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RESUME

L’objectif de cette étude est d’évaluer les effets de faible dose d'acetamipride 1/20 DL50
(9.9 mg/kg/j), sur la structure des testicules et vise a chercher 1’effet de la solution
aqueuse de I’extrait d’une plante médicinale «Artemisia annua», sur la méme structure
chez des rats méles de la souche Wistar ayant été exposés a I'acétamipride.

30 rats males adultes ont été repartit en 4 lots : témoins négatifs, témoins positifs, traités
par I’acétamipride et d’autres traités par 1’acétamipride et la plante médicinale dans une
durée de 30 jours.

A la fin de I'expérimentation et aprés décapitation et 1’application de la technique
d’histopathologie, les résultats obtenus ont montré une augmentation notable de poids
chez tous les groupes des rats qui est statistiquement significative seulement chez les rats
traités avec l'extrait de la plante médicinale.

L’étude histopathologique du testicule a montré des anomalies au niveau de la plupart des
tubes séminiferes chez les rats traités par I’acetamipride telles que la dégénérescence et
I'hypertrophie des cellules de leydig, ainsi qu'une vacuolisation et une rétention des
spermatozoides dans I'épithelium séminifere. Ainsi des atrophies des cellules de Leydig.
Nos résultats montrent également que I'Artemisia annua peut favoriser la régénération
des cellules germinales et des cellules de Leydig en réduisant l’inflammation et
protégeant le parenchyme contre le stress induit par 1’acétamipride.

En conclusion, l'acétamipride a déemontré des effets reprotoxiques sur I'histologie des
testicules, tandis que la plante meédicinale a montré des capacités régéneératrices
potentielles pour atténuer ces effets indésirables.

Mots clés : Acétamipride, Artemisia annua, Inflammation, Parenchyme testiculaire

Histopathologie.



ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the effects of low dose of acetamipride 1/20
LD50 (9.9 mg / kg /d), on the structure of the testicles and aims to investigate the effect
of the aqueous solution of the extract of a medicinal plant "Artemisia annua”, on the
same structure in male rats of the Wistar strain having been exposed to acetamipride.

30 adult male rats were divided into 4 batches: negative controls, positive controls treated
with acetamiprid and others treated with acetamiprid and the medicinal plant for a period
of 30 days.

At the end of the experiment and after decapitation and the application of the
histopathology technique, the results obtained showed a noticeable increase in weight in
all groups of rats which is statistically significant only in rats treated with the extract of
the medicinal plant.

The histopathological study of the testis showed abnormalities in most of the
seminiferous tubules in rats treated with acetamipride such as degeneration and
hypertrophy of the leydig cells, as well as vacuolization and retention of spermatozoa in
the seminiferous epithelium. Thus atrophies of Leydig cells. Our results also show that
Artemisia annua can promote the regeneration of germ cells and Leydig cells by reducing
inflammation and protecting the parenchyma against acetamipride-induced stress.

In conclusion, acetamiprid has demonstrated reprotoxic effects on the histology of the
testicles, while the medicinal plant has shown potential regenerative abilities to mitigate
theseadverse effects.

Key words: Acetamiprid, Artemisia annua, Inflammation, Testicular Parenchyma

Histopathology.
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INTRODUCTION

La toxicité aux insecticides synthétiques y compris l'acétamipride (ACE) constitue
actuellement un véritable challenge et un probléme majeur de santé publique. L’ACE, un
membre de la famille des néonicotinoides, est fortement utilisé a travers le monde dans le
secteur agricole pour le contrdle des ravageurs, dans le traitement des semences (Tjeerd
2012) et pour protéger les plantes de diverses maladies (Nicolopoulou et al., 2016). En
Algérie, notamment a Blida, ’acétamipride est en téte de la liste des ventes au marché a cause
de son meilleur rapport cout/efficacité.

Chez les insectes, I’ACE bloque leurs récepteurs nicotiniques, ce qui les paralyse et les
éliminent (Delauney et al, 2010). Chez ’'Homme, I’exposition au ACE peut provoquer des
céephalées, des vertiges, des nausées, des problémes de vision et des problémes respiratoires
(Guedegba et al., 2019).

Plusieurs recherches portées sur les effets néfastes de ’exposition aigue et chronique
de l'acétamipride sur la santé humaine et animale avaient montré la toxicit¢ de ’ACE sur
divers organes a I’échelle cellulaire et moléculaire (Chen et al., 2007 ; Zhang et al., 2011
Zoumenou et al., 2015 ; Kenfack et al., 2018). L'Agence canadienne pour la régulation de la
lutte antiparasitaire (ARLA) avait considéré que l'acétamipride est un perturbateur
endocrinien potentiel et suspect des effets sur la reproduction chez les animaux. Ainsi, I’étude
de Zhang et al. (2011) sur la reprotoxicité de I’ACE avait révelé une atteinte a la fonction
endocrine et des dommages au niveau des différentes parties du systeme reproducteur chez les
rats de laboratoire. Devant ce probléme de santé et avec le progrés de la médecine alternative
plusieurs recherches étaient menées afin de trouver de nouvelles stratégies pour lutter contre
la toxicité des pesticides. La phytothérapie, une alternative efficace a contribué depuis des
siecles dans la recherche des molécules antitoxiques qui aident I’organisme a se protéger en
éliminant les effets toxiques générés par les agents toxiques introduits via une ou différentes
voies de contamination. Cette alternative basée sur les vertus des plantes médicinales et
aromatiques a montré ses propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, analgésique a travers
plusieurs recherches expérimentales.

Il est connu que l'utilisation des plantes médicinales dans le domaine de toxicologie est
cruciale et donne des alternatives naturelles aux traitements médicaux traditionnels

contribuant ainsi a la diversité des options de soins de santé disponibles (Bandiola, 2018).
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Parmi les plantes médicinales, I'Artemisia annua est une espéce de plantes
dicotylédones de la famille des Asteraceae qui possédent une grande importance en médecine
traditionnelle grace a leur confinement de métabolites bioactifs secondaires (terpenes et huiles
essentielles, polyphénol) ce qui en fait un sujet important de la recherche scientifique. Cette
plante contient de l'artémisinine, un composé utilisé dans le traitement du paludisme (Sadig, et
al., 2014) des infections parasitaires, des troubles digestifs et les maladies inflammatoires

grace a ses propriétés anti-inflammatoires (Owuna, et al., 2013).

Dans ce contexte, le présent travail a pour but de chercher d’une part la reprotoxicité
d’une faible dose d’ACE chez des rats males de souche wistar et plus particulierement au
niveau de la structure du parenchyme testiculaire, organes reproducteurs males qui jouent un
réle essentiel dans la production des spermatozoides et la sécrétion de la testostérone et

d’autre part I’effet d’un extrait de I'Artemisia annua chez les rats intoxiqués.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur I’insecticide acétamipride, sa toxicité et des informations sur
I'Artemisia annua. Ensuite, nous verrons dans le chapitre suivant les matériaux et les
méthodes appliqués dans cette étude. Et dans le troisieme chapitre, nous exposerons les
résultats obtenus, accompagnées avec leur discussion. En fin de compte nous terminerons

notre travaille par une conclusion genérale et perspectives.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dicotyl%C3%A9done
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
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I.1. GENERALITES SUR L’ACETAMIPRIDE

Plusieurs travaux de fin d’études avaient rapporté toutes les informations sur
I’acétamipride, telle que (Abdelaziz et Bencherchali, 2016 ; Houadeg, 2021 ; Bachirbey et al.
2023). Pour éviter les répetitions, nos genéralités sur cet insecticide seront synthétisées.

1.1.1. Définition et domaines d’utilisation

L’acétamipride (ACE) est un insecticide appartenant a la famille des néonicotinoides

(Mikiko, 2012). Il est 'un des matieres actives les plus utilisées pour la protection
phytosanitaire selon les statistiques obtenues du Ministere de 1’Agriculture et de I’Elevage
(Delauney et al., 2010).
L'acétamipride est largement utilisé dans le monde entier pour lutter contre les insectes
suceurs, tels que les thrips, les mouches blanches, les cicadelles, les cochenilles et les
pucerons. Il est appliqué sur diverses cultures maraicheres telles que les tomates, les
aubergines, les courges, les melons, les poivrons, etc... (Betticheet al., 2023).

ACE présente plusieurs caractéristiques (Mondal et al., 2009) qui lui conferent
I’avantage d’étre le plus utilisé au monde notamment :

- Sa trés haute toxicité pour les insectes.

- Son efficacité, (quelques grammes du produit suffisent a traiter un hectare de culture).

- Sa propriété systemique qui lui rend présent dans tous les compartiments de la plante
traitée (protection globale).

- Sa propriété tres hydrophile qui lui permet de diffuser facilement dans toute la plante
et les eaux.

- Sa longue persistance dans les divers compartiments de I'environnement.

1.1.2. Caractéristiques Physico-chimique de I'acétamipride

L'acétamipride est un composé organochloré de formule brute C10H11CIN4 (Figure 1).

Ses caracteres physico-chimiques sont représentés dans le tableau I.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organochlor%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_brute
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Figure 1: Structure chimique de I’acétamipride (Berny’s et al., 2015)

Tableau | : Caractéristiques physico-chimiques de I’acétamipride.
Parameétres Propriétés
Nom commun Acetamipride
Formule moleculaire C10H11CIN4
Masse molaire moléculaire (g/mol) 222,68
Point d’ébullition (°C) 98,9 °C
Pression de vapeur (mm Hg) 1x10-8
PKa 5,3x10-8
Constante de dissociation 0,7 at 25 °C

US-EPA, 2012

1.1.3. Toxicité de ’acétamipride

L’utilisation massive de I’acétamipride a travers le monde pourrait entrainer des
problemes de sécurité environnementale, alimentaire et sanitaire pour I'nomme et les abeilles
domestiques, ainsi que pour les apidés sauvages et de nombreux autres groupes (invertébrés
terrestres et aquatiques, poissons, reptiles et amphibiens, oiseaux insectivores, rongeurs
chiropteres) (Berny’s et al., 2015 ; Bettiche et al., 2023).

Des recherches antérieures ont montré que l'acétamipride était trés toxique pour les
rats et les souris intoxiqués oralement (Saadi et al., 2019), faiblement toxique pour une
exposition cutanée et légérement toxique pour une exposition par inhalation (Iwasa 2004
Blacquiére et al., 2012). En outre, des études sur les animaux ont montré des signes cliniques

de neurotoxicité (Guedegba et al., 2019).
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Selon des études menées par Mondal et al. (2009), I'acétamipride a des effets néfastes
sur la plupart des fonctions et des structures des organes, tels que la rate, le ceeur, le foie, les
poumons et les ovaires. Il entraine une légére diminution de la taille de la rate, des
hémorragies dans la rate et le cceur, ainsi qu'une légere nécrose du myocarde et du
parenchyme médullaire des ovaires.

Chez les mammiféeres, l'acétamipride a un impact significatif sur les propriétés des
spermatozoides, tels que la diminution du nombre de spermatides testiculaires, I'épidémie, la
mobilité et la viabilité des spermatozoides, ainsi que l'augmentation du taux de
spermatozoides anormaux. La non-disponibilité des androgenes et la diminution de la
production de FSH et de LH hypophysaires peuvent expliquer ces modifications. Les
conséquences néfastes de l'acétamipride sur la qualité des spermatozoides sont liées a une
baisse du taux de testostérone dans le sang (Zhang et al., 2011 ; Kenfack et al., 2018
Mosbah et al., 2018 ; Bettiche et al., 2023).

Tableau 1l : Effet de I’acétamipride sur la reproduction (tableau de synthese).
Recherches Animal Dose / Durée Effet D’acétamipride
«Kenfack * Etude sure | (26,67, 40 et 80 mg
etal. en des Cochons / kg de poids
2018. d'Inde méle. corporel)
d'acétamipride * Réduction de poids des testicules
pendant 90 jours. de I'épididyme, du canal déférent et
Par gavage orale. des glandes annexes.
+ Une diminution de La
e Zhang et | * Etude sur des | 30 mg/kg pendant | concentration de testostérone dans le
alen 2011. | Souris males 35 jours. sang.
MNRI Par gavage orale. * Le nombre de spermatozoides, la
mobilité et I'intégrité de la membrane
Etude sur des 27 mg / kg pendant diminuent, tout en augmentant le
* Mosbah rats males 45 jours. taux de déformation acrosomique.
etal en adultes de la Par gavage orale.
2018. souche Wistar.
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1.1.4. Mode D’action de ’acétamipride

Les néonicotinoides se lient aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (NAChR) et
imitent l'action de l'acétylcholine par Il'ouverture des canaux ioniques qui permettent I'entrée
de Na+ et Ca2+ dans les cellules (EFSA, 2014). Chez les insectes, ces récepteurs se
retrouvent sur les neurones du systéme nerveux central alors que chez les mammiféres, ils
sont présents dans le systéeme nerveux périphérique et dans la jonction neuromusculaire.
L’activation de NAChR se traduit souvent par une augmentation de Ca2+ libre intracellulaire
tandis que leur suractivation génére un blocage engendrant une paralysie mortelle. La
paralysie et la mort des insectes viennent suite a I’accumulation de 1’acétylcholine au niveau

du systeme nerveux central de I’insecte (Jianguo et al., 2007).

1.2. GENERALITES SUR LE SYSTEME REPRODUCTEUR MASCULIN

1.2.1. Systeme reproducteur masculin
Il comprend :
» Deux testicules qui assurent la production de spermatozoides (fonction exocrine) et la
production des hormones sexuelles (fonction endocrinienne) (Setchell et Breed, 2006).
» Tractus génital formé d’une part des voies spermatiques Intra-testiculaires
représentées par les tubes droits courts segments de 25 pum de diamétre faisant suite
aux tubes séminifeéres. Leur paroi est constituée d’une seule assise de cellules cubiques
(cellules de Sertoli transformée). Les tubes droits assurent la jonction entre les tubes
séminiferes et le Rete Testis (Bllent, 2005) et le Rete Testis qui un réseau de
canalicules anastomosés cheminant a I’intérieur du corps de Highmore (Griswold et
Mclean, 2006). Le Rete testis s'étend jusqu'au pdle apical de l'organe par les canaux
efférents qui quittent le testicule pour pénétrer dans I'épididyme (Creasy, 2002) et
d’autre part, des voies spermatiques extra-testiculaires :
= Cones efférents : Ils sortent du testicule en traversant P’albuginée. Chaque
canal est enroulé en spirale de plus en plus large (Yalcin, 2005 ; Hess, 2002).
= Canal épididymaire : Un tube tres long de 3 a 6 cm situé en arriére du testicule
provenant de la confluence des cones efférents (Hermo et Robaire, 2002). 11 est
composé de trois segments, pble supérieur, corps et queue (Robaireet al.
2006). L’épididyme possede deux fonctions principales, le transport des

spermatozoides et la maturation des spermatozoides (Nagano et al., 2002).

6
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= Canal déférent : Il fait suite au conduit épididymaire, au niveau de la queue de
I'épididyme, et se termine dans la prostate, en s'anastomosant avec le conduit

de la glande séminale pour former le canal éjaculateur (Nagano et al., 2002)

(Figure 2).
Epididymis
Ductili

Efferentes

Ductus _
Deferens Rete Testis

Tunica

Albuginea

Seminiferous
Tubules

Figure 2: Schéma du testicule et des voies spermatiques chez I’homme
(Peter, 2022).

» Glandes accessoires Elles comprennent les vésicules séminales, la prostate et les
glandes bulbo-ureétrales. Ces glandes exocrines sécrétent le liquide de transport et
de nutrition des spermatozoides constituant avec ces derniers le sperme (Yalcin
2005).

» Tractus urogeénital : Il est représenté par ’urétre, organe commun avec ’appareil

urinaire, s’ouvrant a I’extérieure par le méat urinaires (Suwaet al., 2001).

1.2.2. Anatomie et structure du testicule

Le testicule, glandes endocrines, a la forme d'un ovoide aplati transversalement, avec
un grand axe oblique en bas et en arriére (Dadoune et Demoulin, 2001). Chez ’homme, il
mesure environ 4 cm de long, 2,5 cm d'épaisseur et 3 cm de diametre antéropostérieur, peése
de 14 a 20g et ses dimensions évoluent avec I'age (Yalcin, 2005) (Figure 3).

Le testicule est entouré par une membrane fibreuse et résistante, l'albuginée
testiculaire. Elle augmente d'épaisseur au niveau du péle supérieur, formant le médiastinum
testis (corps d’Highmore). Le médiastinum testis partent des cloisons qui divisent le testicule
en lobules. Il existe 250 a 300 lobules. Chaque lobule draine les canalicules séminiferes
(Dadoune et Demoulin, 2001).
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Figure 3 : Schéma d’un modele 3D d’anatomie d’un testicule humain (Turbosquid, 2015).

L’albuginée, qui s’invagine et délimite des lobules testiculaires. Chaque lobule
contient des tubes séminiferes, lieu de la spermatogénese. Chez ’homme, chaque lobule
renferme 2 a 3 tubes séminiféres (1000 tubes/testicule). Chaque lobule contient des tubes
séminiferes qui mesurent entre 30 cm et 1,5 m de long pour un diamétre de 250 a 400 pum.
Les tubes séminiferes dans un tube droit qui se jette dans le réseau du Rete Testis, assurant
ainsi la continuité du processus de formation des spermatozoides dans les testicules (Dreef
et al., 2007). lls sont centré par une lumiere continue de diamétre variable ou cheminent les
spermatozoides libérés (Dadouneet al., 2000). La paroi de chaque tube est constituée d un
épithélium qui apparait stratifié fait de plusieurs couches de cellules qui comprend les
cellules de la lignée germinale et les cellules somatiques : cellules de Sertoli ou cellules de
soutien (Dreef, et al., 2007). L’espace situé entre les tubes séminiféres est occupé par des
vaisseaux sanguins et des canaux lymphatiques ou sinusoides, des macrophages et des amas

de cellules de Leydig prodmsant les androgenes (SU|g|zak| et al., 2005) (Flgure 4).
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Figure 4: Photomicrographies présentant I'organisation générale des tubules
séminiféres chez I'homme. Vue en microscopie optique, coloration a I'hématoxyline-
éosine ; Grossissement x10 et x40 (Peter, 2022).
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1.2.3. Spermatogenese

La spermatogenese (Figure 5) est le processus de production des spermatozoides chez
les hommes et les mammiferes. Tout commence dans les testicules, plus précisément dans les
tubes séminiféeres. Les cellules germinales primordiales se divisent et se transforment en
spermatogonies. Ces spermatogonies subissent ensuite une série de divisions cellulaires pour
former des spermatocytes primaires (Dreef et al., 2007). Les spermatocytes primaires
subissent une premiére division de méiose pour devenir des spermatocytes secondaires. Ces
derniers subissent une deuxiéme division de méiose pour se transformer en spermatides. Les
spermatides subissent ensuite une maturation supplémentaire et se transforment finalement en
spermatozoides. Ces spermatozoides sont libérés dans I'épididyme, ou ils acquiérent leur
mobilité (Ndiaye, 2003).

spermatid 1 B \V / / ‘_fsp-lmatozoa

cells of Sertoli —————

secondary
spermatocyte
spermatogonle B
primary
spermatocytel @
basal a
membrane

Eigure 5 : Schéma montre les différentes étapes et composant de cycle spermato-

spermatogonies A

génétique. (Schéma de synthese réalisé par Sahil).

Les cellules de Sertoli jouent un réle important dans le déroulement de la
spermatogenese (Boussouar et Benahmed, 2004 ; Ando, et al., 2001) :
= Roble mécanique de soutien et de protection des cellules germinale.
= ROole de nutrition des cellules germinale.

= ROole de la mise en liberté des spermatozoides matures dans la lumiere des tubes
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Séminiferes.

= ROle endocrinien : point d’impact des hormones gonadotropes.

= Sources hormonales, cellules cibles des endogénes.

Les cellules de Leydig sont des cellules polyédriques regroupées en petits amas dans le
tissu conjonctif lache entourant les tubules séminiferes a I'intérieur des lobules, elles sont liees
a de nombreux capillaires sanguins dans lesquels elles versent leur produit. Les cellules de
Leydig synthétisent et libérent des androgenes a partir de la vie embryonnaire, elles utilisent
principalement le cholestérol fourni sous forme de lipoprotéines (Park et al., 2019).

1.2.4. Régulation hormonale de la fonction sexuelle

La régulation hormonale de la fonction sexuelle chez ’homme et les rats males de
souche Wistar présente des similitudes intéressantes. Dans les deux cas, I'hypothalamus
produit de la GnRH (hormone libérant des gonadotrophines), stimule I'nypophyse a libérer de
la LH (hormone lutéinisante) et de la FSH (hormone folliculo-stimulante) .La LH stimule les
cellules de Leydig dans les testicules, produisant de la testostérone, tandis que la FSH stimule
les cellules de Sertoli, qui soutiennent la production de spermatozoides. Ces interactions
hormonales complexes sont essentielles au maintien de la fonction sexuelle et de la fertilité
chez les deux espéces (Burger et al., 2002 ; Cheung et Wong, 2008).

La testostérone a un effet sur le développement des caractéres sexuels secondaires
chez le male. Chez I’homme, elle influence la croissance des poils du visage et du corps
I'approfondissement de la voix, l'augmentation de la masse musculaire et de la force, ainsi que
le développement des organes reproducteurs (Hillet al., 2004 ; Mario er Robert, 2017).

La testostérone exerce un contrble de rétroaction négatif (Figure 6) sur le systeme
hypothalamo-hypophysaire en régulant la production et la libération de certaines hormones.
Lorsque les niveaux de testostérone sont élevés, ils inhibent la production d'’hormone
lutéinisante (LH) et d’hormone folliculo-stimulante (FSH) dans I'hypophyse. Cela aide a

maintenir un équilibre hormonal dans le corps (Adachi et al., 2007 ; Garcia et al., 2011).

10
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Eigure 6 : Schéma du fonctionnement hormonal chez les hommes et les rats Wistar
(Agath, 2009 ; modifié).

1.3. GENERALITES SUR L’Artemisia annua L.

L’Artemisia annua L. est une plante de la famille des Asteraceae. Elle possede de nombreux
noms communs, dont sweet wormwood, annual wormwood, sweet Annie, sweet sagewort
annual mugwort en anglais ; armoise annuelle, absinthe chinoise en frangais et mohlaswapatla
en Afrique du Sud. Elle porte le nom de Qing Hao dans la pharmacopée chinoise (Sanner
2008).

Figure 7 : Artemisia annua

11
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Son nom " Armoise " provient du latin " Artemisia ", donné en hommage & la déesse
Artémis, symbole de la nature sauvage, de la chasse et de la lune, et qui avait aussi pour
réputation de protéger les femmes et de faciliter les accouchements dans la mythologie

grecque (Staub et Bayer, 2013).

1.3.1. Classification botanique (World Flora, 2003)

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia L.

Espéce : Artemisia annua L.

1.3.2. Origine et aire de distribution

L’Artemisia annua est une plante originaire des hauts plateaux de Chine, ou elle
pousse dans une végeétation de steppes (40° latitude Nord — 1 000 a 1 500 m d’altitude). Elle
s’est largement propagée dans le monde : Nord de la Chine, Europe, Nord de I’ Afrique, Nord
de I’Inde, Nord du Vietnam, USA, Argentine, ... (Sanner, 2008).

1.3. 3. Description botanique

L’Artemisia annua est caractérisée par sa grande diversité morphologique (Maison de
I’ Artemisia, 2020).

e Plante herbacée annuelle, potentiellement bisannuelle, formant des buissons dont la
hauteur peut dépasser 3 metres.

e Systeme racinaire constitué d’une courte racine pivotante et de nombreuses racines
secondaires.

e Généralement composée d’une seule tige principale — parfois plusieurs — fibreuse
dressée, trés dure, avec des ramifications alternées qui peuvent atteindre un niveau
supérieur a n+4 (ramifications quaternaires).

e Tiges souvent nervurées et glabres (sans poil) — rarement lisses et poilues — dont la

couleur peut étre plus rouge, jaune, marron ou vert.

12
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o Les feuilles dégagent une forte odeur aromatique caractéristique (fraiche et amere) due
a la présence de trichomes glandulaires qui sécrétent une huile volatile.

o Feuilles alternes, vertes, le plus souvent glabres (sans poil).

o Fleurs jaunes, tres petites et agencées en capitules de 2 a 3 mm de diamétre réunis
dans les inflorescences.

o Les fruits sont gris clair, ovoides et lisses de 0,5 cm de long.

1.3.4. Constituants biochimiques

Cette plante est connue par sa composition biochimique variée :

- Artémisinine est le principe actif synthétisé au sein de groupes de cellules
spécialisées, les trichomes glandulaires, situés principalement sur les feuilles d’Artemisia
annua (Covello et al., 2007 ; Segura, 2010) (Figure 8).

- Cétones (majoritaires) : artemisiacétone (20-45%), camphre (6-10%)

- Monoterpenes : alpha-pinéne (8%)

- Oxydes : 1,8 cinéole (10%)

- Lactones sesquiterpéniques

- Alcools terpéniques : isoartemisia alcool (4-5%)

- Esters

Artemisio annda Tnschomes glandulaires Artémsinine

D

Figure 8 : Localisation de I’artémisinine au sein de la plante Artemisia annua L.
(Segura, 2010)
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1.3.5. Vertus traditionnelles

L’Artemisia annua est utilisée par les Chinois depuis des millénaires pour ses vertus
thérapeutiques. Traditionnellement, ce sont les feuilles, voire les parties aériennes qui sont
utilisées qui servaient principalement a

- soigner les hémorroides et a faire baisser la fiévre,

- soigner les troubles du cycle féminin,

- éliminer le parasite responsable du paludisme (Segura, 2010),

- une action anti-cancer, antibactérienne, antifongique, antivirales, cicatrisante et
Fébrifuge (Staub et Bayer, 2013).

1.3.6. Toxicité

L'artemisinine administrée seule, montre plus de toxicité que la plante consommée
dans sa version totum moléculaire, c'est-a-dire dans son intégralité et intégrité moléculaire.
L'Academie Nationale de Médecine met en garde sur la consommation a grande echelle de
tisanes d'Artemisia annua, serait susceptible d'entrainer I'apparition de résistances aux
antipaludiques a base d'artémisinine (Dondorp et al., 2009).

L'huile essentielle d’Artemisia annua est connu pour son effet neurotoxique (Covello
et al., 2007).
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La présente étude est réalisée au sein de la station expérimentale de la Faculté de
Sciences de la Nature et de la Vie a 'université Saad Dahlab, Blida 1 dans le but de chercher
en premier lieu I'effet d’une faible dose d'acétamipride sur la structure des testicules chez les
rats males de souche Wistar et d'examiner I’effet d'un extrait d'une plante medicinale

Artemisia annua sur la méme structure apres intoxication par I’insecticide.

I.1. MATERIEL
11.1.1. Matériel biologique

11.L1.1.1. Animaux

L’¢étude est faite sur 30 rats males adultes de la souche Wistar provenant de I’Institut

Pasteur d’Algérie, ayant un poids corporel compris entre 155-271g.

T W

[—

Eigure 9 : Rats males de souche Wistar. (Photo originale)

11.1.1.2. Plante médicinale

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est une poudre préparée a partir des

feuilles et des tiges de la plante Artemisia annua cultivée en Algérie.
11.1.2. Appareillage et réactifs

Le matériel est constitué de produits chimiques, de réactifs et d’appareillage.

L'ensemble de ces éléments est présenté dans la partie Annexe.
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11.2. METHODES

11.2.1. Elevage

Une période d'adaptation de deux semaines a été imposée aux rats males, aux
conditions de I’animalerie. Les animaux ont été placés dans des cages en polyéthyléne et
nourris avec un régime alimentaire (50g) chaque jours, ’eau et la litiere sont renouvelées
chaque deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation.

11.2.2. Préparation des produits chimiques

11.2.2.1. Solution d’acétamipride

C’est un insecticide commercialisé par MOPISTOP et présenté dans un sachet
d’aluminium contenant 50g de poudre a 20% de pureté.

Afin de préparer notre solution de gavage comme suit :

Nous avons choisie avec nos encadreurs la dose 1/20 DL50 soit 9,9 mg/kg/j) d’ACE.
Cette dose appartient aux différentes doses utilisées dans notre laboratoire afin d’étudier son
effet toxique.

Les rats Wistar ont regu cette solution en fonction de leurs poids corporel, comme le

montre le tableau ci-dessous.

Tableau lll : Doses d’acétamipride administrées aux rats en fonction de leurs poids.

Poids corporel des rats Dose d’ACE

0,2 ml de I’ACE (solution mere)

Poids corporel est inférieur a 180g avec 4.8 ml d'eau distillée

Poids corporel supérieur a 180g 0,3 ml de I’ACE (solution mére)

avec 4,7 ml d'eau distillée.
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11.2.2.2. Extrait de la plante

La préparation de I'extrait de la plante se passe en plusieurs étapes aprés avoir séchage
et broyage de la plante.

- Macération de la plante afin d’extraire les composés actifs des feuilles et des tiges. Nous
avons plongé 100 g de la plante dans 400 ml de I'éthanol 96° puis macéré pendant 24h
dans une température ambiante ensuite la filtré.

- Vaporisation afin d'obtenir un extrait avec un rendement de 15g. Nous avons employé un

évaporateur rotatif régulé a une température de 45°C pendant 20 minutes pour vaporiser notre

produit de macération.

- Dilution de I’extrait de la plante afin d’obtenir une solution meére de gavage. Nous avons

diluée les 15g de I’extrait dans une solution de 75ml de I’éthanol 96° avec 25ml eau distillé

(Tableau 1V).

Tableau 1V : Dilutions de I’extrait mére de la plante dans I’eau distillée pour le gavage.
Dose de I’extrait de la plante Eau distillé (ml)
medicinale (ml)
0,7 4,3
0,8 4,2
0,9 4,1
1 5

11.2.3. Expérimentation animale

Les rats ont été répartis comme suit :

v' Lot n°01 : 05 rats témoins négatifs ont recu 5 ml d'eau distillée deux fois par jour par
gavage oral (deux heures entre le premier et le deuxiéme gavage) pendant 30 jours.

v" Lot n°02 : Contient 10 rats traités qui ont recu 1/20 DL50 d’acétamipride diluée dans
I’eau distillée par gavage oral. Deux heures aprés le gavage initial, ils ont recu 5 ml
d'eau distillée.

v" Lot n°03 : contient 10 rats traités ont recu par gavage oral 1/20 DL50 d’acétamipride
diluée dans de I’eau distillée et deux heures aprés de I'extrait de plante.

v' Lot n°04 : 05 rats témoins positifs, recevaient par gavage oral 5 ml d’eau distillée et
apres deux heures de I’extrait de la plante.

L’expérimentation a duré 30 jours. Durant cette période, les rats ont été pesés

quotidiennement a 9h du matin pour surveiller I'évolution de leurs poids corporels.
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11.2.4. Sacrifice et prélevement des testicules

A la fin de I'expérimentation, nous avons sacrifié¢ les rats apres décapitation rapide et les
testicules ont été prélevés, pesés puis placés dans des cassettes (Figure 10). Ces derniéres ont
été placées dans une solution de formol a 10% (100 ml de formol 37% dilué dans 900ml d'eau
distillée) pendant 24h. L'objectif de la fixation au formol est de maintenir les organes dans un

état similaire a 1’état normal.

Eigure 10 : Prélevement des testicules (Photo originale).

11.2.5. Technique histologique

Nous avons effectué la technique histologique au sein du laboratoire d'anatomie

pathologique du PHE de Docteur Fares Yahia a Kolea Tipaza.

11.2.5.1. Circulation

Le tissu devient rigide grace a la circulation, ce qui lui permet de rester intact lors des
manipulations et pouvoir étre coupé en petites tranches avant d'étre coloré et examiné au
microscope optique. Les testicules ont été maintenus dans le fixateur jusqu'a ce que le cycle
de circulation commence (Lester, 2010). Le programme de circulation englobe les étapes
suivantes : la post-fixation, la déshydratation, la clarification et I'imprégnation (Figure 11).

v Post-fixation : Il permet de compléter la fixation. L'agent le plus couramment employé
est le formol tamponné a 10 % et en général, un seul bain est suffisant.
v Déshydratation : Elle permet d’extraire toute 1’eau du tissu. L’alcool éthylique est

I’agent déshydratant le plus utilisé. Il est miscible dans I’cau et dans 1’agent clarifiant.
18
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Lors de cette étape, il est recommandé de passer le tissu par au moins trois bains
d'alcool de concentration croissante : 70°, 95° et 100°. Le trempage dans le bain
d’alcool a 100° a la fin du processus garantit une déshydratation pendant 4 heures
20°C permettant a I’alcool de bien pénétrer dans le tissu.

v’ Clarification (éclaircissement) : Elle permet d’augmenter la transparence du tissu. Le
xyléne a été employé suite a son excellent pouvoir clarifiant.

v" Imprégnation : deux bains de paraffine ont assuré une bonne imprégnation. Cette étape
permet de remplir efficacement toutes les cavités tissulaires, de donner une

consistance homogeéne et de fournir un soutien interne au tissu (Lester, 2010).

- o ]

Eigure 11 : Appareil de circulation (Photo originale).

11.2.5.2. Enrobage/inclusion

Les testicules ont été inclus dans la paraffine fondue a 62°C avec un appareil
d'inclusion et des moules. Aprés refroidissement, nous avons obtenu des blocs de paraffine

durs qui ont été ensuite conservés au congélateur a -4 °C jusqu'a la réalisation des coupes.

Figure 12 : Enrobage des testicules (Photo originale).
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11.2.5.3. Confection des coupes

Les coupes ont été faites a I’aide d’un microtome qui permet d'obtenir des rubans trés
fins de 3 a 5 um d'épaisseur, qui ont été ensuite récuperés a l'aide d'un bain-marie et étalés sur
des lames, puis laissés sécher a une température ambiante.

11.2.5.4. Coloration

Les tissus ont été colorés a Hématoxyline-Eosine (H&E). Cette coloration est
géenéralement utilisée pour identifier les caractéristiques histologiques des tissus, en
combinant une coloration nucléaire en bleu avec I'hématoxyline de Harris et une coloration
cytoplasmique en rose avec I'éosine. Les coupes ont été colorées a l'aide d'un appareil
automatique (Figure 13) en suivant les étapes suivantes :

- Placement des lames dans un bain de xyléne dans une durée de 20 minutes.

Reéhydratation des lames dans trois bains d’alcool de concentration décroissante :
100 %, 95%,70%. (1 minutes chacun).

- Rincage a I’eau pendant 5 minutes.

- Placement des lames dans un bain d’hématoxyline (4 secondes).

- Ringage a I’eau pendant 10 minutes.

- Placement des lames dans une solution d’ammoniac (15 secondes).

- Rincage a I’eau pendant 5 minutes.

- Placement des lames dans un bain d’éosine (15 secondes).

- Rincage a I’eau pendant 5 minutes.

- Placement des lames dans un bain d’alcool 90 % (30 secondes).

Slide Stainer

Eigure 13 : Appareil de coloration (Photo originale).
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11.2.5.5. Montage des lames

Le montage des lames consiste a appliquer une lamelle sur une lame a I’aide d’un
milieu de montage. Ce procédé permet d'éviter la décoloration due a I'oxydation par l'air
ambiant ou les vapeurs de certains produits chimiques, en plus de protéger le tissu des aléas
de la manipulation. Il favorise I’examen microscopique en assurant une meilleure

visualisation des détails structuraux.
11.2.5.5. Observation au microscope optique

Cette étape est considérée comme la derniere étape de I'examen histologique au cours
de laquelle le parenchyme testiculaire de tous les rats a été observé et photographié¢ a 1’aide
d’un microscope a camera (Figure 14). L’observation a été faite aux différents

grossissements : x40 ; x100; x400 et x1000.

Eigure 14 : Observation microscopique a I’aide d’un microscope a camera.

(Photon originale).

11.2.6. Analyse statistique

Les résultats des poids corporels ont été exprimés sous forme de moyennes + écart

type. Un test ’ANNOVA de deux facteurs sans répétition a été choisi pour comparer les

poids entre les différents groupes.
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L'analyse ANNOVA, ou analyse de variance, est une méthode statistique utilisée pour
comparer les moyennes de trois groupes ou plus afin de déterminer s'il existe des différences
significatives entre eux. Elle divise la variance totale des données en variance expliquée par le
modeéle et variance résiduelle, permettant ainsi de tester I'nypothese nulle selon laquelle les
moyennes des groupes sont égales (Howell, 2012).

Apres avoir obtenu les résultats a partir de I'Excel, nous avons comparé la valeur de P
avec un seuil de significativité de 0,05 pour déterminer si les résultats sont significatifs ou non

(Annexes).
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I11.1. RESULTATS

Notre chapitre résultats et discussion comporte I’ensemble des résultats issus d’une
étude qui seront présenteés sous forme de figures et des micrographies puis comparer et
discuter selon la litterature.

111.1.1. Effet du traitement sur I’évolution du poids corporel des rats

Selon les résultats obtenus, le poids corporel de tous les rats a subi une augmentation
réguliere durant la période de traitements. Les moyennes des poids ont été représentées par la
figure 15 et tableau V. Le calcul statistique n’a pas montré un changement significatif entre
les témoins négatifs et les traités par ’ACE (P value > 0,05). Cependant, une différence
statistiquement significative a été observée entre les deux lots témoins et entre lot traité par

I’acétamipride et la plante par rapport au lot des témoins (tableaux VI, VII et VIII en annex).

350

300

250

200 V/ | 0t 1 (témoin)
150 Lot 2 (ACE)

100 Lot 3 (ACE+PLANTE)

Lot 4 (Plante)
50

Moyennes des poids corporels
(9)

T1 T2 T3 T4
Durée en semaine

Figure 15 : Evolution du poids corporels des rats.

Tableau V : Montre Les moyennes des poids des rats.

Lots / Temps

(semaine) T1 T2 T3 T4 Ecartype

Lot 1 (témoin) 184 | 278,6667 |278,6667 | 309,6667 | 39,375
185,25 227,5 |227,5 250,5 |18,71875

Lot 3 (ACE+PLANTE) 201 |245,8571|245,8571|273,1429|20,23214

Lot 4 (Plante) 198,5 241,25 |241,25 268,25 |19,40625
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111.1.2. Analyse des résultats histologiques

111.1.2.1. Histologie des testicules des rats témoins négatifs et positifs

Les coupes histologiques au niveau des testicules des rats témoins positifs et négatifs
(Figure 16), a faible grossissement (x10) et a forts grossissements (x40 et x100), montrent une
architecture structurale classique. Les tubes séminiferes entourés d'une fine membrane basale
ont présentés un cortex épais et une lumiere relativement réduite (Figure 16 A). L’épithélium
germinatif présente les différents stades de la spermatogenése avec un ordre chronologique
respecté (Figure 16 A et B). La lumiere est riche en spermatozoides avec des flagelles long et
bien visibles (Figure 16 A, B et D). Les tétes des spermatozoides sont petits et ovoides
(Figure 16 A, B et D). Le tissu interstitiel sépare les tubes séminiféres, riche en capillaires
sanguins et est composé d’amas de petites cellules endocrines de Leydig ovoide bien évident

(Figure 16 E).

111.1.2.2. Histologie des testicules des rats traités par ’acétamipride

En comparaison avec celle des témoins, I'examen microscopique du parenchyme
testiculaire des rats traités par I'ACE pendant 30 jours nous a permis d’observer une structure
d’ensemble normal, un aspect genéral normal du parenchyme (Figure 17A). Cependant
certains changements au niveau du cortex et de la lumiéere ont été révélés avec les forts
grossissements.

- Certains tubes séminiferes ont montré des signes de déplétion cellulaire, au niveau de
I’épithélium cortical et blocage de la spermatogéneése suite a 1’absence des spermatocytes I et
des spermatides d’aspect arrondi dans certains endroits (Figure 17 B).
- Présence des vacuoles au niveau du cortex (Figure 17B).
- Absence de flagelles des spermatozoides dans la lumiére des tubes séminiferes (Figure 17B).
- Présence de petites tétes de spermatozoides dispersés dans 1’épithélium germinatif de
certainstubes seminiféres (Figure 17B et D).

- Signes d’atrophie et d'hypertrophie importante de cellules de Leydig dans le tissu interstitiel
(Figure 17C et D).
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Cl : Cellule de Leydig ; Cs : Capillaire sanguin ; SP : Spermatogonie ; Spl : Spermatocyte | ; Ti : Tissu
interstitielle; Ls (L) : lumiére de tube seminifere
Lb : Lame basale ; C : Cortex ; FL : Flagelles ;Spz : Spermatozoide.

Eigure 16 : Structure du parenchyme testiculaire des rats témoins.
Coloration: H&E; Grossissement: x100(A);x400(B et D); x1000 (C et E)
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Ti: Tissu interstitielle ; Ls : Lumiere de tube séminifére.
Cg (Sg) : Spermatogonie ; V : Vacuolisations.
R : Rétentions des spermatides mature.

Figure 17 : Structure du parenchyme testiculaire des rats traités par I’acétamipride.
Coloration: H&E; Grossissements: x100 (A); x400 (B ; et C).
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111.1.2.3. Histologie des testicules des rats traités par ’acétamipride et ’extrait de la plante

Chez les rats traités a la fois par I'acétamipride et I'extrait de la plante, nous avons
observé des tubes séminiféres retrouvent leur structure normale classique. Un cortex épais
présentant un épithélium développé (Figure 18 A) et une lumiére chargée de spermatozoides
avec des flagelles longs et des tétes bien évidentes (Figure 18 B). Le tissu interstitiel est clair

mais peu développé (Figure 18 A).

Fi 2" Ly

Ti: Tissu interstitielle (cellule de leydig) ; Ls : Lumiére de tube séminifere.
ES : Epithélium séminifére ; FL : Flagelles ; Spz : spermatozoide.

Figure 18 : Structure du parenchyme testiculaire des rats traités par

I’acétamiprideet I’extrait de la plante Artimisia annua.
Coloration: H&E; Grossissements: x100 (A) ; x400 (B).
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111.2. Discussion

Le suivi regulier du poids corporel chez les rats est un critére important dans les études
toxicologiques. Dans notre étude nous avons noté une augmentation du poids corporel des rats
chez tous les groupes. Les analyses statistiques nous ont permis de confirmé qu'il n'ya pas de
changement significatif du poids des rats traités par I’ACE en comparaison avec celui des
témoins négatifs. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Saadi et al. (2019) dans
une étude sur la toxicité de I'acétamipride chez des souris males intoxiquées pendant 15 jours.
Au contraire 1’étude de Zhu et al. (2017) a montré qu'une exposition chronique a
I'acétamipride entrainait une diminution significative du poids corporel chez les rats males et
femelles. Cette diminution peut étre liée a divers mécanismes comme les modifications du
métabolisme, du systéeme hormonal ou encore du comportement alimentaire des animaux.
D'autre part, une méta-analyse recente de Zhang et al. (2022) a synthétisé les résultats de
plusieurs études sur les effets de divers néonicotinoides, y compris l'acetamipride, sur la
croissance et le développement des animaux de laboratoire. Les résultats ont montré que
I'exposition a ces substances pouvait affecter négativement le poids corporel des rats, bien que
les effets spécifiques puissent varier en fonction de la dose, de la durée d'exposition et du sexe
des animaux.

En paralléle, notre test statistique a montré qu’il existe un changement significatif du
poids corporel des rats traités par ’extrait de la plante médicinale par rapport aux témoins
négatifs. Des études menées par Gisele et al. (2023) ont suggéré que certains extraits de
I'Artemisia annua pourraient influencer le métabolisme énergétique, ce qui montre que cette
plante pourrait avoir un impact indirect sur le poids corporel a travers ses effets métaboligues.

Bien que les mécanismes précis restent a clarifier.

L’analyse microscopique des coupes de testicule des rats traités par I’ACE a montré
des anomalies structurales au niveau de la plupart des tubes séminiferes a divers degrés :
déplétion cellulaire, hyperthrophie des cellules de Leydig, une vacuolisation et des rétentions
des spermatides matures dans 1’épithélium séminifére. Ainsi qu’une perturbation et
diminution dans la ligne des cellules germinale et 1’absence des spermatozoides dans la
lumiére des tubes séminiféres qui est reliée a I’inhibition de la spermiogénese. Plusieurs
études ont montré que I'exposition a l'acétamipride peut perturber la spermatogenése chez les

rats. Abd El-Aziz et al. (2019) ont observé une diminution significative du nombre de
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spermatozoides ainsi qu'une altération de la morphologie des spermatozoides aprés une
exposition chronique a l'acétamipride. Ces effets pourraient résulter de I'activité neurotoxique
de l'acetamipride, qui pourrait interférer avec les processus hormonaux et la maturation des
cellules germinales dans les testicules. Les études de Dianne (1997) ont montré qu’apres
I'exposition a des toxines, le testicule peut présenter une dégénérescence des cellules
germinales due a I’apoptose, entrainant ainsi une diminution de leur nombre et de leur
organisation. Norman et al. (2003) ont expliqué la déplétion des cellules germinales par leur
phagocytose par les cellules de Sertoli, ce qui efface toutes les preuves de leur existence
antérieure. Bien que Dianne et Robert (2013) aient montré que I'atrophie tubulaire est due a la
perte de toutes les cellules germinales et seules les cellules de Sertoli tapissent les tubules. Ils
ont observé que les tubules sont atrophiques ou dégénérés de maniére focale représentant ainsi
une perte de cellules germinales dans une partie des tubules séminiféres apres une exposition
a des doses repétées des toxiques testiculaires. Dans la méme étude les chercheurs ont suggéré
la réponse des cellules de Sertoli & une agression toxique se manifeste par la présence de
vacuoles dans leurs cytoplasme. Ces vacuoles peuvent étre de petite taille ou plus grandes
situées a mi-hauteur de I'épithélium séminifere. Elles peuvent étre intracellulaires et résulte de
I'expansion des organites ou d'un cedéme intracellulaire. Ce changement est genéralement
associé a une perturbation cellulaire et peut évoluer vers une dégénérescence ou une atrophie
tubulaire. Donc cela peut expliquer la présence des vacuolisations dans le parenchyme
testiculaire de nos rats.

La présence de la rétention spermatique dans 1’épithélium testiculaire de nos rats
traités avec I’ACE a été signalé par d’autre chercheurs y compris Bronwyn et Boekelheide
(2007) qui ont observé des retenions spermatiques au niveau des testicules des rats exposés a
des toxines ou les spermatides matures ne sont pas libérées du cytoplasme des cellules de
Sertoli. Cela peut se produire en raison des perturbations dans les processus cellulaires de
Sertoli, ou suite d'un taux réduit de testostérone ou d'un développement anormal des
spermatides. Cette situation peut avoir un impact sur les paramétres du sperme et
potentiellement sur la fertilité.

Nous avons observé au niveau du tissu interstitiel une atrophie et hypertrophie des
cellules de Leydig. Ces anomalies structurales influencent directement la fonction endocrine
des testicules. Les cellules de Leydig sont responsables de la sécrétion de testostérone

nécessaire a la spermatogéneése (Lejeune et Saez, 1993).
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D’autre part nos résultats histologiques des testicules des rats males traités par
I’acétamipride et D’extrait de 1’artemisia annua ont montré que la structure des tubes
séminiféres en comparaison avec le groupe traité par I’ACE est préservée et les
spermatozoides se présentent au niveau des lumiéres tubulaires ce qui témoigne une
spermatogénese normale.

D’aprés Yang et al. (2021), I'Artemisia annua contient de I'artémisinine, un composé
bioactif qui a démontré des effets anti-inflammatoires, antioxydants et potentiellement
régénérateurs dans divers contextes. Alors ces propriétés pourraient étre bénéfiques pour
atténuer les dommages induits par des produits chimiques notamment ’acétamipride sur les
tissus testiculaires.

Nous suggérons que l'administration d'extraits d'Artemisia annua pourrait favoriser la
régeneration des tissus testiculaires endommagés par des produits chimiques qui pourrait se

traduire par une amélioration de la spermatogenése suite a la réduction de I'inflammation.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons étudié les effets néfastes de I’acétamipride, un insecticide
neonicotinoide largement utilise en Algérie sur la structure testiculaire des rats Wistar males.

Nos résultats confirment qu’un mois d’exposition a I’acétamipride provoque des
changements significatifs, notamment des anomalies structurelles telles que déplétion
cellulaire, qgtriphie et hyperthrophie des cellules de Leydig, une vacuolisation et des
rétentions des spermatides matures dans 1’épithélium séminifere. Ces changements sont
souvent associés a une spermatogenése altérée, ce qui met en danger la fertilité potentielle des
individus exposés.

L'observation de 1’atrophie et I'hypertrophie des cellules de Leydig responsables
de la production de testostérone met également en évidence les effets négatifs de
l'acétamipride sur la fonction endocrinienne, importante pour le développement et le
fonctionnement des organes reproducteurs masculins.

Cependant, nos recherches ne se limitent pas a documenter les effets indésirables de
I’acétamipride. Nous avons également évalué l'efficacité potentielle de l'extrait d'Artemisia
annua pour atténuer ces dommages.

L'Artemisia annua, riche en artémisinine et connue pour ses propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes et régeneratrices, semble jouer un role bénéfique dans la
protection des tissus testiculaires contre les effets indésirables de I'acétamipride.

Nos résultats montrent que cette plante peut favoriser la régéneration des cellules
germinales et des cellules de Leydig, réduire I'inflammation et protéger contre le stress induit
par les pesticides.

Il est important de déterminer les mécanismes exacts par lesquels I'acétamipride
perturbe la spermatogenése et induit des modifications structurelles dans les testicules. Des
études moléculaires approfondies peuvent révéler les voies de signalisation impliquées
notamment les effets sur les hormones reproductives et les processus cellulaires importants.

Etant donné qu’une exposition chronique aux pesticides peut avoir des effets
cumulatifs des études a plus long terme sont nécessaires pour évaluer les effets a long terme
de ’acétamipride sur la fertilit¢é masculine et la santé reproductive en général. De plus, des
études dose-réponse approfondies permettraient de déterminer les niveaux d'exposition

critiques associés aux effets indésirables.
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Bien que I’Artemisia annua ait montre des résultats prometteurs dans cette étude, il est
important de comprendre les composants actifs responsables de ses effets régénérateurs sur
les tissus testiculaires. Cela peut conduire au développement de formes posologiques

spéciales ou d’extraits concentrés pour maximiser 1’efficacité thérapeutique.
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ANNEXES

Annexes 1

Matériel et réactif
|.Réactifs et solutions

Acetamipride pur 20%.

Solution aqueuse de I’extrait de la plante médicinale Artemisia annua.
Ethanol 70%, 95%, 96% et 100%.

Eau distillé et I’eau courant.

Hématoxyline de Harris.

Fixateur formaldéhyde a 36°.

Eosine.

Xyléne.

Ammoniac, solution 23%.

Eukitt Specilab (résine synthétique de montage).

Huile d’émersion type A.

I1. Appareillages

Microtome (Leica).

Appareil automatique de circulation.

Appareil de coloration Hématoxyline-Eosine (H&E).
Appareil d’inclusion.

Plaque refroidissante (Leica).

Etuve (Binder).

Microscope photonigque (OPTIKA).

Microscope photonique (Leica).

Bain marie.

Hotte pour le montage de classe 11.

Evaporateur rotatif

. Autre matériel

Cassettes d’inclusion en plastiques.
Portes lames.

Lames porte objet et lamelles.



Graveur.

Paire de ciseaux.
Pinces.

Moule en métal.
Papier absorbant.
Trousse de dissection.
Eprouvette graduée.
Cages.

Béchers.



Figure 23 : Microscope photonique (OPTIKA) Figure 24 : Microscope photonique Leica



'
|

Figure 25 : L’étuve Binder

Figure 27 : Le montage des lames et lamelles

Figure 28 : Cassettes d’inclusion en plastiques Figure 30 : Moule en métal



Figure 31 : Les testicules avant la circulation ~ Figure 32 : Les testicules aprés la circulation

Figure 34 : Trousse de dissection Figure 35 : Graveur



Figure 37 : Acetamipride 20% et solution de gavage.

Figure 38 : Hématoxyline de Harris Figure 39 : Ammoniac, solution 23%
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Figure 40 : Analyse de variance ANOVA

Tableaux VI : Analyse de variance entre le lot des témoins negatifs et le lot des rats traités
par ’acétamipride

Lots/temps (semaine) T1 T2 T3 T4
Lot 1 (témoin) 184 278,666667 | 278,666667 | 309,666667




Analyse de variance: deux facteurs sans répétition d'expérience

RAPPORT Nombre
DETAILLE d'échantillons Somme Moyenne  Variance
Lot 1 (témoin) 4 1051 262,75  2969,80556
Lot 2 (ACE) 4 890,75 222,6875 740,473958
T1 2 369,25 184,625 0,78125
T2 2 506,166667 253,083333 1309,01389
T3 2 506,166667 253,083333 1309,01389
T4 2 560,166667 280,083333 1750,34722
Source des variations =~ Somme des carrés  egré de libertyenne des ca F Probabilité Valeur critique pour F
Lignes 3210,007813 1 3210,00781 8,30784318 0,063408172 10,12796449
Colonnes 9971,690104 3 3323,8967 8,60259979 0,055234374 9,276628153
Erreur 1159,148438 3 386,382813
Total 14340,84635 7

e On accepte HO car la valeur de p value est supérieure a 0,05, ce qui indique que les

poids des rats dans les deux lots ne présentent pas de différence significative.

Tableaux VII : Analyse de variance entre le lot des témoins négatifs et le lot des témoins
positifs (plantes)

Lots/temps (semaine) Tl T2 T3 T4

Lot 1 (témoin) 184 278,666667 | 278,666667 | 309,666667

Lot 4 (Plante) 198,5 241,25 241,25 268,25




Analyse de variance : deux facteurs sans répétition d'expérience

RAPPORT
DETAILLE Nombre d'échantillons ~ Somme Moyenne  Variance
Ligne 1 4 1051 262,75 2969,80556
Ligne 2 4 949,25 237,3125  831,515625
Colonne 1 2 382,5 191,25 105,125
Colonne 2 2 519,916667 259,958333 700,003472
Colonne 3 2 519,916667 259,958333 700,003472
Colonne 4 2 577,916667 288,958333 857,670139
Valeur
Source des Somme des Degré de Moyenne critique
variations carrés liberté descarrés F Probabilite pour F
Lignes 1294,13281 1 1294,13281 3,63292793 0,15272251 10,1279645
Colonnes 10335,2943 3 3445,09809 9,6711813 0,04730723 9,27662815
Erreur 1068,66927 3 356,22309
Total 12698,0964 7

e Nous acceptons I'nypothese alternative (H1) parce que la valeur de p value est inférieure a
0,05, ce qui nous conduit a rejeter I'hypothese nulle. Alors, il existe une différence

significative entre les poids des rats dans les deux lots.

[ableau VIII : Analyse de variance entre le lot des témoins négatifs et le lot traité par

I’acétamipride et la plante médicinale

Lots/temps (semaine) |T1 |T2 T3 T4

Lot 1 (témoin) 184 |278,666667 | 278,666667 | 309,666667
Lot 3

(ACE+PLANTE) 201 |245,857143|245,857143|273,142857




Analyse de variance : deux facteurs sans répétition d'expérience

RAPPORT Nombre

DETAILLE d'échantillons Somme Moyenne  Variance

Lot 1 (témoin) 4 1051 262,75 2969,80556

Lot 3

(ACE+PLANTE) 4 965,857143 241,464286 893,161565

T1 2 385 192,5 1445

T2 2 524,52381 262,261905 538,232426

T3 2 524,52381 262,261905 538,232426

T4 2 582,809524 291,404762 666,994331

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carres liberté carres F Probabilité pour F
Lignes 906,163265 1 906,163265  2,76889499 0,19470071 10,1279645
Colonnes 10607,1054 3 3535,70181  10,8037783 0,04078115 9,27662815
Erreur 981,795918 3 327,265306

Total 12495,0646 7

e P value < 0,05 donc, nous rejetons HO et acceptons H1, alors les poids corporel des rats

dans les deux lots pendant la période de traitement sont significativement différents.
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