle et énergétique du Curcuma longa. L

Elle contient les macronutriments et les micronutriments essentiels. Le tableau
suivant résume la valeur nutritionnelle et énergétique calculée, pour 100g de partie

comestible (Tableau 02).

Tableau 2 : Valeur nutritionnelle et énergétique du Curcuma Longa L pour 100 g (Jansen,

2005).
Eau 114¢g
Energie 1481 Kkj (354 kcal)
Protéines 7,88
Lipides 9,9g
Glucides 64,9g
Dont I'Amidon 45 % a 55% de la composition totale.

Fibres alimentaires | 21,1g

Calcium 183 mg
Magnésium 193 mg
Phosphore 268 mg
Fer 41,4 mg
Zinc 4,4 mg
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Vitamine A Traces
Thiamine 0,15 mg
Riboflavine 0,23 mg
Niacine 5,14 mg
Folate 39 ug
Acide ascorbique 25,9 mg

I.5 Vertus médicinales de curcuma

I1.5.1 Propriétés antioxydants

Le role des radicaux libres a été établi dans différentes maladies telles que
I'athérosclérose, le cancer, le diabete, la cirrhose, le vieillissement...etc (Caland,2020).
Par conséquent, les antioxydants sont des composés qui protegent les cellules du corps.
La curcumine est considérée comme un antioxydant dix fois plus actif que la vitamine E.
Elle alterne également l'activité des enzymes hépatiques liée a la glycolyse, la
glyconéogenese et le métabolisme lipidique; elle agit de maniére protectrice dans
I'hypoxie. L’activité antioxydante de la curcumine est médiée par des enzymes
antioxydantes telles que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion

peroxydase (Perrone, 2015).

I1.5.2 Propriétés anti-inflammatoires

Les curcuminoides et la curcumine sont capables d’interagir avec de trés
nombreuses cibles moléculaires impliquées dans l'inflammation, entre autres la
cyclooxygénase, la lipoxygénase, les leucotriénes, les prostaglandines, la thromboxane,
le TNF ou les interleukines. Des études animales, in vitro et in vivo démontrent
|'efficacité de la curcumine dans la diminution de l'inflammation aigué et chronique. La
curcumine intervient dans la réponse inflammatoire en inhibant l'activité des enzymes
cyclo-oxygénase-2 (COX-2), lipoxygénase (LOX) et NO-synthase inductible (iNOS). Ces
trois enzymes jouent un role important dans le processus inflammatoire (Menon et al.,
2007). La curcumine serait aussi capable d’exercer des effets anti-inflammatoires et

anti-prolifératifs sur des cellules cancéreuses, en inhibant la production de I'interleukine
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1B (IL-1pB), de l'interleukine 6 (IL-6) et du facteur nécrosant des tumeurs a (TNF-a). Ces
cytokines pro inflammatoires sont également impliquées dans des maladies comme la

maladie de Crohn (Hombourger, 2010).

I1.5.3 Propriétés anti-obésité

Chez les rongeurs, la curcumine réduit la lipogeneése, I'adipogenése, augmente la
masse maigre, le métabolisme de base et réduit le cholestérol LDL, les triglycérides,
augmente le cholestérol HDL et la paraoxonase; et il diminue les 1ésions d'athérosclérose

chez I'animal ( Lecerf,2012).

Une étude chez les hamsters nourris a haute teneur en graisses a permis d’examiner
'effet de la supplémentation en curcumine. Ce polyphénol actif a considérablement
réduit les niveaux d'acides gras libres, de cholestérol total, de triglycérides et de leptine,
alors qu'elle a augmenté les niveaux de cholestérol a lipoprotéines de haute densité et
d'activité de l'apolipoprotéine (apo) Al et de la paraoxonase dans le plasma ( Jang, et al

,2008).

II.5.4 Curcuma et fertilité

Pour améliorer la fertilité masculine, il existe de nombreuses plantes médicinales
et aliments de soutien qui ont été utilisées depuis des centaines d’années, avec un
certain succeés. La plupart des plantes adaptogenes aident a nourrir le systéme
endocrinien de sorte que toutes les hormones fonctionnent correctement. De plus, leur
effet sur la gestion du stress peut également lever des obstacles en termes de fertilité. Le
curcuma est une «super plante» qui soutiennent un large éventail de problémes
de fertilité. Le curcuma est également riche en vitamine C, qui aide a améliorer le
nombre des spermatozoides dans le corps. La curcumine, un composé important du
curcuma, aide a réduire l'anxiété et le stress et améliore les performances

reproductrices chez I'homme (zhang et ., 2017).
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Les curcuminoides

Le principe actif du curcuma est la curcumine. Les principaux composants du

rhizome de Curcuma longa (environ 5% du poids de la racine séchée) sont:

v' Des curcuminoides, qui donnent la coloration jaune, référent
principalement a un groupe de trois composés phénoliques : la

curcumine, la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine.

III.1 Structure chimique des curcuminoides

Les curcuminoides sont un mélange de curcumine : un différuloylméthane[1,7-
bis (4- hydroxy-3-méthoxyphényl) -hepta-1,6-diene-3,5-dione] mélangée avec ses deux
dérivés, la déméthoxy [4-hydroxycinnamoyl- (4-hydroxy-3-méthoxycinnamoyl)
méthane] et bisdéméthoxy curcumine [bis- (4-hydroxy cinnamoyl) méthane], de
formules chimiques brute C21H2006, C20H1805 et C19H1604 respectivement (Amalraj
etal, 2017).

o
CH= CH~ C— CHy— C—CH=CH

Curcumin- |

0
CH = CH—C— CH,~ C—CH=CH

Curcumin- I1

0 0

|
Ho@—cu CH—C— CHy=~ C~CH=CH

Curcumin- I

Figure 10 : Structures chimiques des différents curcuminoides . (Kumar et al.,2011).
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II.2 Composés bioactifs

La curcumine chimiquement connue sous la dénomination de Diféruloy-méthane,
est le principal principe actif et la source de la plupart des pouvoirs thérapeutiques du
curcuma. En outre, sa teneur s’éleve a 80% du poids total des curcuminoides présents

dans le rhizome de cette plante médicinale.

I11.3 Biodisponibilité de la curcumine

De nombreuse recherches en rapporté que la curcumine est mal absorbée par le
tractus gastro-intestinal, métabolisée et éliminée rapidement et que seulement une
petite quantité de la curcumine soit distribuée du sang aux tissus .Généralement, le
niveau de concentration de curcumine dans les tissus reste inférieur a la limite de

détection (Cuomo et al ., 2011).

L’amélioration de la biodisponibilité de la curcumine dépend de nombreuses

approches:

o Extrait de Curcumine titré a 95% : Il existe des extraits naturels, issus de curcuma,
avec une concentration trés élevée en curcuminoides (95%) et une haute
biodisponibilité. Une étude clinique a démontré que cet extrait présente une
biodisponibilité 7 fois supérieure a celle de la curcumine normale ( Antony et al ., 2008).

e Complexe curcumine et phospholipides : La curcumine est une substance
liposoluble (soluble dans les graisses). Un complexe innovant a base de curcumine a été
développé sur une matrice lipidique, appelée plus généralement phospholipides de
curcuma (ou phytosomes). L’association de lécithine de soja a la curcumine permet ainsi
a ce principe actif d’étre mieux assimilé par les intestins. L’absorption orale de
curcuminoides sous cette forme est 30 fois supérieure a celle de la curcumine
traditionnelle (Cuomo et al ., 2011).

e Complexe curcumine pipérine : De nombreuses autres méthodes existent pour
améliorer la bioabsorption de la curcumine. La pipérine, issu du poivre noir, interféere
avec la glucuronidation et faciliterait la perméabilité de la paroi de I'intestin et le passage

de la curcumine dans le sang.

En effet, selon une étude scientifique, 'apport de 2 g de curcumine mélangé a 20 mg de
pipérine améliore nettement l'absorption intestinale de la curcumine. La pipérine a permis

d’augmenter de 30 fois 'assimilation de la curcumine ( Shoba et al ., 1998).
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Partie expérimentale Chapitre Il : Matériel et méthodes

Objectif du travail

Le présent travail s’inscrit dans le cadre d’'une évaluation des effets du régime hyper
gras sur la fonction testiculaire chez des rats Wistar. Cette étude consiste également une
approche thérapeutique vis-a-vis des effets de I'hyperlipidémie en utilisant la poudre du

Curcuma Longa.L combiné avec le poivron noir.

Matériel utilisé

II.1 Le modele experimental

Notre protocole expérimental, S’est déroulé sur des rats de laboratoire, espece
Rattus Norvegicus, souche WISTAR. C’est une espece largement  utilisée en
expérimentation animale en raison de sa taille manipulable, de sa disponibilité et de son

prix raisonnable.

L'élevage et les expérimentations ont étre réalisés au niveau de l'animalerie de la
faculté des Sciences Exactes Université Djillali Liabes UDL Sidi Bel Abbes sur des jeunes
rats males pesant en moyenne 242+48,92 , 4gés de 3 mois, provenant de I'animalerie
de l'institut Pasteur d'Alger(IPA) . Les rats ont été gardés a une température ambiante
(Température entre 22 et 24°), dans des cages conventionnelles nettoyées et

désinfectées trois fois par semaine. , menues d’'une mangeoire et d’'un biberon.

I1.2 Matériel végétal

[1.2.1 Le Curcuma

Au cours de cette expérimentation, nous avons utilisé une plante, Curcuma longa .L
qui a fait I'objet de notre étude sous forme de rhizomes frais achetés chez un herboriste

de la Wilaya de Sidi Bel Abbes en Algérie, puis broyées en poudre fine (Figurel1l).
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Figure 11 : Le rhizome de Curcuma séché et réduit en poudre ®

I.3 Le poivre noir

Nous avons choisi le poivre noir qui contient de la pipérine. Cette derniere aide a
rendre la curcumine plus biodisponible et va permettre une meilleure assimilation car la

plus grande partie de la curcumine ingérée est métabolisée et éliminée rapidement.

1.4 L’huile de tournesol

La richesse de l'huile de tournesol en Omega 6 (67 %), Omega 9 (19,7 %) et en
vitamine E lui attribue essentiellement en théorie des bienfaits anti-oxydants et
hypocholestérolémiants. Cette huile , peut de méme étre utilisée pour créer une
situation de déséquilibre alimentaire a caractere hyper-gras vu le déséquilibre du
rapport entre les acides gras insaturés dans sa composition. Dans la présente étude,
nous avons choisi '’huile de tournesol de la marque Cevital (fleurial), de couleur jaune.
Pour 100g d’huile de tournesol, on retrouve la composition suivante : 10g des graisses

saturées et presque 86g de graisses insaturées (AGPI).

I1.4.1 La graisse de mouton

Nous avons choisi la graisse de mouton qui apporte un peu plus de 900 kcal pour
100 g. C'est donc un apport énergétique trés important associé a un taux élevé de graisse

surtout saturée.
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I1.5 Matériel principal

Le tableau suivant résumé le matériel principal que nous avons utilisé lors de nos

expérimentations.

Tableau 3 : Liste du principal matériel utilisé lors de Protocol expérimental ®

Matériel Référence
Balance analytique Denver instrument 0,1 mg
Bain marie Mamert
Vortex VELP SCIENTIFICA
Spectrophotometre Thermo-spectronic UVB 111801
Centrifugeuse Centirion SientificC2 series
Agitateur magnétique Heidolph
Microscope optique Motic
Broyeur IKA. A11 Basic
Balance digitale Sartorius

III. Méthodes d’étude

Cette partie consiste en une approximation multiparamétrique comportant un suivi
du poids corporel pendant 2 mois, un examen du spermogramme, le test de
fragmentation d’ADN spermatique, 1'étude histologique des gonades et des marqueurs
du stress oxydatif dans les organes reproducteurs et aussi une évaluation du profil

lipidique via le dosage des parametres biochimiques dans le plasma sanguin.
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III.1 Condition d'élevage

Notre étude s’est déroulée au niveau de l'animalerie de la faculté des sciences
exactes Dijillali liabes pendant 2 mois; sur 15 rats de sexe masculin pesant en moyenne
242+48,92 et agés de 3 mois. Dés leur arrivée a I'animalerie, les rats sont pesés et placés

dans des cages, puis ils sont soumis a une période d’adaptation d’environ une semaine.

III.2 Répartition des lots

Dans notre expérimentation les rats sont répartis comme suit :

e Unlottémoin (LT), de 5 rats, recevant 350g/jour d'aliment standard.
e Un deuxieme lot de 5 rats expérimentaux (LE), soumis a un régime hyper-gras.
¢ Un lot de 5 rats recevant un régime hyper-gras et traités par le curcuma associé

poivre noir.

III.3 Le régime alimentaire

1. Régime hyper gras :Le RHGest constitué de 700g d’aliment
standard réduit en poudre, 200g de graisse de mouton fondue et 100 g
d’huile de tournesol constituant respectivement, 70%, 20% et 10% de la
composition du régime. Une nouvelle quantité de I'aliment a été préparée
chaque trois jour et conservée dans de bonne condition a 4 °C.

2. Régime hyper gras + curcuma+ poivron noir : constitué de régime

hyper-gras suscité supplémenté au curcuma a 20% et au poivre noir a 5%.

3. Régime standard : La composition du régime standard utilisé dans cette

étude est mentionnée dans 'annexe 01.

Les différentes préparations sont conditionnées en pastilles afin de faciliter leur

prise par les animaux (Figure 12).
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F

Figure 12 : Formes d’aliments préparés et conditionnés ®

II1.4 Modes opératoires

I11.4.1 Suivi du poids corporel

Les rats des 3 lots sont peses chaque semaine afin d'évaluer l'effet du régime
hyperlipidique sur le développement pondéral et l'effet du traitement au curcuma-

poivron noir.

I11.4.2 Dissection et prélevement sanguin

Apres 8 semaines d’expérimentation, les rats sont sacrifiés la matinée au niveau du
laboratoire de biologie de développement de la faculté des sciences de la nature et de la
vie UDL, Sidi Bel Abbes apres un jeline de 12 heures. Les rats sont anesthésiés par

chloroforme pour la prise du sang et le prélévement des organes.

Le prélevement sanguin a été effectué par ponction cardiaque (figure 13), puis le
sang est rapidement recueilli dans des tubes héparines et centrifugé a 3000 tours/min

pendant 5 minutes pour séparer le plasma sanguin.

39



Partie expérimentale Chapitre 111 : Matériel et méthodes

Figure 13 : Anesthésie sous cloche par chloroforme et prélevement du sang par

ponction cardiaque ®

111.4.2.1Prélevement des organes

Au terme de I'expérimentation, les rats sont disséqués et les organes (Testicules)
sont ensuite prélevés rapidement (figure 14), rincés par I'’eau physiologique et pesés
individuellement a I'aide d'une balance de précision. Ensuite, une partie des organes est
mis a congélation (en vue de I'étude des parametres tissulaires) et une partie conservée

dans le Formola 10% pour I'étude histologique.
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~ Testicules

Figure 14 : Sacrifice des rats et prélevement des organes ®

IIL.5 Analyse de la qualité du sperme

III.5.1 Le spermogramme

Les échantillons du sperme sont prélevés apres incision de la partie distale de la
queue épididymaire. Le sperme est récupéré dans des tubes eppendorfs puis dilué par le
NaCl 0.9% et le formol 9% en fonction du test a réaliser (Oyeyemi et al., 2008), afin

d’effectuer les examens microscopiques cités ci-dessous:

II1.5.1.1 La mobilité

Afin d’obtenir des SPZ mobiles, nous avons dilacéré la queue de I'épididyme dans 1
ml de NaCl 0.9%. L'organe a été maintenu a 46 °C pendant 20 min au bain-marie pour
permettre la migration des SPZ en dehors de I'épididyme et activer leur mobilité.
L’ensemble du matériel utilisé pour ce test (micropipette, lame et lamelle...etc) doit étre
préincubé a 37 °C pour assurer une meilleure activation de la mobilité. Un décompte de
100 SPZ est réalisé sous microscope optique pour déterminer le pourcentage des SPZ

mobiles.
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II1.5.1.2 La vitalité

La vitalité correspond au pourcentage de SPZ vivants. Elle est évaluée a I'aide d'un
colorant vital; I'éosine. Cette méthode permet de mettre en évidence l'état de la

membrane plasmique des SPZ :

o Sicelle-ci est perméable, le SPZ est alors mort et il se colore en rose.

e Sielle estimperméable, le SPZ est vivant et il ne prend pas la couleur (figure 15).

Nous avons déposé 50 ul du sperme dans un tube eppendorf avec 50 ul d’éosine et
bien mélangé au vortex, ensuite on prend une goutte entre lame et lamelle sous un

microscope optique Gx100 on fait le comptage jusqu’au 200 SPZ.

Snermatozoide

vivant

Spnermatoroide
mort

Figure 15 : Observation microscopique d'un frottis de sperme de rat coloré al'éosine

Gx100 ®

II1.5.1.3 La numération

Un petit volume du sperme est dilué a 1/50 dans untube eppendorf et la
numération est effectuée sur cellule Thoma. Cette derniere contient une chambre de
comptage quadrillée, ce qui va permettre une détermination du nombre des SPZ dans

’échantillon du sperme étudié (Figure 16).

Le nombre des SPZ en million/mL est calculé comme suit :
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Nombre SPZ = (Nombre calculée sur 5 carrés moyens/5) x facteur de dilution

x250000

Figure 16 : Quadrillage d'une cellule thoma sous microscope optique ®

III.5.2 Test de fragmentation d’ADN spermatique

Il s'agit d'un examen complémentaire qui peut étre réalisé lorsqu' une anomalie de
la condensation de la chromatine est suspectée. Le bleu d'aniline colore les
nucléoprotéines d'histones qui ne devraient pas subsister dans le SPZ mature. Cette
coloration met en évidence les histones riches en lysine. Les SPZ matures normalement

condensés ne se colorent pas.

I11.5.2.1 Mode opératoire

Les lames a analyser sont fixées a l'air libre puis immergées pendant 5 minutes
dans une solution de bleu d’aniline 5%, préparée extemporanément (dissolutionde 1 g
de bleu d’aniline (Aniline blue, BIOCHEM Chemopharma) dans 0,8 mL d’acide acétique.
Par la suite, le volume est ajuté avec de I'eau distillée pour obtenir un volume final de 20

ml puis la solution est filtrée.

Les lames sont rincées dans 'eau distillée (3x1 minute) puis déshydratées par
immersion successive dans une solution d’éthanol (I'éthanol a 95 % 3 min ; éthanol 99%

3 min) et séchées a I'air libre.
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Au microscope optique au grossissement x1000 (figure 17), quand toute la téte du

SPZ est bleue ou mauve, la chromatine est dite mal condensée (Auger et al.,1990).

Figure 17 : Réalisation d'un frottis du sperme du rat coloré avec le bleu d’aniline ®

IV. Analyses plasmatiques biochimiques
IV.1 Bilan lipidique

IV.1.1 Dosage du Cholestérol Total

Le cholestérol est une substance grasse présente dans toutes les cellules de
I'organisme. Le foie produit naturellement tout le cholestérol dont il a besoin pour
former les membranes cellulaires et pour produire certaines hormones. La
détermination du cholestérol est I'un des outils les plus importants pour diagnostiquer

et classifier les lipémies (Burtis et al .,1999).

Dans des tubes a hémolyses, 1mL du réactif de travail est versé constituant le blanc
(réactif seul), I'étalon (10pl d’étalon est ajouté) et les échantillons (10ul du plasma de
chaque échantillon est ajouté). Ensuite, on mélange et on incube pendant 5 minutes a
372C. La lecture s’effectue a I'aide d’'un spectrophotometre, a une longueur d’onde de

505 nm.
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IV.1.2 Dosage des Triglycérides

Les triglycérides sont des graisses qui fournissent a la cellule son énergie. Tout
comme le cholestérol, ils sont transportés vers les cellules de l'organisme par les
lipoprotéines du sang; ce sont des esters du glycérol formés avec trois acides gras a
longue chaine et représentent les lipides les plus fréquents. La détermination des
triglycérides est impliquée dans l'examen du bilan lipidique. La détermination des
triglycérides par hydrolyse enzymatique a 'aide de la lipoprotéine lipase. La réaction
utilise comme indicateur la quinone-imine, issue de 'action catalytique de la peroxydase
sur un mélange de peroxyde d’hydrogene, de 4-aminoantipyrine et de 4-chlorophénol

(Burtis et al .,1999).

1V.1.2.1 Mode opératoire

On met 1mL de réactif dans chaque tubes: le blanc, I'étalon et I'échantillon en
rajoutant 10ul a I'étalon et 10ul a I’échantillon, on mélange et on incube 5 minutes a
372C. La lecture s’effectue a 'aide d’'un spectrophotomeétre, a une longueur d’onde de

505 nm.

1V.1.3 Dosage du HDL cholestérol

Le dosage des HDL se réalise par la méthode enzymatique colorimétrique. Les LDL,
les VLDL et les chylomicrons contenus dans I’échantillon sont précipités par addition
d’acide phosphotungstique en présence d’ions magnésium. Le surnageant, apres
centrifugation, contient les HDL-C. La concentration en HDL-C est déterminée par voie
enzymatique a 'aide de cholestérol-estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du

polyéthyléne glycol (Naito, 1984).

1V.1.3.1 Mode opératoire

On mélange 0,3 mL de | 'échantillon avec 40uL de la solution précipitante (
sulfate de dextrane, acétate de magnésium , stabilisants) , On agite et on laisse reposer
15 min a température ambiante. Ensuite, on centrifuge a 10.000 g pendant 2 minutes.
Enfin on détermine la concentration des HDL-C dans le surnageant en appliquant un
dosage du cholestérol normal. La lecture s’effectue a I'aide d'un spectrophotometre, a

une longueur d’'onde de 505 nm.
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IV.1.4 Détermination de la concentration des LDL cholestérol

Le taux du LDLc est déterminé par la formule de Friedewald :

LDLc (g/1) =cholestérol total (g/1)-HDLc (g/1)-[Triglycérides (g/1)/5)].

IV.2 Dosage des TBARS tissulaires

Le dosage des TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances) est une méthode
spectrophotométrique simple. Ce dosage permet d’évaluer la quantité des

malondialdehyde (MDA).

Les MDA étant le produit final de I'oxydation des lipides membranaires par les
radicaux libres, leur réaction avec I'acide thiobarbiturique génére une couleur rose dont

l'intensité est proportionnelle aux MDA présents dans les échantillons (figure 18).

1V.2.1.1 Mode opératoire

Pour chaque gramme de tissu, 8 mL de KCl 1.15% est ajouté dans un tube a
essai. Le volume est complété jusqu'a 10 mL par I'acide acétique a 2%. Le tout est
ensuite homogénéisé au vortex pendant 30 secondes. Puis 2,5 mL de cette solution est
mélangé avec 1,2 mL d’ATB préparé dans I’eau distillée a 0,8%, puis incubé a 100 °C
pendant 30 min. Apreés refroidissement des tubes dans I’eau glaciale, I'’ABS est lue a 520

nm contre un blanc contenant la méme composition a I'exception des échantillons.

Figure 18 : La couleur rose formé lors du dosage des TBARS tissulaire ®
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IV.3 Etude histologique

L’étude histologique a été réalisée au niveau du service d’anatomopathologie du
centre hospitalo-universitaire CHU Abdelkader Hassani de Sidi Bel Abbes. Plusieurs

étapes sont nécessaires pour permettre une analyse microscopique fine :

IV.3.1 Etude macroscopique

Elle doit étre immédiate apres le prélevement des organes (testicules). Elle a pour

but d’observer et faire une lecture macroscopique de 1'échantillon (la taille, la forme,

L’aspect externe, interne, inférieur supérieur et Les dimensions).

1V.3.2 Phase de déshydratation et d'imprégnation

Cette étape est effectuée dans l'appareil de déshydratation a une température

ambiante. Cet appareil contient 12 bains a une durée de 12 heures selon le tableau

suivant :

Tableau 4 : Les phases de déshydratation ®

Numéro du bain Les produits La durée
chimiques
01 Formol 1h30
02 Alcool 95 1h30
03 Alcool 95 1h30
04 Alcool 100 2 heures
05 Acétone 1h30
06 Acétone 1h30
07 Xylene 1h30
08 Xylene 1h30

47




Partie expérimentale

Chapitre 111 : Matériel et méthodes

09 Xylene 1h30
10 Paraffine 1h

11 Paraffine 1h30
12 Paraffine 1h30

IV.3.3 Phase d’inclusion

Cette étape consiste a couler les échantillons déshydratés dans des moules
contenant de la paraffine liquide. L’inclusion est une véritable imprégnation du tissu a
I'’échelle cellulaire et non un simple enrobage. Les pieces doivent étre déshydratées
grace a la série de bains d’alcool. La paraffine contenant I'organe est ensuite coulée dans
des cassettes en prenant soin d’orienter convenablement I'organe. Une fois la paraffine

refroidie, les cassettes sont marquées et les blocs sont préts a la coupure (Figure 19).
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Figure 19 : Inclusion des échantillons dans la paraffine ®

IV.3.4 Réalisation des coupes

L’appareil utilisé est le microtome a paraffine. Placer le bloc dans le microtome,
puis tourner les deux bras (droite et gauche), puis réaliser des coupes tres fines. Choisir
les couches les plus fines et les moins plissées et les mettre dans un bain marie 42°C et

cela pour bien les fixer. Mettre les lames dans 1'étuve a une température 250°C pour
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enlever la paraffine pendant 2 minutes, ensuite les placer dans un portoir émergé dans

le xylene pendant 1 a 3 minutes.

IV.3.5 Coloration avec HES

La coloration nucléaire par hématoxyline et la coloration cytoplasmique par
I’éosine suivant une chronologie précise dont chaque étape prend une minute du temps

dans un appareil qui contient 15 bains (figure 20 ).

Figure 20 : Coloration des lames avec HES ®

IV.3.6 Montage et observation microscopique

La protection des coupes colorées est réalisée grace aux lamelles colées par la
résine. La lecture est effectuée par un microscope optique au grossissement 400 pour

analyse la structure histologique des organes étudiés.

V. Analyses statistiques
L’analyse statistique de '’ensemble des résultats obtenus est réalisée par IBM SPSS.
22. Une analyse de la variance (ANOVA) est réalisée pour une vérification de la

significativité statistique des résultats suivie par un test Post-Hoc Tukey (HSD) pour les
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comparaisons multiples entre les différents groupes. Une valeur de P< 0,05 est

considéré significative pour I'ensemble des tests.
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Chapitre IV : Résultats et discussion

I. Résultats

1.1 Effet durégime hyper-gras et du traitement au curcuma sur le

développement pondéral des rats

Les résultats présentés dans (le tableau 5) montrent des différences remarquables

entre les rats expérimentaux et les témoins concernant les valeurs du gain corporel moyen

par groupe, et du poids relatif testiculaire des animaux inclus dans nos expérimentations.

I.1.1

1.1.2

Effet sur le gain corporel

D’apres nos résultats, le régime hyper-gras a induit une augmentation progressive
hautement significative du poids corporel durant les 8 semaines du régime (p < 0,001)
par rapport aux témoins et ceux qui ont regus le traitement a base de curcuma et du

poivron noir.

Par contre, chez ces derniers, il y'a une diminution hautement significative (p <
0,001) du poids corporel par rapport aux rats rendus obeses du premier groupe. Cela
indique la présence d’'un effet bénéfique du traitement CPN (effet anti obésité) vis-a-vis

de l'augmentation du poids induite par le RHG (tableau 5 ).

Effet sur le poids relatif des testicules
Le RHG pendant 8 semaines, a induit une diminution hautement significative (p
<0,001) du poids relatif des gonades males (atrophie testiculaire) par rapport aux rats
témoins et celles traités au CPN.
Le traitement CPN a assuré une préservation du poids testiculaire de maniere
hautement significative (p < 0,001) par rapport aux rats soumis au RHG. De méme,
aucune modification significative (p>0.05) par rapport aux témoins n’a été enregistrée

dans ce groupe (tableau 5 ).
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Tableau 5 : Effet du régime hyper-gras et le traitement au curcuma sur le poids

corporel, et le poids relatif (PR) des gonades®

Gain corporel (g) PR testicules (%)
69,41+ 10,21+ 0,43 0,005***
-7,2 +6,79 0,68 + 0,081**
31,8 £ 12,59*** 0,74+ 0,53

Les résultats sont exprimés en moyenne # écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05), **différence

trés significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).

1.2 Effet durégime hyper-gras et du traitement au curcuma sur les
parameétres spermatique

Plusieurs parametres spermatiques étudiés ont été chez 'ensemble des rats au cours
de cette étude : la mobilité, la vitalité, la numération et le taux de fragmentation d’ADN

des SPZ.

I.2.1 Effet du RHG et du traitement CPN sur la mobilité des SPZ

D’apres les résultats de la figure (21) : chez les rats du lot hyper-gras, le pourcentage des
spermatozoides mobiles a diminué de maniére importante et hautement significative (p < 0,001)

par rapport aux témoins.

Cependant, le traitement a base de CPN a induit une augmentation hautement significative (p
<0,001) du pourcentage des SPZ mobile indiquant ainsi la sureté de ce traitement et son

efficacité vis-a-vis de la mobilité des SPZ qui dépasse celle des témoins (p <0,001)
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mobilité des SPZ %

63.52
ok k

70 61.07
60

20 32.8

% %k %k

40
30
20

10

RHG CPN Témoin

Figure 21 : Effet du Régime hyper-gras et du traitement au curcuma sur la mobilité des SPZ.

Les résultats sont exprimés en moyenne+ écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05),

**différence treés significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).

1.2.2 Effet du RHG et du traitement au CPN sur la vitalité des SPZ

Les résultats de la figure 22 montrent une diminution significative (p< 0,05) du
pourcentage des SPZ vivants chez les rats soumis au RHG par rapport aux témoins et
celles traités au CPN. De méme pour la viabilité, le traitement CPN a amélioré

significativement le taux de la viabilité par rapport a la normale (p< 0,05).

1.2.3 Effet du RHG et du traitement au CPN sur la concentration des SPZ

Nous avons constaté une diminution significative (figure 23) de la concentration
des SPZ au niveau des épididyme des rats soumis au RHG (p < 0,05) alors que leur
nombre chez le groupe CPN a subi une amélioration hautement significative par

rapport au groupe du RHG ( P<0,001) qui a dépassé celle des témoins ( p<0,05).
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Figure 22 : Effet du RHG et du traitement au CPN sur la vitalité des SPZ.

Les résultats sont exprimés en moyenne+ écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05),

**différence treés significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).
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Figure 23 : Effet du RHG et du traitement au CPN sur la concentration des SPZ.

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05), **différence

tres significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).
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1.2.4 Effet du RHG et du traitement au CPN sur le pourcentage de fragmentation
d’ADN spermatique

D’apreés les résultats que nous avons obtenus, nous observons que le groupe soumis au RHG
présente une augmentation significative (p < 0,05) du pourcentage des ADN spermatique
fragmenté par rapport aux témoins. Par contre, les rats traités par le CPN en association avec le
régime hyper-gras ont montré une diminution non significative du pourcentage d’ADN
spermatique fragmentés par rapport au groupe du RHG mais qui reste significativement élevée

par rapport aux témoins (p < 0,05) (figure 24).
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Figure 24 : Effet du RHG et du traitement au CPN sur le pourcentage de

fragmentation d’ADN spermatique.

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05),

**différence tres significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).

L3 Effet du RHG et du traitement au CPN sur les parametres
biochimiques

Les résultats concernant le dosage du cholestérol total chez les rats soumis au
régime hyper-gras montrent une augmentation significative (p < 0,05) et hautement

significative (p < 0,001) respectivement pour le lot RHG et CPN par rapport aux témoins.

L’analyse détaillé du profil lipidique (tableau 5) montrent que le taux des HDLc est

significativement élevée chez le groupe CPN (p < 0,01) par rapport aux autres groupes
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signifiant que le traitement au CPN a induit une amélioration tres significative du taux
de HDLc. Autrement dit, ce traitement a base de curcuma et poivron noir en association
au régime hyper-gras améliore plutét les rapports HDLc / CT que la concentration du
cholestérol total. Un rapport HDLc/CT élevé est en effet un bon indicateur de I'effet anti-
obésité et cardio-protecteur du traitement proposé.

De plus, les résultats du dosage de TAG nous a montré une augmentation hautement
significative (p < 0,001) chez les rats soumis au RHG par rapport aux témoins et ceux

traités au CPN qui ont montré un taux de TAG normale comparable au celui de témoin.
D’apres les résultats du tableau 5, les rats soumis au régime hyper-gras avaient

également un taux de LDLc non significativement élevée.

Tableau 6 : Effet du RHG et du Traitement au CPN sur le bilan lipidique ®

Triglycéride

RHG 0,714+ 0,766 * | 0,390 + 0,547 0,588+0,164 | 0,208 +0,164
koK kkk
CPN 0,886 = 0,766 0,642+0,120 | 0,412+0,438* | 0,158+0,164
kkk koK
Témoin 0,4280 £ 0,109 0,406+ 0,054 | 0,282+0,985 | 0,031+0,159

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05), **différence

tres significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).
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1.4 Effet du RHG et du traitement au CPN sur la peroxydation lipidique
Le MDA est un produit des réactions de la peroxydation lipidique qui se forme lors de

I'attaque des lipides polyinsaturés (de la famille n-6) par des espéces réactives de l'oxygéne

(ROS).

Conséquemment, le dosage des TBARS au niveau tissulaire représente une approche

indispensable pour I'exploration du stress oxydant surtout sur les membranes cellulaires.

Les résultats obtenus on révéle que le RHG a induit une augmentation hautement
significative des TBARS tissulaire par rapport a ceux traités au curcuma (p < 0,001) et non

significative par rapport aux témoins.

D’autre part, le traitement au CPN a préservé les testicules contre le stress oxydatif induit
par le RHG ( p < 0,001). Nous signalons que leffet antioxydant du curcuma vis-a-vis
I'augmentation des ROS est trés importante vu que les résultats du taux des TBARS étaient plus

faibles méme par rapport aux témoins négatifs (p < 0,001) (figure 25).

Taux de TBARs 5 uM/ g

* kK
47.788
40.000 *k %
26.538
30.000
20.000
10.000
0.000
RHG CPN Témoin

Figure 25 : Effet du RHG et du traitement au CPN sur les taux des MDA au niveau

testiculaire.

Les résultats sont exprimés en moyenne# écarte type ; (n=5). * différence significative (p<0,05), **différence

tres significative (p<0,01), ***différence hautement significative (p<0,001).
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1.5 Effet du RHG et du traitement au CPN sur la structure histologique des
testicules

L’examen microscopique des coupes transversales des testicules de 'ensemble des rats

a été effectué sous microscope optique au grossissement G400.

L’observation microscopique des coupes histologiques des testicules des rats témoins
montre une structure histologique normale avec des tubes séminiferes d’'un diameétre normal et
trés rapprochés .De méme, le déroulement de la spermatogenése a été normal. Nous avons noté
la présence de tous ses stades de ce processus. Le tissu interstitiel est également bien formé

montrant la présence de cellules de Leydig (Figure 26).

Figure 26 : Observation microscopique d'une coupe histologique d’un testicule

d’un rat témoin (Gx40), Coloration H&E.

La structure histologique des testicules des rats témoins est normale avec des tubes séminiféres
(TS) serrés et un tissu interstitiel (TI) de structure normale montrant la présence des cellules de
Leydig (CL) et des vaisseaux sanguins (Vs). La spermatogenése s’est déroulée normalement au sein
des tubes séminiféeres et les lumiéres des tubes (L) sont remplies par des spermatozoides (Spz). La
couche germinale (CG) est épaisse. Les spermatogonies (SG) sont en voisinage des cellules de Sertoli

(CS) formant la barriére hématotesticulaire (BHT).
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Le régime hyper-gras a induit une altération de la structure histologique a
savoir un changement de la morphologie qui s’est traduit par un espacement des
tubes séminiferes et une diminution du nombre des spermatozoides dans la
lumiere, ainsi qu'une diminution des cellules germinales associée a une
diminution de I’épaisseur d'épithélium séminifere. Ce régime a pu freiner la

spermatogénese et réduit le nombre des SPZ produits (Figure 27).

Figure 27 : Observation microscopique d’une coupe histologique d'un testicule du rat

soumis au RHG (Gx40), Coloration H&E.

D’autre part, le traitement a base de curcuma et poivron noir en combinaison avec
le régime hyper-gras a pu préserver une structure histologique comparable a celle des
témoins. Les coupes histologiques (figure 28) montrent une structure et un déroulement
de la spermatogénese qui semble étre normaux, ce qui témoigne de l'efficacité du

traitement sur le plan histologique vis-a-vis des altérations induite par le RHG.
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Figure 28 : Observation microscopique d'une coupe histologique d’'un testicule du rat

traité au CPN (Gx40), Coloration H&E.
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L. Discussion générale
Au terme de cette évaluation expérimentale qui a duré 08 semaines dans l'objectif
principal était d'évaluer l'effet du régime hyper-gras sur la fonction testiculaire chez des rats
WISTAR et I'effet du curcuma associé au poivron noir comme une approche thérapeutique vis a
vis de I'hyperlipidémie et la dérégulation de la fonction reproductrice male. Nous pouvons faire

ressortir les points essentiels suivant :

Tout au long de l'expérimentation, nous avons noté une augmentation du poids corporel
moyen chez les rats soumis au régime hyper-gras par rapport aux témoins. Nos résultats
rejoignent ceux de Armitage et al, 2005 ; Laissouf et al ., 2014 qui ont rapporté une forte
augmentation de poids corporel associée a 'augmentation du poids du tissu adipeux et son
enrichissement en lipides, confirmant ainsi les propriétés obésogenes du régime hyper-gras. La
composition en acides gras des graisses alimentaires peut donc jouer un role important dans la
régulation du poids corporel, surtout chez les obéses. Des études chez I'animal et chez I'homme
ont montré que les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont plus facilement utilisés comme
combustible, tandis que les acides gras saturés (AGS) sont plus susceptibles d'étre accumulés
dans les tissus adipeux (Hariri et al., 2010). Ceci constitue le point commun remarqué dans
plusieurs études qui ont fait 'objet d’'une recherche sur les effets du RHG sur plusieurs plans. En
effet, cette constatation justifie I'utilisation de la graisse du mouton dans le régime que nous
avons utilisé. Etant riche en acide gras saturés, elle contribue a 'augmentation du poids et

I'accumulation des graisses chez les animaux traités. (Morand et Tran ,2001),

Par contre, les résultats du traitement a base de curcuma et poivron noir co-administré
avec le régime hyper-gras ont montré que le traitement a induit une diminution du gain du poids
corporel. Cela révele 'effet préventif contre I'obésité du traitement proposé. Ces résultats sont
supportés par ceux de plusieurs études ayant prouvé que le curcuma a un effet anti-obésité qui
entraine une perte du poids et qui réduit la lipogenése et 'adipogenése (Alappat et Awad ,2009 ;

Lecerf, 2012).

En revanche, nos résultats sur l'effet du régime hyper-gras ont montré que le poids relatif
des gonades males avait diminué de maniere hautement significative par rapport aux rats
témoins et celles traités au curcuma combiné avec le poivron noir. Les mémes résultats ont été
révélés dans I'étude de Mu et al. (2016), rapportant une baisse importante et significative du
poids relatif testiculaire chez les rats soumis au régime enrichi en lipides pendant 8 semaines
par rapport aux témoins. Similairement, les études de Yang et al. (2016), ont montré une
atrophie du poids relatif des organes sexuels males chez les rats Sprague Dawley soumis au
régime riche en lipides pendant 13 semaines. D’autre part 'administration du traitement a base

de curcuma associé au poivre noir a pu prévenir les rats contre la diminution du poids relatif
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testiculaire. Plusieurs travaux Mu et al ., 2016 ; Jensen et al ., 2004 ) ont prouvé que le
traitement par la curcumine, principale substance bioactive du curcuma, améliorait le poids des
testicules atrophiés, se manifestant par une augmentation du diametre des tubules séminiféres

et une augmentation du nombre de cellules spermatogénétiques et interstitielles .

Dans la présente étude, les effets du régime hyper-gras sur la qualité du sperme
épididymaire ont montré une diminution significative du nombre, de la mobilité et de la viabilité
des spermatozoides. Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs chercheurs qui ont
constaté que le RHG a diminué la qualité des parametres spermatiques chez 'homme et chez les
rats. De méme, 1'obésité et le régime riche en gras provoque des altérations sur les parametres
de la reproduction ont été largement documenté dans la littérature (Bakos et al.,, 2011; Guerin et
al,, 2003). La forte diminution de la mobilité observée dans cette étude est cohérente avec une
autre étude faite chez les souris soumises au RHG pendant 9 semaines avec une
hyperinsulinémie ( Ghanayem et al .,2010). Chez I'homme, des études antérieures ont noté une
relation entre l'indice de masse corporelle élevé et la qualité des parametres spermatiques (Kort
et al ., 2006). En outre, le traitement a base de CPN a induit une augmentation hautement
significative du pourcentage des SPZ mobiles ce qui indique son efficacité dans 'amélioration de
la mobilité des SPZ et la sureté du traitement d’un point de vu général . Ces observations ont été
signalé par plusieurs chercheurs qui ont montré que le curcuma a des effets bénéfiques sur la
motilité des SPZ de maniere significative (Eva Tvrda et al,, 2016). Nos données sont également
en accord avec les résultats de Zhang et al., (2017) qui ont noté que la viabilité et la motilité des

spermatozoides étaient améliorées par le curcuma.

Les effets du régime hyper-gras sur l'analyse du bilan lipidique nous ont montré une
augmentation significative et hautement significative du cholestérol total et des triglycérides
respectivement dans le lot RHG. Nos résultats sont similaires a ceux de Arafa,2005 ; Bajerska et
al ,2015; Bouderbala et al,2016 qui ont constaté qu'une augmentation de la teneur en lipides
de l'aliment entraine une augmentation de la concentration en cholestérol plasmatique,
cholestérol-LDL et modifie la composition des lipoprotéines en augmentant notamment la
portion des esters de cholestérol dans les VLDL et LDL (Fernandez et al ., 1996). De méme, les
niveaux élevés de TAG dans la présente étude peuvent étre attribués a la baisse des récepteurs
LDL par le cholestérol et les acides gras saturés inclus dans I'alimentation (Mustad et al., 1997).
Aussi, une diminution tres significative du taux de HDL a été observé chez les rats nourris au
régime hyper-gras par rapport aux témoins. Cela rejoigne les études de Bouderbala et al (2016)
qui ont fait 'objet d'une évaluation des effets du régime hyper-gras et qui ont constaté un taux
de HDL bas. En outre, dans cette étude, le traitement a base de curcuma et poivre noir a pu

améliorer le profil lipidique par une diminution du taux plasmatique du triglycéride et du LDL-
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cholestérol et une augmentation du HDL-cholestérol comparés a ceux des témoins et des rats du
groupe recevant le régime hyper-gras. Nos résultats sont semblables a ceux de Manjunatha et
Srinvasan (2006) , chez les hamsters rendus obéses ou le curcuma a abaissé les TAG et les acides
gras libres plasmatiques. De méme, le curcuma a induit un effet hypolipémiant chez les rats
recevant un RHG en réduisant le taux des triglycérides dans le sang et améliorant I'état de
dyslipidémie lié au RHG Lecerf , 2012 ; Arafa ,2005 ; Maysaa et al, 2016. Par contre, nos
résultats ont montré une élévation hautement significative du taux du cholestérol total dans le
groupe CPN par rapport aux témoins. Ceci n’est pas cohérent avec les résultats obtenus par Feng
et al. (2010) qui ont constaté que la curcumine substance bioactive révele un effet
hypocholestérolémiant en diminuant l'absorption du cholestérol. Nous proposons que le
curcuma associé au poivre noir prévient les effets néfastes de la dyslipidémie en augmentant le
taux de HDL chez les rats traités au CPN et non pas en diminuant I'absorption lipidique au

niveau intestinal.

En ce qui concerne le stress oxydatif, il peut évoluer en dommages oxydatifs impliquant des
protéines cellulaires (contractiles, structurelles, et enzymatiques), des lipides, de I'ADN et
d'autres molécules d'une maniere qui pourrait conduire a une fonction cellulaire anormale
(Powers et Jackson , 2008). Les résultats obtenus dans cette partie de notre étude ont révélé que
le RHG a induit une augmentation hautement significative des TBARS tissulaire au niveau des
testicules comparativement aux rats traités par curcuma et les témoins. Ces résultats peuvent
étre expliqués par lI'auto-oxydation des lipides (SAKA et al., 2011), qui est probablement induite
par l'obésité. De plus, la composition de la membrane des SPZ, abondants au niveau testiculaire,
qui contient une grande quantité d’AGP], les rend tres fragile et plus sensibles au stress oxydant.
Nos résultats sont semblables a ceux de nombreux chercheurs Gil-Cardoso et al., 2017 ; Carillon
et al, 2013 ; Johnson et al, 2016 qui ont montré une relation entre I'augmentation du stress
oxydatif et la perturbation de la morphologie et la fonction des gonades males. Comme c’était le
cas dans notre étude, le stress oxydatif est suspecté d’étre impliqué dans la pathogénese des
troubles de fertilité (Agarwal et al .,2008). D’autre part la co-administration du curcuma et du
poivre noir avec le régime hyper-gras a pu préserver les testicules contre le stress oxydatif avec
une diminution hautement significative du taux des TBARS testiculaire. Les résultats de Soudani
et al (2010) ont révélé que le curcuma a pu prévenir I'augmentation de la peroxydation lipidique
tissulaire comme nos résultats 'ont indiqué et confirmé. Ainsi, d’autres résultats ont prouvé que
la curcumine qui est le principe actif du curcuma a diminué la peroxydation lipidique en
augmentant l'activité d'enzymes antioxydantes telles que la superoxyde-dismutase (SOD), la

catalase et la glutathion peroxydase ( Allapat et awad , 2010 ; Wu et al., 2006).
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D’autre part, nous avons constaté une augmentation significative du pourcentage d’ADN
spermatique fragmentés chez les rats soumis au régime hyper-gras par rapport au groupe
traités au CPN et aux témoins. Ces résultats sont semblable a ceux de kort et al ., 2006 qui ont
confirmé que le RHG augmente le pourcentage de fragmentation d’ADN spermatique. De plus,
d’autres études chez 'homme ont également rapporté que les hommes obéses sont susceptibles
d’avoir un pourcentage plus élevé d’ADN spermatique fragmentés (Chavarro et al., 2010) sauf
que les pourcentages indiqués sont plus importants par rapport aux nétres. En outre, les rats qui
ont recu le traitement du CPN en association avec le régime hyper-gras ont marqué une
diminution non significative du pourcentage d’ADN spermatique fragmentés par rapport aux
témoins et au groupe du RHG. Cela témoigne d’un éventuel effet améliorant du curcuma sur la

qualité de 'ADN des SPZ.

L’étude histologique a révélé une atteinte de la structure testiculaire chez les rats soumis au
régime riche en lipides, une altération de I'épithélium séminifere par un espacement des TS, par
une diminution du nombre des spermatozoides dans la lumiere, ainsi qu'une diminution des
cellules germinales associées a une diminution de I'épaisseur d'épithélium séminifére. Nous
suggérons que le déroulement de la spermatogenése était ainsi freiné. Ces résultats sont en
concordance avec ceux d’Erdemir et al (2012) et Yang et al (2016) qui ont prouvé que le RHG
peut induire une atteinte de I'histologie des testicules. D'un autre c6té, le traitement a base de
curcuma et poivre noir en combinaison avec le régime hyper-gras a pu préserver une structure
histologique comparable a celle des témoins. Les coupes histologiques ont montré une structure
histologique indiquant la sureté et l'efficacité du traitement sur le plan histologique vis-a-vis des
altérations induite par le RHG. Plusieurs études ont également noté que cette thérapie a un effet
améliorant de la structure histologique des testicules atrophiés se manifestant par une
augmentation du diametre des tubes séminiferes, du nombre des cellules spermatogéniques, des
cellules interstitielles et aussi d’'une suppression de 'apoptose des cellules germinales (Yang et

al.,2016 ; Gujjala et al .,2016).

64



Conclusion

Conclusion

Notre étude est inscrite dans le cadre de I’évaluation des effets du régime hyper-gras
sur le profil lipidique et la fonction reproductrice masculine chez les rats WISTAR d’une
part, et d’autre part de tester une approche thérapeutique préventive vis-a-vis des
effets de I'hyperlipidémie en utilisant des substances bioactives du Curcuma Longa. L en

combinaison avec le poivre noir.

D’aprés notre étude, on peut conclure que le régime hyper-gras conduit a
l'installation de plusieurs effets sur les différent sniveaux. Nous avons constaté une
augmentation du poids corporel favorisant une obésité associée a des anomalies
métaboliques notamment une dyslipidémie caractérisée par une hypertriglycéridémie et
une hypercholestérolémie et un taux bas des HDL. De méme, nous avons noté une
élévation du taux de TBARS tissulaire indiquant un état de stress et une peroxydation

lipidique au niveau des testicules.

Dans le méme contexte, le régime hyper-gras a provoqué une déficience significative
de nombreux parametres spermatiques tels que la mobilité, la viabilité et la numération
des spermatozoides. De plus, une augmentation du pourcentage de fragmentation d’ADN
spermatique a été enregistrée, de méme qu’une atteinte de la structure histologique des
testicules chez les rats soumis au régime hyper gras, caractérisé par une altération de
I’épithélium séminifére, une diminution du nombre des spermatozoides dans la lumiere,
ainsi une diminution des cellules germinales. Ces résultats viennent confirmer les effets

de I'’hyperlipidémie sur la qualité du sperme.

D’autre part, nos résultats ont montré que la thérapie a base de curcuma et poivre
noir a induit une diminution du gain corporel et une amélioration du poids relatif des
testicules ce qui est probablement da a l'effet bénéfique de ce traitement contre
I'obésité et ses répercussions. De plus, nous avons prouvé que le curcuma a un effet
hypolipémiant en améliorant le profile lipidique et réduisant le risque de 1'obésité et ses
complications a long terme. Cela indique 'efficacité des molécules bioactives de cette

thérapie sur le métabolisme des lipides.

Par ailleurs , nos résultats ont montré que le curcuma réduit la peroxydation lipidique et

améliore I'état du stress oxydatif ce qui fournit la preuve que l'utilisation de cette plante
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pourrait protéger les testicules contre les pathologies lies aux effets déléteres des

especes réactives de I'oxygene (ROS)et qui révele 'effet antioxydant de ce traitement.

Nous avons noté également une diminution significative du pourcentage d’ADN
spermatique fragmenté, ce qui témoigne de l'effet protecteur du curcuma sur le plan

moléculaire, de méme qu’une préservation de la structure testiculaire.

En termes de perspectives, il serait intéressant de mener des approches
comparatives entre males et femelles pour comprendre les mécanismes des effets du
régime hyper-gras et I'approche thérapeutique. Il serait nécessaire aussi de réaliser des
nouvelles expérimentations portant sur les conséquences multigénérationnelles des

perturbations individuelles observées suite au régime hyper-gras.

Il serait également intéressant d’explorer le c6té hormonal qui est sous le controle
de 'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire par le dosage de GnRH, FSH, LH et de la
testostérone pour étudier l'implication d’'une perturbation endocrinienne associée a

'obésité.

La réalisation des études d’immunohistochimie on utilisant certains marqueurs
spécifiques tels que : Fas, bax et de caspace clivée 3 et aussi les protéines antiapoptiques
comme la BCL-XL au niveau du testicule et de la leptine serait de méme recommandée
pour compléter I’étude des mécanismes physiopathologiques des infertilités masculines
liées a I'obésité.

Enfin, notre travail pourrait étre complété par l'isolement et l'identification des
composés bioactifs de la plante responsables des effets hypolipémiants et antioxydants

en vue d'une étude pharmacologique détaillée.
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Résumé

L’objectif principal de la présente étude est d’évaluer d’une part les effets du régime hyper gras
sur la fonction reproductrice chez des rats males WISTAR, et d’autre part d’explorer 1’effet
thérapeutique du Curcuma Longa L combiné au poivre noir. Dans notre expérimentation, des rats males
répartis en 3 groupes (n=5) ont recu pendant 8 semaines 350¢/jour d'aliment standard pour les témoins,
350g/j du régime hyper gras (RHG) et 350¢/j du traitement a base de curcuma et poivre noir (CPN)
associé au RHG. Nos analyses consistent en une approximation multiparamétrique comportant un suivi
du poids corporel, un examen du spermogramme, le test de fragmentation d’ADN spermatique, une
étude histologique des testicules et des marqueurs du stress oxydatif au niveau testiculaire, ainsi qu’une
évaluation du profil lipidique dans le plasma sanguin. Nos résultats ont montré que le RHG a induit des
effets sur plusieurs niveaux. Le RHG a provoqué une augmentation hautement significative (p<0,001)
du gain corporel et du poids relatif des testicules (p<0,001), une diminution significative du nombre, de
la vitalité, et hautement significative de la mobilité des spermatozoides et une augmentation significative
du pourcentage d’ADN spermatique fragmenté (p < 0,05). De plus, I’analyse détaillée du profil lipidique
a montré une augmentation hautement significative du taux de cholestérol total (p<0,001), des
triglycérides (p<0,001) et non significative du LDL, associée a une diminution du taux plasmatique du
HDL (p<0,05). De méme, une augmentation hautement significative des taux de TBARS qui témoigne
d’une forte peroxydation lipidique a été constaté dans ce groupe (p<0,001). Sur le plan histologique, une
altération de la structure testiculaire a été observée a savoir un changement de la morphologie
qui s’est traduit par un espacement des tubes séminiferes et une diminution du nombre des
spermatozoides dans la lumiére, ainsi qu’une diminution du nombre des cellules germinales
associée a une diminution de 1’épaisseur d'épithélium séminifere. Le traitement a base de CPN
a pu prévenir les différents parametres altéré par le RHG notamment par une diminution du poids
corporel, une amélioration du profile lipidique, une réduction du risque de I'obésité et ses complications
a long terme. En outre, la mesure des TBARS tissulaires a montré un effet antioxydant du traitement
CPN contre la peroxydation lipidique au niveau des testicules. De plus, ce traitement a pu prévenir
I’altération structure histologique des testicules. En conclusion, ces résultats indiquent que le CPN peut
réduire efficacement les effets délétéres du RGH sur le profil lipidique, la fonction et la structure
testiculaire.

Mots clés : régime hyper-gras, hyperlipidémie, rats males, testicules, Curcuma Longa .L , stress
oxydatif.
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