SUMMARY

Soy milk is a dietary product, rich in phystr@gens which the Harmlessness is not totathyext.
These compounds may modify the normal physiologicatess of reproduction and perturb this function.

The objective of this study is to estimate ttensequences of the consumption of soy milk
consumption on the hematological, the serum bioat@marameters of mice Swiss and histologicalrsgst on
the male fertility of mice Swiss used as experiraemtodel.

We have used 40 male mice aged 4 weeks, weighimyemage of (22.47+0.93) g. These animals were
divided into 4 groups 10 mice per each. The micrstf group are the ones whose the mother fed witly soy
milk from calving to weaning. After the weaning, amiof this group start to get fed with soy milk idgr 30
days. The second group contains animals coming &onother that was fed only with soy milk duringtéion,
then after the weaning they start to receive adstahfood and water during 30 days. The third grooptains
mice coming from a mother that consumed a stanftaod during the lactation period, and these mic# wi
receive soy milk after the weaning for 30 days.mailis of the fourth group are as witnesses. These nome
from a mother who consumed a standard food, areivethe same diet after the weaning.

At the end of 08 weeks, and during a week, Micesatgected has a test of fertility Just beforerthacrifice by
cervical dislocation, males undergo a blood testtfe dosage of the testosterone, hematologicakéhum
biochemical parameters, Then, testicles, épididgeminal vesicles and liver and kidneys are takeh an
weighed. Sperm cells are counted, their morphotyl/their mobility are studied then a histologstaidy is
made on testicles and seminal vesicles. On micarsieg from the test of fertility are determined theight
and the size of reaches in the 7th, 14th and @8yrafter their birth.

Obtained results indicate the following:
- The weight physical undergoes no significant rficdiion to ail the groups having ingested soy milk

-the mice treated with the soy milk have a hygmralinemy,ahypocholesterolemy,ahyperuremy associated
with a hypercreatinimy and a rate raised in ucid @as well as a normal rate of transaminases

- Treated mice with soy milk represent significarduetion GB, GR, PLT, for experimenting animals get
aplastic anemia. Noticed lesions at the levelrli dystrophy of hepatocytes and inflammatorijitiate
of spaces are implanting a subacute hepatitishétdvel of kidneys some glomerulus of atrophic pitgthi
and collapses, Bowman space is reduced as well.

- The relative weight of the male genital orgamea#s also unchanged.

- The mobility of sperm cells decreases very sigaiftly (p < 0,01) to the animals of all the groumsving
consumed soy milk.

- The number of sperm cells testiculaires and dpidaires is decreased very significantly respebtia¢ the
mice of the groups 2 and 3 and at the mice of tbegs 1, 2 and 3 (p < 0,01).

- The indication of fertility of females coupledtvimales fed soy milk is only 67 % compared witattbf the
witnesses which is 100 %.

- The weight, and the size of youngs obtained byt¢ist of fertility are very significantly decredgp < 0,01).

- The sérique rate of the testosterone decreasgsigmificantly (p < 0,01) to the group 2 (1,08#1ng / ml)
with regard to withesses (6,21 + 1,54 ng / ml).

The histological study reveals an important modifien of the tissular architecture at the levetesticles and
seminal vesicles liver and kidneys to animals hgugested soy milk with regard to witnesses.

In conclusion,

Obtained results indicate that ingestion of sokroduse some alterations in certain hematologidaliceserum
biochemical parameters, a renal dysfunction of rBiaéss having ingested soy milk.And histologicatisgs of
Swiss mice that were subject to this kind of milk.
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SL : Spermatocyte Leptotene.

LH : Hormone Lutéinisante.

LHRH : Gonadolibérine.

SM : Spermatocyte en Métaphase.

OCDE : Organisation de Coopération et de Développemeoh&mique.
PLT . Plaquettes

P : Spermatocyte Pachytene.

PE : Perturbateur Endocrinien.

PPS : Les préparations a base de protéines de soja.
PR : Spermatocyte Préleptoténe.

PR : Produit de sécrétion.

PSA : Prostate Specific Antigen.

SHBG : Sex Hormone Binding Globulin.

SPCI : Spermatocyte |.

SPCII : Spermatocyte Il.

SPG : Spermatogonie.

SPT : Spermatide.

SPzZ : Spermatozoides.

St : Spermatide allongé.

Svs : Seminal vesicle secretion.

T : Témoin.

TC : Tissu Conjonctif.

TeBG : Testosterone Binding Globulin.

TES : Testostérone.

TS : Tube Séminifére.

TGO : Transamonase-glutamate-oxaloacetate-trans-aminase

TGP : Transamonase-glutamate-purivat-trans-aminase



VS : Vaisseau Sanguin.
VCL : Veine Centro Lobulaire

Z : Spermatocyte Zygotene
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Introduction

L’alimentation non maternelle & base des protéidessoja (PPS) ne peut étre
recommandée qu’en prévention d’'une allergie ouéndmce alimentaire chez les nourrissons

a haut risque.

Le lait industriel a base de protéines de soja tdoesla principale source de
phytoestrogénes chez I'homme. Il est donc importiévaluer les niveaux d’apports en
phytoestrogénes contenus dans les aliments a lms®jd que peuvent consommer les
nourrissons et les jeunes enfants. Ces composésqci@s naturels sont susceptibles d’avoir
une toxicité sur la fonction de reproduction, darsont capables de stimuler, favoriser ou
inhiber I'action des hormones. De ce fait, ils penty en théorie, modifier le processus

physiologique soumis a une régulation endocrinienne

L'effet de ces produits peut se traduire, selon mibenbreuses études, par une
diminution du nombre et de la qualité des celldesuelles males humaines au cours de ces

derniéres années (Jegou, 1996).

De nombreux auteurs ont signalé I'effet nocif sairfénction sexuelle, de facteurs
toxiques présents dans notre environnement et radingentation. On peut citer le gaz
d’échappement d’origine automobile (El Feki et 4898), les pesticides, les xénohormones
(Toppari, 1996).

Toutefois, les travaux concernant I'impact du et soja sur la fonction hormonale

sexuelle de 'nomme et sur la fertilité sont traies et non déductifs.

L'objectif de cette étude est d’évaluer I'impact ldeconsommation du lait de soja

chez la souris male Swiss sur :

X/

% Le développement et la maturation des organes exue
% La fertilité masculine.

% La fonction hormonale.

% Les parameétres hématologiques

% Les parametres biochimiques sériques
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1. L’allergie alimentaire

L'analyse, selon les catégories d'age a montred’gggression clinique de l'allergie
alimentaire varie au cours du temps chez un ménigidu parallelement a l'acquisition de
nouvelles sensibilisations, a l'installation d'tokrance a d'autre allergenes, notamment aux
protéines alimentaires animales (lait de vacheawetgré de la maturation progressive du
systeme immunitaire (Lack, 2008).

De maniére générale, l'allergie correspond a uranigme physiopathologique d'ordre
immunologique développé vis-a-vis d'allergénes atitaires ou respiratoires. Sa fréquence et

sa sevérité augmentent avec le temps (Chouragiii €008).
1.1. L’allergie aux protéines du lait de vache (APW)

Comme toute allergie, il s'agit d'une réaction &ég du systeme immunitaire face a
des protéines qu'il considere comme dangereused. d@agit des protéines du lait de vache
que l'on peut retrouver dans le lait premier agaismaussi dans le lait maternel, lorsque la

maman qui allaite consomme des laitages (Dupodd8R

L'allergie au lait de vache est la cause la plégifente d'allergie alimentaire du
nourrisson. Elle représente entre 3 et 7% des witsens pédiatriques. Dans prés de la moitié
des cas, il existe une composante familiale apptémin atopique : 49 % des bébés

allergiques au lait de vache ont un parent allergi@upont, 2008).

Chez I'enfant, elle représente 12,6% des allergiezccupe la troisieme position aprés

I'allergie a I'arachide et a I'ceuf (Moneret-Vaut2007).
1.2. Traitement de I'allergie aux protéines du laide vache

Le traitement de I'APLV repose sur la suppressi@s @rotéines du lait de vache
(Boissieu et Dupont, 2007).

Les préparations a base de soja ont été proposédibat des années 1900 aux Etats-
Unis comme substituts du lait pour les nourrissatitaints d'intolérance au lait de vache. Au
cours du temps, les techniques de fabrication etolaposition de ces préparations ont
beaucoup évolué. Actuellement, seuls les prodoitdenant 90 a 95 % de protéines de soja
(isolats) sont autorisés dans la fabrication defpgmations pour nourrissons a base de

protéines de soja (PPS) (Rieu et Tenailleau, 2005).
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1.2.1. Lait de soja

Le lait de soja est un produit diététigue dankset sans saccharose, sans gluten et sans
protéines du lait de vache. Il est enrichi en nuétime, en carnithine, en fer et en zinc (Rieu,
2006). Les préparations a base de protéines d€RBfB) sont les seules dont la composition
est adaptée aux besoins des nourrissons et degsedéamoins de trois ans. Pendant
longtemps les PPS en était les seules alimeniidiges utilisables chez les nourrissons qui
ne toléraient pas le lait de vache, soit par ut@érance au lactose aprés une diarrhée aigu,
soit par APLV (Bocquet et al., 2001).

2. Le soja
2.1. Définition

Le soja est une plante particulierement intéressasin attrait hors des frontieres
asiatiques ne fait que croitre. En effet, elle leecde nombreux atouts agronomiques,
environnementaux et nutritionnels. Les produitmahtaires dérivés du soja sont facilement
transposables aux produits laitiers. Ceci en faidliment de choix de plus en plus consommé
en occident. Une autre particularité de cette plast qu’elle contient des micro constituants

végeétaux originaux : les phytoestrogenes (Chat@0ei).
2.2. Phyto-estrogenes
2.2.1. Définition

Les phytoestrogenes, molécules issues du mondéeavéipat partie du vaste ensemble
des polyphénols (AFSSA, 2005). Ces composés pegenine similarité structurale et
fonctionnelle avec le Prestradiol. De ce fait, ils exercent une actiomaggnique ou anti-
estrogénique (Bringer et Lefebvre, 2002). En efbet,les retrouve en grande quantité dans
tous les aliments a base de soja traditionnelsdesstriels. On en retrouve notamment dans les
laits infantiles a base de soja destinés aux remamis et aux enfants en bas age allergiques
aux protéines de lait de vache (Chatenet, 2003 .ptiecipaux phytoestrogenes apportés par

alimentation humaine sont les isoflavones : gémstét daidzeine.

La génistéine et la daidzéine peuvent activer é&&epteurs des estrogénes, et ainsi
induire des effets agonistes ou antagonistes ettifwndu tissu considéré et du gene régulé
(AFSSA, 2006).
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2.2.2. Consommation, biodisponibilité et métabolism

Dans un régime occidental traditionnel, les isajlaas sont essentiellement présentes
dans les légumineuses et I'apport moyen journabeinférieur & 1mg. Lors de l'introduction
d’aliments a base de soja dans un régime, ces t@@ppont de I'ordre 15mg/j en moyenne
(Gerber et Berta-Vanrullen, 2006).

Les phytoestrogenes sont considérés comme des igégabs, perturbateurs
endocriniens. Ingérés sous forme glycosylée (daidzét génistéine), ils sont déglycolysés
pour étre absorbés dans I'organisme et passentldaiose ou ils subissent des étapes de
détoxication par des enzymes spécifiques. lls pgurevenir dans le cblon selon un cycle
entérohépatique similaire a celui des estrogetgesoht ensuite €liminés par les urines et les
feces ou ils se trouvent majoritairement sous fomee glucuronides. De l'ingestion a

I'apparition dans la circulation sanguine, il s’@de 6 a 8 heures.

Dans l'intestin, les isoflavones peuvent étre timmsées en d’autres metabolites dont
certains seraient plus actifs, tel I'équol. Cetéansformation est liée a la présence d’une flore
intestinale et d’enzymes colocataires particulieréBe va donc varier largement d’'un
individu a l'autre et, chez les personnes capaldessynthétiser de I'équol, I'apport de
daidzéine, précurseur de I'équol, serait capabédfets plus importants que chez les non

producteurs (Gerber et Berta-Vanrullen, 2006).
3. Soja et utilisation dans la pratique courante
3.1. Soja et ostéoporose

L’ostéoporose est un probleme de santé publigueundpes études écologiques ont
montré que l'incidence des fractures du col du fiéétait moindre dans les populations
asiatiques. Parmi les aliments candidats, le stjapgparu comme susceptible de jouer un role
grace a sa teneur en isoflavones. Les étudesrnatiles études in vivo chez I'animal et chez
I’'hnomme ont mis en évidence des effets doublesbantt la résorption osseuse et stimulant la
formation osseuse. Aujourd’hui, les phytoestrogarepeuvent donc pas étre considérés
comme un traitement antiostéoporotique. Il n'egecelant pas exclu que le soja et/ou les
isoflavones puissent faire partie de I'arsenalitiatmel recommandé dans la prévention de la

perte osseuse (Lecerf, 2007).
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3.2. Soja et ménopause

La postménopause est principalement caractériseeupa réduction des hormones
ovariennes, qui est accompagnée d'une incidenceuneajles troubles physiques et les sautes
d'humeur. Les preuves cliniques et expérimentaleggéyent que les phytoestrogénes
pourraient étre utilisés pour améliorer ces chamgasn associés a la ménopause
(Rodriguez-Landa et al., 2009).

3.3. Soja et risque de cancer
3.3.1. Cancer du sein

L’ensemble des études épidémiologiques sur le cahcesein montre une absence de

risque de cancer du sein lié a I'apport alimentd@ghytoestrogenes. Parmi elles :

* La consommation d’isoflavones semble diminuer $gue spontané : 142875 Japonaises
non ménopausées on été suivies dans une étudenpdidans. Le risque de cancer du
sein était inversement proportionnel a leur consation de miso (soupe a base de pate
de haricot de soja) (Lee, 1991). Le risque de qatigesein des femmes ‘consommatrices

importantes’ de soja était diminué de 29%.

Des études au laboratoire ont confirmé les progsiétanticancéreuses des
phytoestrogénes (Murphy et al., 1999 ; Committeéoaitity, 2003).

3.3.2. Cancer de l'intestin

L’cestradiol (le principal estrogéne humain) ajodééds une culture in vitro de cellules
cancéreuses de colon humain est capable d’inhiber prolifération de 15 a 30%
(Lointier, 1992).

D’autres études vont dans le méme sens et sembldiquer un effet protecteur du

cancer du rectum induit par la consommation dels@2du sojglmhof et Molzer, 2008).
3.3.3. Cancer de la prostate

Les études épidémiologiques suggerent dans leandis que les Asiatiques ont une
faible incidence de cancer de la prostate. Au ioine dans les modéles animaux, le soja et

la génistéine ont démontré une action inhibitrizece type de cancer (Kolonel et al., 2000).
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3.4. Soja et systeme nerveux central

Les récepteurs aux cestrogenes sont présents deystdene nerveux central (Kuiper et
al., 1998). Les estrogénes sont connus pour agidesutnombreuses aires du cerveau et pour
influencer le comportement, le mouvement, la réflexla sensibilité a la douleur. lls ont
également un effet protecteur vis-a-vis du dévedopgnt de maladies neurodégénératives
(McEwen, 1999).

Les phytoestrogénes pourraient donc exercer dessefimilaires. Chez les rats, les
phytoestrogenes passent la barriere hémato ménimgés les concentrations retrouvées dans
le cerveau sont plusieurs centaines de fois infégge a celles mesurées dans le plasma
(Chang et al., 2006). Néanmoins, chez 'homme, daridre hémato meéningée n’est pas
complétement développée a la naissance ce que lpasser que le systeme nerveux central

pourrait étre plus accessible aux phytoestroganateroou a la naissance.
3.5. Soja et systeme cardiovasculaire

Des études épidémiologiques ont montré que rémimes riches en soja ou en
protéines de soja avaient un effet hypocholestérialét chez 'Homme (Ho et al., 2000 ;
Ridges et al., 2001). Néanmoins, les phytoestrag@eeseraient pas les seuls responsables
pressentis, les fibres ou les phytostérols du stjacturellement similaires au cholestérol, ont
montré des effets hypocholestérolémiants (Ling aied, 1995 ; Committee on toxicity,
2003).

3.6. Soja et systeme neuroendocrinien et immunitaar

De nombreux travaux expérimentaux montrent queplgdoestrogenes ont des effets
sur le développement et le fonctionnement neurcaimden et immunitaire dans différentes
espéeces animales (FSA, 2003; AFSSA, 2005).

4. Toxicité alimentaire

Les effets toxiques d’une substance ne résultenupauement de I'absorption, en un
court espace de temps, ou de doses relativemedss fanais également de I'absorption de
doses mémes minimes, pour entrainer les effetssaigais dont la répétition finit par

provoquer des troubles.

L’évaluation étendue de la toxicité d’'une molécide appel a différentes études (Lu,
1992 ; Fan et al., 1995) dont les modalités ontrétdementées par la Food and Drug
Administration (FDA) américaines en 1987 puis p@rdanisation de Coopération et de

6
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Développement Economique (OCDE) en 1989 dans kdeses pratiques de laboratoires »,

afin d’améliorer la validité des données recusillie
4.1. Etudes toxicocinétique

Ces études visent a explorer le métabolisme dedktaule toxique. Elles reposent
souvent sur l'utilisation de molécules marquéesdearisotopes radioactifs, et sont effectuées

en général sur plusieurs espéeces animales.

Méme si les résultats concluent a un risque néaflilgechez I'animal, une série d’études

doit tout de méme étre effectuée chez 'lhomme.

Les mécanismes possibles de toxicité sont multifiieeut s’agir d’'une toxicité directe

sur les protéines de I'organisme.

La toxicité indirecte peut étre le fait soit d’'udestruction de principes alimentaires
essentiels, soit de la formation de produits toggyé partir de certains composants de

I'aliment.
4.2. Toxicité aigué

L’intérét de I'épreuve de toxicité aigué est d’'deales substances trop toxiques et de
servir ensuite de guide aux expériences ultérieeredournissant des indications sur les
principaux signes d’intoxication et sur les évehasedifférences relatives aux espéces. Sur le
plan expérimental, elle s’effectue en administiargubstance toxique en une seule fois, ou en

plusieurs fois tres rapprochées, a deux, mieusig &ispéces animales (Adrian et al., 1995).
4.3. Toxicité a court terme

L’objectif des études de toxicité a court termedestaluer la nature biologique et le site

des effets toxique.

Ces études également est de déterminer la dogeélllase produisent ces effets et d’en
déduire la dose sans effet observé (DSE), expranéailligrammes par kilogramme de poids

et par jour (mg/kg de poids/j) chez I'animal en éience (Chambolle, 2002).
4.4. Toxicité a long terme

Les études a long terme mesurent les effets cuiisudd toxique en répétant son
administration pendant une période s’étendantasplus grande partie de la vie de I'animal et
sur au moins deux générations. En pratique, cetxécité a long terme est le fait,

essentiellement, des additifs dont I'intérét egilies discutable. Lorsque le produit est destiné

7
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a un usage pédiatrique, une expérimentation conguléaite sur animaux jeunes, peut étre
utile pour déceler une éventuelle toxicité partgn@ chez I'enfant (Potus et al., 1996). Les

signes cliniques de toxicité sont rechercheés :

-Sur le plan clinique : I'aspect, le poids, la prise de nourriture, la@iike boissons, la

croissance et le taux de mortalité.

-Sur le plan biologique : les parameétres biochimiques sériques par le pnélént

sanguin.
4.5. Etudes de l'activité sexuelle et de la fertit

Apres administration du produit testé sur les méales modifications de l'activité
sexuelle peuvent étre décelées en étudiant le idenent et la fréquence d’accouplement et la
modification de la fertilité en comptant la fréguendes gestations. Une étude des

spermatozoides peut également étre entreprisar{AHA05).
4.6. Etude tératogénique

Une substance peut avoir des effets toxiques sigdaendance quelque soit le moment
de la gestation ou elle est administrée a la mes plus particulierement durant la phase

d’embryogenese.

L’activité tératogene d’'un produit est mise en éwice par I'apparition d’anomalies
morphologiques ou fonctionnelles dans la descerddaie® femelles traitées pendant la
gestation. L'expérimentation de chaque produit iétusk fait sur deux ou trois espéces

animales (Chavéron, 1999)
5. Organes Cibles

La plupart des organes peuvent étre la cible déstaoces peut avoir des effets
toxiqgues mais certains organes comme le foie eeile peuvent étre plus vulnérables aux

substances toxiques.
Deux facteurs majeurs prédisposent ces deux orgaaesposition et leur fonction.

La vascularisation du foie et sa situation priviéégde relation entre I'appareil digestif
et I'appareil circulatoire permet de réguler latidimition de nombreux métabolites issus de la

nutrition.
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Le rein aussi possede des fonctions métaboliquesceétoires importantes et bénéficie
d’une large irrigation sanguine est particulieretrexposés aux toxiques (Lacarelle et Viala,
2005; Timbrell, 2009).

5.1. Le foie

Le foie joue un rdle important dans les métabolsngiucidiques, protidiques et
lipidiques de I'organisme. Il assure également@e majeur dans I'élimination des déchets
endogenes (élimination de la bilirubine produite lpaatabolisme des protéines etc.).

Le foie est un organe tres richement vascularigévascularisation de chaque lobe
hépatique est majoritairement assurée par une lieadesla veine porte et minoritairement par
une branche de l'artere hépatique, apportant dg saggéné. Le flux sanguin se fait de
facon unidirectionnelle, de la veine porte aux esihépatiques daignant ainsi les sinusoides
(McCuskey, 2000). Les sinusoides sont des camflagpécialisés au contact des cellules
endothéliales et des cellules de Kupffer (Smeds2004). Il existe de larges fenestrations
(présence de pores) (Fraser et al., 1995) dansinesoides qui permettent le passage de
grosses molécules a travers l'espace interstdfed’étre au contact des hépatocytes
ultrafiltration (Le Couteur et al., 2005), métalsatie des lipoprotéines (Fraser et al., 1995 ; Le
Couteur et al., 2006), circulation des cellules umitaires (Warren et al., 2007)). Les
hépatocytes sont le types cellulaire le plus abondans le foie (environ 80%) et sont le site
majeur du métabolisme intermédiaire et du métammaisies xénobiotique, ainsi que de
stockage (David , 2000) (figure 1).

Les biotransformations peuvent également parfois &tl'origine de la production de
métabolites réactifs toxiques pour les cellulesatigpes. La cible cellulaire principale de la
toxicité est I'hépatocyte. Cependant, les cell@edothéliales et les cellules étoilées peuvent

aussi étre touchées (Gérolami, 2005).

Les métabolites peuvent effectivement se lier aifférénts constituants de la cellule
hépatique (protéines, lipides membranaires, aciledéiques, etc.) et induire la mort
cellulaire par réaction immunitaire, apoptose ogfdyctionnement mitochondrial (Pumford
et al., 1997 ; Raffray et Cohen, 1997; Wallacetatksv ,2000).

L’hépatotoxicité est modulée par des modificatioiactivités des cytochromes,
d’'origines génétique, médicamenteuse ou toxiquensiAune hyperactivité de certains

cytochromes pourra entrainer 'accumulation dealn@lites toxiques en intensifiant leur
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Figure 1. A. Représentation schématique de I'anatomie micragaepd’un espace porte et
section dans un lobule hépatique. D’apres Sobatth, €004.

B. Détail de I'organisation des sinusoides. D’'aprésigr, 2003.
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production et une inhibition ou une faible activité ces enzymes diminue la vitesse
d’élimination du toxique (Gonzalez, 2005 ; Parlalet 2005)

Des systémes de protection existent vis a vis daablites réactifs. Le plus important

est la conjugaison de ces métabolites au glutaifower et Lennon, 1999).

Enfin, des déficits dans certaines voies de comgoga peuvent réorienter le

métabolisme de xénobiotique vers la production debolites réactifs.

Les atteintes hépatiques toxiques peuvent se pgesserus des formes variées a types
de stéatose hépatique, d’hépatites aigues (cyqabsi, cholestasiques ou mixtes), d’hépatites
chroniques pouvant aboutir a une cirrhose, d'atsirvasculaires biliaires ou tumorales
(Sturgill et Lambert, 1997 ; Gérolami, 2005).

5.1.1. Hépatites aigues

La toxicité se fait par atteinte des hépatocytes.xEnobiotique ou ses métabolites
réactifs peuvent entrainer la mort cellulaire etenférant avec 'homéostasie de la cellule
(liaison avec les macromolécules, atteinte de lmbmane plasmique, peroxydation lipidique
atteinte des mitochondrie, etc.) ou en induisané wéaction immunologique (hépatites
immunoallergiques ) (Poli, 1993 ; Roma et Sanchezi 2008).

5.1.1.1. Hépatites cytolytiques

Elles correspondent biologiquement a une élévatidas transaminases et
histologiguement & une nécrose hépatocytaireslthéition respiratoire mitochondriale ou
a l'ouverture du pore de transition de perméab{lR&¢P) des mitochondries (Berson et al.,
1996 ;Berson et al., 2001).

L’évolution est en générale favorable a I'arrét’dgposition au toxique. De hombreux
médicaments (le paracétamol, les antidépresseigsligues, les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS), certaines substances (le bremoéne, les hydrocarbures aliphatiques
halogénés) et composés toxiques (cadmium, codalone, mercure, etc.) peuvent étre a

I'origine d’hépatites cytolytiques (Rikans et Yana2000 ;Tzirogiannis, 2003).
5.1.1.2. Hépatites cholestasiques

Elles sont caractérisées par une élévation des pphtases alcalines, des
gammaglutamyltranspeptidases et de la bilirubihexiste plusieurs interférences avec le

systéme biliaire résultant une stase biliaire osl ldsions des canaux et canicules biliaires.

11
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Parfois les lésions des canicules biliaires peudtrd accompagnées par des lésions des
hépatocytes (apoptose) due a I'accumulation dddaebdes sels biliaires (Patel et al., 1998).
Des tableaux de cholestase pure sont observés lagsedérivés hormonaux (stéroides
anabolisants, cestrogenes, androgénes), les médisar@tidépresseurs tricycliques, les
AINS, antibiotiques) (Mottino et al., 2002 ; Croeeet al., 2003) et le stress oxydatif généré
par les radicaux libres lors de la bioactivatios #8énobiotiques (Pérez et al., 2006 ; Roma et
Sanchez Pozzi, 2008). La cholestase issue du sixgssitif est attribuée a l'internalisation
des transporteurs (Mpr2 et Bsep (bile salt expomp)) (Pérez et al., 2006 ; Roma et Sanchez
Pozzi, 2008) qui jouent un rdle fondamental daesdrétion biliare (Akita et al., 2001 ;Suchy

et Ananthanarayanan, 2006).
5.2. Hépatites chroniques (cirrhoses)

L’atteinte hépatique prolongée, quelle qu’en saitigine peut entrainer une hépatite
chronique et une fibrose. Les médicaments les ptusvent mis en cause I'amiodrane, la
méthyldopa, la nitrofurantoine et la vitamine A.r3ale cas de I'amiodrane, l'aspect
histologique ressemble a celui observé dans lesatty@athies alcooliques (infiltrat a
polynucléaires, corps de Mallory, stéatose par mctation de phospholipides) (Caldwell et
Hespenheide, 2002; Jaeschke et al., 2002).

5.2.1. Stéatose

Elle consiste en l'accumulation de lipides (triglyides) dans le cytoplasme des
hépatocytes. La stéatose macrovacuolaire consiste @résence d’'une goutte de graisse
unique refoulant le noyau d’hépatocyte en périghégile est observée dans l'intoxication
alcoolique et peut étre secondaire a de tres nammbm&dicaments (corticoides par exemple).
La stéatose régresse a l'arrét de l'intoxication.

La stéatose microvalvaires est caractérisée pecdtaulation de multiples gouttelettes
lipidiques de petites tailles dans le cytoplasme Hépatocytes due au blocage deda
oxydation des acides gras et de la respirationamdodriale (Fromenty et Pessayre, 1995).
L’inhibition de ces réactions induit la formatioesdradicaux libres oxygénés qui a leur tour
provoquent une peroxydation lipidique et une swmtbépatique (Pessayre et al., 2001 ;
Jaeschke et al., 2002).

12
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L’augmentation de I'expression du CYP2E1 impliqdéas I'oxydation des acides gras
est largement incriminée dans les stéatoses hépatidjorigine non alcoolique (Chalasani et
al., 2003 ; Emery et al., 2003).

5.2.2. Atteinte toxique des canaux biliaires

Elle se manifeste par un ictére et une cholestaseirele plan histologique par une
atteinte inflammatoire des petits canaux biliairegra-hépatiques (cholangite). Des
médicaments peuvent en étre a I'origine, notamraeritins neuroleptiques, antidépresseurs

tricycliques et antibiotiques (Gérolami, 2005).
5.2.3. Toxicité vasculaire hépatique

Les atteintes du sinusoide hépatique peuvent diela simple dilatation sinusoide
jusqu’a la destruction et la disparition des celuéndothéliales sinusoidales aboutissant a des
« lacs » remplis de sang bordés par les hépatofpfiese) (Sturgill et Lambert, 1997). Les
xénobiotiques les plus fréquemment mis en causels®mlérivés de stéroides, les dérivés de
I'arsenic (Robert et al., 2000 ; Gérolami, 2005).

5.2.4.Tumeurs hépatiques

Les adénomes hépatiques, tumeurs hépatocytairégnbémmais pouvant dégeneérées,
sont fortement associés aux contraceptifs orauerfent dosés et aux stéroides anabolisants
(Sturgill et Lambert, 1997). La toxine d’Aspergsltiavus (aflatoxine B) semble jouer un role

de cofacteur dans le développement de carcinonpegdeellulaire.
6. Le rein

Le rein joue un role fondamental dans I'éliminaties toxiques et leurs métabolites.
L'importance du flux sanguin qui irrigue le reinygeamener des quantités abondantes de
toxiqgue a son niveau. lls sont concentrés danslttatf transportés a travers les cellules
tubulaires ou quelques-uns sont bioactivés. C’estdine cible majeure pour de nombreux
toxiques. Il intervient également dans le maintienl’homéostasie (par le maintien de la
composition du milieu extracellulaire, de I'équibacide-base), dans la régulation de la
pression artérielle (par le systéeme rénine-angsie), il assure la synthese d’hormones et de
facteurs tissulaires (érythropoiétine (Bachmann aet1993; Maxwell et al.,, 1997),
angiotensine I, calcitriol et prostaglandined) est impliqué dans le métabolisme (synthése

d’arginine ou de citrulline) et intervient dans liféination des produits terminaux du
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métabolisme des protéines, de la purine, et detéa@irée et acide urique) (Rao et Velkman,
2000 ; Sobotta et al., 2004 ;Lacarelle et Viald80

Le rein est formé par la réunion d’'un nombre vdeade structures sécrétrices
élémentaires, les néphrons. Chaque néphrons caenpoglomeérule et des tubules (Dadoune,
2000 ; Sobotta et al., 2004 ; Brun et al.,2004)glamérule possede un systéme capillaire a
pression élevée qui produit un ultra-filtra a padti plasma. Le filtrat, collecté dans la capsule
de Bowman, passe dans le tube contourné proxiraalsd de Henlé et le tube contourné
distal, et s’écoule par un canal collecteur dangeleis rénal pour former l'urine (figure 2).
La filtration libre ne concerne que les substaree=c un rayon moléculaire de 1,6 a 1,8 nm,
ce qui correspond a une masse de 6 a 15 KDa. lit ldtexclusion se situe a environ 6 nm
(60KDa) (Reichel et al., 2004) les molécules andemant grandes sont filtrées en partie et
en guantité variable (Dadoune, 2000 ; Sobotta. e2@04).

6.1. Vulnérabilité du rein aux toxiques
-Facteurs de vulnérabilité

- L'importance du flux sanguin qui irrigue le rgrour amener des quantités abondantes de

toxiques a son niveau.

- L'eau et les sels étant particulierement réaldsodu niveau tubulaire, les toxiques peuvent

se concentrer dans les tubules et parfois mémécgypiter.

- La concentration d’'un xénobiotique peut étre tatique dans le sang et toxique au niveau

rénal.

- Les acides organiques, avant d'étre secrététeparellules du tube contourné proximal, y

atteignent des concentrations importantes. Il edeséme lors de la réabsorption.

- L'insuffisance circulatoire et les déshydratafanduites par certains toxiques entrainent au

niveau rénal une diminution de la filtration glomiire.

- L'importance des capacités de métabolisme etadesport du rein peut aussi en augmenter
la vulnérabilité (Pfaller et Gstraunthaler 1998&r@ami, 2005).

6 .2. Manifestation de I'action des toxiques sur leein

Toutes les zones du néphron peuvent étre attepateses toxiques. Cependant, la région

proximale du néphron est la plus sensible careslide site de la détoxification des
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Figure 2. A. Schema d’un néphron. D’apres Brun et al., 2004.

B. Répresentation schématique d’'un glomérule réRasmres Sobotta et al., 2004.
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xénobiotiques ; plusieurs enzymes sont localiséass dcette région comme les
cytochromes P450, glucuronyl transférase, sulfsféaases, glutathion S transférases et
prostaglandine H synthétase (Pfaller et Gstraleti®98 ; Middendorf et Williams, 2000 ;
Lonnides, 2001 ; Coughtrie, 2002).

Les manifestations induites peuvent aller de légéattérations biochimiques se
traduisent par des dysfonctionnements mineurs @@nigion rénal jusqu’a la mort cellulaire

conduisant a linsuffisance rénal. Le rein, cepemdgpeut développer des mécanismes

d’adaptation aux phénomenes toxiques.
6.2.1. Atteintes glomérulaires

Certains antibiotiques et d’'une fagon généralesdghrotoxines comme les aminosides
modifient la charge électrostatique de I'endothéliet diminuent la filtration glomérulaire, en
modifiant la composition des phospholipides memair@s et I'activité des systemes de
transport comme la N&K* ATP ase, I'adénylate cyclase, MgK* et Cd*. En plus de leur

action sur les tubules (Timbrell, 2009).
6.2.2. Atteintes tubulaires

Des métaux lourds comme le mercure, le chromeadencum, le plomb peuvent altérer
les fonctions tubulaires, ralentissant leur proplenination et provoquant glycosurie et
aminoacidurie. La mort cellulaire, une azotémie anignte et 'anurie peuvent survenir pour
des doses élevées. Les aminosides, les céphaluspdiamphotéricine-B, les hydrocarbures
halogénes et les mycotoxines affectent les fonstides tubules proximaux (Pfaller et
Gstraunthaler 1998 ; Géromi ,2005, Timbrell, 200®s aminosides comme la gentamycine
s’accumulent dans les lysosomes des cellules daiguiximal provoquant leur rupture et la
libération des enzymes hydrolytiques provoquantnéwose cellulaire (Laurent et al., 1990).
Par contre, les céphalosporines induisent une séa@llulaire par des mécanismes différents
pas encore bien établis. L’'accumulation de ces caégpdans les cellules tubulaires est suite
a une diminution de l'efflux (Takeda et al., 200®)ette accumulation induit soit une
activation métabolique via I'activation des CYP B48 production des métabolites réactifs,
soit la formation de produits de peroxydation ligice et oxydation du glutathion qui a pour
conséquence l'augmentation de la toxicité et erdgoit en diminuant la respiration
mitochondriale (Kiyomiya et al., 2002 ; TimbrelD@9).
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La réponse du rein a une atteinte néphrotoxiqué peumanifester par une simple
hypertrophie, mais aussi par I'induction de praéiet par la mise en route de processus de
prolifération-regénération. Cependant, la toxi@t@onique d’'un toxique peut ne pas étre

détectée a cause de la capacité compensatoiréndu re

7. La fertilité chez la souris méale

7.1. Anatomie de I'appareil reproducteur male

L’appareil reproducteur méale se compose des tésticdes conduits excréteurs (Rete
testis, canaux efférents, épididymes, canaux d#fret urétre), et des glandes annexes
(vésicules séminales, prostate, glandes bulboalestet préputiales) (figure 3) (Roscoe et al.,
1941).

7.1.1.Appareil uro-génital

La figure 4 montre une dissection de la cavité afidale d’'une souris male (Vernet,
2006).

Le testicule est relié a un épididyme qui est unecture allongée composée d’'une téte,
d’'un corps et d’une queue (figure 5).La téte seesdu sommet du testicule et le corps longe
le bord postérieur du testicule. La queue de léyitie se prolonge ensuite par le canal
déférent qui débouche dans l'urétre. Ce derniedestiné a évacuer les urines et le sperme
(Vernet, 2006).

7.1.1.1. Testicule

Le testicule assure une double fonction exocriagprbduction des spermatozoides et
endocrine : la sécrétion d’hormone sexuelle mé&eiekstostérone (Dadoune et Démolin,
1991). C’est un organe pair de forme ovoide. lllegé dans la bourse, dont le revétement
cutané est le scrotum. La figure 6 représente onpetransversale de testicule de souris, il
est constitué de tubes séminiferes séparés ledamautres par un espace interstitiel. Il est
entouré d’une tunique épaisse formée de tissuswotiis fibreux: I'albuginée. Le testicule
est irrigué grace a une grande vascularisationgmrant de I'artére testiculaire et dont les
branches cheminent dans I'albuginée, puis dangd@sinterstitiel.

Le Rete testis est un regroupement particulier wWeeg ou convergent les tubes
séminiféres. Les spermatozoides continuent alans Iprocessus de maturation le long de

I'épididyme ou ils acquiérent leur mobilité et demnhent fécondant (Soler et al., 1994).
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Figure 3. Représentation schématique de I'appareil reproductéle de la souris adulte

(Roscoe et al., 1941).
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7.1.1.1.1. Les tubes séminiferes

Les tubes séminiferes contiennent des cellules igates a différents stades de leur
développement ainsi que des cellules somatiquess [eellules de Sertoli
(Dadoune et Démolin, 1991 ; Brennan et al., 20Q&ays-Ward et al., 2003). Cette
association de cellules germinales et de celluesSdrtoli forme I'épithélium séminifere
(figure 7).

Les cellules germinales sont hautement organisaas teépithélium séminifere. Les
cellules les moins différenciées sont situées de basal du tube séminiféere (vers la lame
basale) et les cellules les plus matures sontesitdé c6té apical du tube séminifére vers la

lumiére.

L’épithélium séminifére repose sur la lame basal¢utbe séminifére. Cette lame basale
est constituée de tissus conjonctifs et d'une émeche de cellules appelées cellules myoides
péritubulaires (Maekawa et al., 1996). Ces celldesit des cellules contractiles qui
participent a la propulsion et a I'évacuation desrsatozoides qui ne sont pas mobiles dans
le testicule.

7.1.1.2. Epididyme

Dans le testicule, les tubes séminiféres se regoigpour former un labyrinthe lacunaire,
appelé Rete testis. De celui-ci émergent 5 cantéseats qui se fondent en un unique canal:
le canal épididymaire. L'épididyme est formé de uatque canal replié sur lui méme et
empaqueté dans une tunigue conjonctive.

Il comporte trois parties identifiables sous lageu la téte (caput), le corps (corpus) et la

queue (cauda). Les fonctions de I'épididyme sontipies :

- Réabsorption du fluide testiculaire émanant dedfétion des cellules de Sertoli.

- Maturation fonctionnelle des gametes (acquisitienla mobilité progressive, modification
de la composition membranaire des gametes) (Hoss&aunders, 2001).

- Stockage et conditionnement des spermatozoides.

-Réabsorption des déchets, comme la goutteletmplagmique (reste cytoplasmique perdu
par le spermatozoide dans I'épididyme) ou les lesdlan dégénérescence (Marengo, 2008).

- L’épididyme, par ses sécrétions, participe defaginoritaire au plasma séminal.
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Figure 7. Coupe transversale d’'un tube séminifere de tdetae souris adulte G (10x20)
(Hote, 2009).
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Au moment de I'éjaculation, les spermatozoidesk&t®alans la queue de I'épididyme
sont activement excrétés dans le canal déféreatglamdes annexes qui s’abouchent a la base
des canaux déférents (vésicules séminales), et Kdametre (prostate et glandes bulbo-

urétrales) sécretent alors le plasma séminal.
7.1.1.3. Vésicules séminales

La fonction premiére des glandes annexes prin@gp@ésicules séminales et prostate)
est de produire le liquide séminal accompagnanspesmatozoides lors de I'éjaculation. Les
vésicules séminales sont deux glandes exocrind®waant sur les canaux déférents. La
sécrétion des veésicules séminales représente artr@ 70% du volume de I'éjaculat. Cette

sécrétion a plusieurs fonctions :
- La coagulation du sperme.

- La formation du bouchon vaginal chez la sourist{€ structure est spécifique des rongeurs,

'absence de sa formation conduit a une infertditémale (Murer et al., 2001) .

Chez I'hnomme, l'acteur principal de cette coagolatest la protéine Semenogelin |.
Cette protéine n’est pas retrouvée chez les rosgeuis il existe des analogues fonctionnels

: les Svs (Seminal vesicle secretion), sept gemaisastuellement décrits chez la souris.

- La régulation de la mobilité des gametes (praduaate fructose, de protéines agissant sur la
mobilité de facon inhibitrice (Peitz, 1988) (Yosaidt al ., 2008) ou activatrice (Luo et al.,
2001).

La prostate, entourant l'urétre de ses partiesdkge et ventrales, produit environ 20%
du plasma séminal. La fraction prostatique interdrait dans la liquéfaction du coagulum et
la restauration de la mobilité des spermatozoitgsmment grace a I'action protéolytique du
prostate specific antigen (PSA) qui leve [Tlinhibiti par la Semenogelin 1
(Robert et al ., 1997 ; Lundwall et al.,1997)ou(8eminal vesicle secretion ) svs 2 chez la
souris (Kawano et Yoshida, 2007) et grace a urt dffeZinc,présent en forte concentration
(Yoshida et al., 2008).

Les glandes bulbo-urétrales, nommées aussi glashel€Sooper, ont pour fonction de
sécréter un fluide lubrifiant précédant I'éjaculagutralisant les traces d’acide urique
présentes dans le tractus urogénital (Chughtdi,e2Q05). Enfin, les glandes préputiales, trés
développées chez les rongeurs, joueraient un rétes da régulation des comportements
reproducteurs; par émission de pheromones dangriless (territorialité et agressivité des
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males, reconnaissance de sous-especes...) (Zhahg 206¥). L’ensemble de ces glandes
annexes est soumis a une régulation androgéniquéaux de testostérone circulant régule
leur développement a la puberté, ainsi que lewtfonnement a I'age adulte. Chez la souris,
l'invalidation du gene du récepteur aux androgedesfacon restreinte, dans la prostate, les
vésicules séminales et I'épididyme, conduit a udduction significative du poids de ces

glandes, a des anomalies histologiques de leunépitn sécrétoire ainsi qu’a la diminution

de leur capacité sécrétoire (Simanainen et al.8 30Qes glandes annexes constituent donc

des marqueurs de la bonne imprégnation hormonale.
7.2. La spermatogenése chez la souris
7.2.1. Définition

La spermatogenése est le processus de divisioa @iffdrenciation cellulaire par lequel
les spermatozoides sont produits a partir des segonies situées dans les tubes
séminiféres des testicules. Le cycle de I'épitmlaeminal correspond a l'intervalle régulier

de temps qui rythme I'entrée en spermatogenésedileses souches de renouvellement.
7.2.2. Phases de la spermatogenéese
Sur le plan fonctionnel, la spermatogenese peetd&composée en trois phases :

la phase proliférative, la phase méiotique et larmpogenese (Bellve et al., 1977; Jégou,
1995). Ces trois phases sont représentées daigsila 8 avec les différents types de cellules

germinales impliqués dans chacune des phases.

v' La premiéere phase de la spermatogenése est une plwiférative portant sur les
spermatogonies (type A, In ou B) qui se divisent gdas mitoses classiques
(Clermont et Perey., 1957 ; de Rooij et Russellj(20Nakatsuji et Chuma., 2001 ;
Werner et DelLuca., 2001 ).

v' La seconde phase est une phase méiotique portdesspermatocytes primaires et
secondaires dans lesquels on assiste a une recsanrdu matériel génétique et a

une ségrégation chromosomique.
v Latroisieme et derniére phase est une phase féeati€iation ou spermiogenése.

Une réorganisation cytoplasmique majeure et un detage chromatinien complexe se

déroulent pendant la spermiogenese au niveau tlakesdhaploides que sont les spermatides
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rondes et allongées. Cette différenciation perroes da formation des cellules germinales les

plus matures : les spermatozoides.

La phase proliférative met en jeu de nombreux stadiermédiaires de différenciation des
spermatogonies de type A (de Rooij, 2001; Dym, 19@&tte phase est représentée sur la
figure 8.

7.2. 3. Stades de I'épithélium séminifere

Tous les types de cellules germinales sont présgams I'épithélium séminifere, a
savoir, les spermatogonies, les spermatocytes ejplermatides. Les cellules germinales sont
hautement organisées : elles forment une sériesat&sions cellulaires ou stades de
I'épithélium séminifére de telle maniére qu'un méstade donné occupe la totalité d’'une

section transversale d’'un tube séminifere (Russell., 1990).

La figure 9 représente les douze stades (I a Xll) du cycléégethélium séminifere chez la

souris.
7.2.3.1. Cellules germinales associées a la phasdiférative

Les spermatogonies de type A ne sont pas représesté la figure 10 car elles sont
réparties dans la totalité des stades. Les spegowits de type intermédiaires (In) sont
présentes aux stades II-1ll et IV. Les spermatog®ugie type B sont quant a elles localisées

aux stades V et VI.

De plus, toutes les cellules germinales associdagphase proliférative sont situées du coté
basal du tube séminifére. Elles sont en contacbitétavec la lame basale
(Nagano et al., 2000).

7.2.3.2. Cellules germinales associées a la phas&atique

Il existe différents types de spermatocytes prigmiles spermatocytes préleptoténes
(PR) sont présents aux stades VII-VIII, les speoayes leptotenes (L) aux stades IX X, les
spermatocytes zygotenes (Z) aux stades XI-XlIsfggmatocytes pachytenes (P) aux stades |

a X et enfin, les spermatocytes diplotenes (D)tadesX| uniquement.

Ensuite, les spermatocytes secondaires sont pséaenstade Xll et sont facilement

reconnaissables car elles enchainent les deuxatigiséiotiques.
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Les spermatocytes pré leptoténes, leptoténes etérygs sont situés du coté basal du
tube séminifere. Contrairement aux spermatogoitgespnt moins excentrés et ne sont pas en
contact avec la lame basale. Les autres spermatofrytment la seconde couche qui se situe

plus au centre du tube séminifere.
7.2.3.3. Cellules germinales associées a la spemgeinese

La spermiogenese est divisée en 16 étapes. Chdgpe ést associée a un aspect
caractéristique de l'acrosome des spermatides.rasame est une structure qui recouvre
I'extrémité antérieure du spermatozoide et quiydtadies enzymes facilitant la pénétration
dans I'ovocyte lors de la fécondation. Les sperdestiassociées aux étapes 1 a 8 sont rondes
et toutes les autres spermatides (étapes 9 a h6)emovoie d’élongation. Les spermatides

apparaissent a tous les stades de I'épithéliumrstema.

A la fin de leur différenciation, les spermatidestares (ou spermatozoides) sont

larguées dans la lumiére du tube séminifére : tdespermiation

Dans I'épithélium séminifere, les spermatides dapes 1 a 12 forment la troisieme
couche de I'épithélium séminifere alors que lesrp¢ides des étapes 13 a 16 forment la

quatrieme et derniére couche, a savoir la couch®las excentrée.

Le méme stade de I'épithélium séminifere occupmtalité d’'une section transversale
du tube séminifére. Il est alors possible de digtér les stades en fonction de I'état de
différenciation des types cellulaires présents. dpErmatides peuvent étre différenciées grace
a des colorations comme la coloration au bleueldédine ou la coloration de Schiff utilisant
'acide périodique. Ces méthodes colorent spéafigent I'acrosome qui coiffe
progressivement les spermatides en différenciab@s. exemples de coupes transversales de
tubes séminiferes sont donnés dans la figure 11.

La spermatogenese est un processus cyclique (Dadetubémolin, 1991).Le temps
nécessaire a la maturation des gametes malesaaia®t pour passer d’une spermatogonie de
type A a un spermatozoide (ou spermatide étape cb@espond a la durée de la
spermatogenése. Elle est de 35 jours chez la sdwgislurée d'un cycle de I'épithélium
séminifére correspond au temps nécessaire a uluwecgérminale pour devenir une cellule
plus différenciée du méme stade du cycle de I'éitm séminifere. Cette durée est de 8,8

jours environ chez la souris (Kluin et de Rooij81%® Par conséquent, 8,8 jours sont
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Figure 11.Coupes semi fines colorées au bleu de toluidinetraot des tubes séminiféres au
stade X (A) et au stade XlI (B) du cycle de I'églibm séminifere (Vernet, 2006).

L : spermatocyte leptotene ;
M : spermatocyte en métaphase ;
P : spermatocyte pachyténe ;

St10 et St 12 : spermatides allongés aux étapes 1D respectivement.
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nécessaires pour passer d'un spermatocyte zygdBndu stade Xll a un spermatocyte
secondaire ou pour passer d’'un spermatocyte did@) a une spermatide étape 11.

7.2.4. Initiation de la spermatogenese

Nous venons de décrire la spermatogenéese telldleyge déroule chez I'adulte. Nous

nous intéressons ici a sa mise en place.

hY

Durant la période fcetale, on assiste a une muapbn des cellules germinales
primordiales qui se différencient en gonocytes @demven et al., 1991 ; Nagano et al., 2000).

Les gonocytes se multiplient constamment et sonaligés au centre du cordon
séminifére qui est le précurseur du tube séminiféé@ourvu de lumiére). A seize jours de
vie in utero, la prolifération des gonocytes s'tgrén phase G1 du cycle cellulaire pendant
environ quatre jours. A dix huit jours et demi dade embryonnaire (durée de gestation de la

souris : 20 jours), les gonocytes commencent aanigm périphérie des cordons séminiféeres.

La figure 12 illustre les étapes essentielles derésmiere vague de la spermatogenese.
Un jour et demi aprés la naissance, la prolifératies gonocytes recommence, de plus, leur
migration vers la périphérie du cordon séminiféyei avait commencé a la fin du stade

embryonnaire, se poursuit (Nagano et al., 2000).

Cing jours apres la naissance, les gonocytes ashéaug migration vers la membrane
basale et commencent a se différencier en sperovgsy de type A. Si les gonocytes
n'arrivent pas a se localiser vers la membranelbasas I'age de 10-13 jours, ils meurent par

apoptose (Werner et Deluca, 2001).

La premiere vague de la spermatogenése se déroudmsles mémes étapes que celles
décrites précédemment pour I'adulte. L'initiatioa ld méiose s’effectue a I'age de dix jours
(Bellve et al., 1977). Enfin, les spermatozoidepaapissent pour la premiére fois dans la
lumiére du tube séminifere 35 jours apres la namsaC’est la fin de la premiere vague de la

spermatogenese, le testicule peut étre considénénequbere.
7.2.5. Spermatogenése chez les autres espéces

Le cycle de I'épithélium séminifére et les vagues ld spermatogenése sont des

éléments conservés chez les mammiferes (Clerm®ng 1Thubault et Levasseur, 2001).

Cependant, les durées de ces deux phénomeénest\ariemn les especes. Des exemples sont

reportés dans le tableaul.
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Tableau 1.Durées du cycle de I'épithélium séminifere et degarmatogenéese calculées par
autoradiographie aprés incorporation de thymidirigéé (Clermont, 1972 ;Thubault et

Levasseur, 2001).

Durée {jours)

Especes cycle de
['8pithélium séminiféere  spermatogenase

Verrat 8.6 U1
Hamster il 3
Souris ik 35
Bélier 104 49
Lapin 10,5 58
Rat 13 532
Taureau 135 i
Homme 16 It
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Chez certaines especes comme le rat Bandicotaaindicsouris Notomys alexis ou
méme chez I’homme, 'organisation de I'épithéliuémsnifere est moins ordonnée que chez
les autres mammiféres (Clermont, 1963; Peirce atedr 1987; Russell et al., 1990;
Worawittayawong et al., 2005Dn peut alors observer de 2 a 4 associations ae#sl
différentes dans plus de 10 % des sections de aéamiferes. La figure 13 représente une
section de tube séminifére d’un testicule humaiecawis associations cellulaires différentes
(stades I, Il et V).

7.3. Spermatozoide
7.3.1. Structure

Le spermatozoide « normal » est difficile a défiwuger et Eustache, 2000). Les

spermatozoides sont libérés dans la lumiére dugéiménifére des testicules.

La téte du spermatozoide normal mesure entre Z%ptn de largeur et 4 a 4,5um de
longueur (Katz et al., 1986). Les spermatozoidesuraa sont spécialisés pour atteindre

I'ovocyte et y pénétrer. lls sont constitués déstparties (figurel3) :

- La téte: La téte du spermatozoide se compose d'un noydoue® d'une enveloppe

nucléaire, elle-méme entourée d’'une matrice pragitp theque périnucléaire. Arrimé a cette
théque, I'acrosome surmonte une partie du noyaun@nme post-acrosome, la partie du
noyau non recouverte par I'acrosome. La téte estleppée par la membrane plasmique
(figure 14). L'acrosome renferme des enzymes (hgaidase) qui permettent la pénétration

dans l'ovocyte.

- La piece intermédiaire: contient de nombreuses mitochondries enroulgéespigale. C’est

la centrale énergétique de spermatozoide (Clergtaait, 1990 ; Brown et al., 2003).

- La queue ou le flagelle assure la mobilité du spermatozoide (Wargo eitf5r2003 ;
Turner, 2003).

Le tableau 2 résume de facon comparative les daileyennes des différentes sections du

spermatozoide chez le taureau, le chien et ’lhomme.

7.3.2. Morphologie des spermatozoides

L’appréciation des caracteres morphologiques desrstozoides est complexe du fait

de la grande variabilité de la morphologie desmpévzoides humains (David et al., 1975).
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Figure 13.Coupe transversale de tube séminiféere humain adutiés associations
cellulaires sont présentes dans cette sectionbde t{stades 1) et V)
(Russell et al., 1990).
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C : Dessin d’'un spermatozoide de souris
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Tableau 2.Comparaison de la taille moyenne des spermatozofdesle taureau, le chien, et
I’'homme (Marshall, 1990).

. Longueur de la téte | Longueur de la piéce| Longueur totale
Especes ) o
(um) intermédiaire (um) (um)
Taureau 6,8 9,8 53,5
Chien 5,6 - 55,3
Homme 6,1 4,7 58,4
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Il est maintenant établi que le pourcentage desrggiezoides normaux et de certaines
anomalies spécifiques des spermatozoides ont umeeha@leur pronostique in vivo et in vitro
(Auger et Eustache, 2000).

La classification des anomalies utilisée aux latmres de spermiologie est la
classification de David modifiée (Davis et Katz989 Dauvis et al., 1995 ; Auger et Eustache,
2000).

La classification de David a été proposée en 137publiée en 1975 décrit treize

classes d’anomalies de spermatozoides (tableau 3).

Les principales anomalies des spermatozoides dgéfgglon la classification de David,

les anomalies de la téte, de la piéce intermédéide flagelle.

7.4. Testostérone

La testostérone est une hormone sexuelle maletééqrar les cellules de Leydig ou les
cellules interstitielles des testicules chez I'hoenet par les theques du follicule et les cellules
interstitielles des ovaires chez la femme (figuseel 16).

La sécrétion de la testostérone est régulée paétwocontréle négatif sur ’lhormone
lutéinisante (LH), synthétisée par I'hypophyse.

La testostérone est en majeure partie liee auxiped. Chez 'homme, 98% de la
testostérone circulante est liée, cette valeutéggirement plus faible chez la femme. Cette
hormone stéroidienne est en majorité liée a ungipde liaison spécifique parfois appelée
« Sex Hormone Binding Globulin » (SHBG) ou « Testosne Binding Globulin » (TeBG),
ainsi que l'albumine sérique (Dunn et al., 1981).

Le dosage des concentrations de la testostéronautdise cliniquement pour le
diagnostic différentiel des troubles endocriniens.

Chez 'hnomme, ces troubles comprennent 'hypogamadi I'insuffisance testiculaire et
linfertilité...

La testostérone agit a différents niveaux. Toubdfd, elle joue un réle important dans
le développement des organes reproducteur malesiedas vésicules séminales, la prostate
ou le pénis. Ensuite, elle active le développenatnte maintien des caractéres sexuels

secondaires.
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Tableau 3.Evolution des criteres de classification des an@sahorphologiques des
spermatozoides utilisés dans la classification a@det la classification de David modifiée
(David, 1975).

o _ Classification de David
Classification de David 1975 .
modifiée 1990
Allongée Allongée
Amincie Amincie
Microcéphale Microcéphale
Anomalies de la téte Macrocéphale Macrocéphale
Irréguliére Multiples
Dupliquée Acrosome anormal
En lyse Base anormale
Restes cytoplasmiques Restes cytoplasmiques
Anomalies de la piece _ )
. o Angulation Angulée
intermédiaire
Gréle
Absent Absent
Court Encourté
Anomalies du flagelle Enroulé Calibre irrégulier
Double Enroulé
Multiple
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O

Figure 15. Structure chimique de la testostérone (Chaten@8)20

Figure 16 Structure spatiale de la testostérone (Chaten@8)20
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Par exemple, elle stimule la fonction des glandgsmesées et sudoripares et influe sur
les comportements sexuels. Enfin, elle agit s@pkrmatogenése au travers de son role dans

la régulation de I'axe hypothalamo-hypophysaireagbque.
7 .5. Régulation de I'axe hypothalamo-hypophysairgonadique

La sécrétion pulsatile de gonadolibérine (Gn-RH) phypothalamus stimule la
production et la sécrétion des gonadotrophinespritione lutéinisante (LH) et de la
folliculostimuline (FSH) par I'hypophyse (Hammoud al., 1997). Les gonadotrophines
circulent dans le sang pour atteindre le testidudel.H stimule la sécrétion de testostérone et

d’cestradiol par les cellules interstitielles de digy(Nilsson et al., 1986 ; Zhang et al., 2004).

Les tubes séminiferes sont entourés de concemsaties élevées de testostérone
nécessaires a la spermatogenése. La testostéronkamie induit la puberté et la virilisation,
et elle exerce un rétrocontréle inhibiteur de leréton de LHRH et LH (Bridges et al., 1993;
Dohle et al ., 2003) aprés aromatisation etr&duction au niveau hypothalamo-hypophysaire
(Santen, 1975 ; Winters et Troen., 1986). La FSHiesaux cellules de Sertoli, stimule la
production et la sécrétion d’enzymes et de substargui assurent le soutien de la
spermatogenése (Verhoeven, 1992 ; Gendt et al4, 2@Bel et al., 2009) (figure 17).

Selon l'intensité de la spermatogenese, les cslldéeSertoli sécretent I'inhibine B dans
le sang (Anderson et Sharpe, 2000), qui exerceéuacontréle inhibiteur de la sécrétion de
FSH par I'hypophyse (Ying, 1988 ; Hancock et B892 ; Tilbrook et Clarke, 2001 ; Dohle et
al., 2003) .Une spermatogenese optimale dépendodctidnnement adéquat de tous les
aspects de l'axe hypothalamo-hypophyso-testicylamnais peut étre dérégulée par de

nombreux facteurs internes et externes (Mahmoad,et998 ; Pierik et al., 2003).
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Figure 17.Axe hypothalamo-hypophyse- testicule et régulatiera fonction testiculaire
(Christiansen et al., 2002).
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1. Animaux et conditions d’élevage

Dans ce travail, toutes nos expériences sont meswreln souris Swiss, une souche
largement utilisée en toxicologie expérimental. CGasmaux proviennent de souches
parentales fournies par I'Institut Pasteur d’Algés.sont mis en reproduction et élevés dans
'animalerie du Laboratoire de Physiologie de latifion et de Sécurité Alimentaire
(LPNSA). Les males et les femelles vivent séparénpmar groupe de sujets, dans des cages

conventionnelles dotées d’'une mangeoire et d’'uarbitn La température est ajustée a 20°C.

Les souris sont nourriesd libitum durant toute la période de gestation et de lactatio
avec un aliment standard pour rongeurs sous forengrdnulés fournis par la SARL La
Production Locale de Bouzeréah (tableau 4) et Inbigle I'eau. Dés I'age de trois semaines,
les nouveaux nés sont sevrés et triés selon le peue constituer les différents groupes

expérimentaux.

2. Produits et réactifs
2.1. Lait utilisée

Le lait de soja « BIOMIL® SOY » en poudre, provient de cher FASSKA (Belgique)
(figurel8).

BIOMIL ® SOY est une formule infantile compléte & base déépres de soja enrichie
en L-méthionine, L-carnithine et taurine. Elle estommandée en cas d’allergie aux
protéines du lait de vache ou d’intolérance auoket C'est un aliment complet, exempt de

lait bovin, sans lactose, sans saccharose et exd@angiuten (tableau 5).

2.2. Préparation du lait de soja
La préparation du lait de soja a partir de la peuBtOMIL SOY s’effectue en

respectant les mesures indiquées sur la boitendestiux nourrissons (tableau 6).

Dans notre expérimentation, on prend 7 mesuregegoddre qui seront diluées dans
210ml d’eau.
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Figure 18.Boite du lait de soja BIOMIL® SOY.
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Tableau 4.Composition de I'aliment pour rongeurs.

Composition Quantité
Mais 45%
Son 37%
Soja 15%
Phosphate dicalcique 0,5%
Carbonate de calcium 2,5%
Concentré minéral vitaminique 0,25%
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Tableau 5.Tableau d'alimentation (BIOMI® SOY).

Age Eau en ml Mesurettes @OMIL SOY
Naissance 60 2

1-2 semaines 90 3

3-4 semaines 120 4

2-3 mois 150 5

4 mois 180 6

5 mois 210 7

6 mois 210 7

7 mois et plus 240 8
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Tableau 6.Composition du lait de soja BIOMIL SOY.

Composition moyenne Unité Par 100g de poudre Par 100ml (13.5%)
ENERGIE Kcal 502 67.8
KJ 2101 283.6
Protéines G 15.1 2
Lipides G 24.1 3.3
Acide linoléique G 4.6 0.6
Acide a-linoléique G 0.57 0.08
Glucides G 55.1 7.4
Humidité G 2.4 0.4
MINERAUX (cendres)
Sodium Mg 148 20
Potassium Mg 629 84.9
Calcium Mg 570 77
Phosphore Mg 333 45
Chlore Mg 419 56.6
Magnésium Mg 58 7.8
Fer Mg 9.4 1.3
Zinc Hg 6.3 0.9
Cuivre gu 393 53
Manganéese Mg 296 40
lode ug 79 10.7
Sélénium Mg 12 1.6
VITAMINES
A ul 1572 212.2
D Ul 314 42.3
E Ul 10.5 14
K g 42 5.7
Bl Mg 419 56.6
B2 g 471 63.6
Niacine o 5.24 0.7
B6 g 314 42.4
Acide folique Hg 83.8 11.3
B12 Mg 1.6 0.2
Biotine Mg 15.7 2.1
Acide panthénique Hg 2.62 0.4
C Mg 63 8.5
Taurine Mg 52 7
L-carnitine Mg 15 2
Choline o)1/ 59 8
Inostiol Mg 26 3.5
L-méthionine Mg 124 16.7
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2.3. Etude de la toxicité du lait de soja
2.3.1 Test de toxicité par le lait de soja

Cette expérience permet d’évaluer la toxicité dude soja ingéré de facon répétée par
voie orales. L’essai est effectué tout en respécampuleusement l'indication et les doses

administrées dans la boite du lait infantile.

Pour les différentes technique de numération, ravass utilisé le bleu de méthylene
qui est un produit Merck (Allemagne), le bleu dgan ; un produit Biochem (UK), et violet
de gentiane ;un produit Fluka (Allemagne). Poutuld® histologique,les colorants utilisés

sont 'Hématoxyline et 'éosine. Ces produits pemnent de chez Merck (Allemagne).

Les kits utilisés pour les dosages biochimiques I'dbumine et transaminases
(TGO, TGP) proviennent de chez ELITHEC (France). ldesages de l'urée, de l'acide

Le chlorure de sodium, l'acide acétique glacialpl®sphate de potassium, le formol,
I'acétone, le toluene et I'éthanol sont des pradRitolabo (France). Le carbonate de lithium
est le produit BDH (UK) et la paraffine, sous fornte pastille est un produit
Merck(Allemagne). Le triton X-100 est un produigBia (USA).

3. Protocole expérimental

Dans notre étude nous avons utilisé 40 souris n&#@éss de 4 semaines et pesant en

moyenne (13,93 + 0,50) g. Ces animaux sont répamtié groupes de 10 souris (figure 19).

Les souris du groupel font partie d'une portée tbontere recoit du lait de soja des la
mise bas jusqu'au sevrage. Apres le sevrage, lgts ste ce groupe recoivent a leur tour que

du lait de soja pendant 30 jours.

Le groupe 2 est constitué d'animaux issus d'une meurrie au lait de soja pendant
I'allaitement et recoivent, apres le sevrage, umext standard et de I'eau pendant 30 jours.
Le groupe 3 comprend des souris issues d'une mgra gonsommeé un aliment standard
durant la période d'allaitement et recoivent, afgesevrage, du lait de soja pendant 30 jours.
Les animaux du groupe 4 constituent les témoins. €0eiris sont issues d'une mere qui a

consomme de l'aliment standard et qui recoiventdene régime apres le sevrage.

Apres 8 semaines d’expérimentation, les souris sredat soumises au test de fertilité.
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Figure 19.Schéma représentant le déroulement du protocokriexgntal de la toxicité de
lait de soja.
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3.1. Suivi et observations des animaux
Le suivi quotidien des animaux durant la périodeeexnentale consiste a :

« Tenir un état descriptif des transformations molpgigues observées : perte des
poils, coloration des urines, aspect et consistdesematieres fécales, pigmentation
des membres de I'animal et comportementales ssta@®rexie, boulimie, mobilité
des animaux.

* Mesurer le volume de lait de soja consommé (mBi guantité d’aliment ingéré (g).

* Mesurer une fois par semaine le poids corporela@disuivre et d’établir la cinétique
de I'évolution pondérale des animaux.

» Enregistrer les cas de mortalité.
3.2. Test de fertilité

Apres 8 semaines d’expérimentations, et pendansemaine, les animaux sont soumis
a un test de fertilité, et sur les souris issuetedude fertilité ont détermine le poids et l#i¢ai

des petits au®7® 14 et 286™jour apreés leur naissance.

3.3. Obtention des échantillons
3.3.1. Prélévement du sang

Apres le test de fertilité, les animaux sont migan la veille de leur sacrifice. Un
prélevement sanguin est effectué par capillarit@ide d’'une pipette Pasteur au niveau du
sinus rétro orbital. Le volume de sang recueillidigisé en deux parties. Une partie est mise
dans des tubes a EDTA pour des analyses hémato&sgjd’autre partie est mise dans des
tubes secs qui sont ensuite centrifugés a 3500nt@n# C° pendant 10 minutes. Le sérum

récupéré est congelé a -20 C° jusqu’a utilisationr pes dosages ultérieurs biochimiques.

3.3.2. Prélévement des organes

Apres le prélévement du sang, les animaux sonifigacpar dislocation cervicale suivi
d’'un examen macroscopique de tous les organes apesparotomie. Puis rapidement et
dans l'ordre, pour déterminer le poids absolu &tifedes organes, les reins, le foie, les
testicules, les épididymes et les vésicules sémsnabnt prélevés et pesés puis fixés au

formol a 10% tamponné pour les examens histologique
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3.4. Analyses biologiques
3.4.1 Examen hématologique

L’analyse des paramétres hématologiques permetdiev I'existence d’'une atteinte

de la moelle osseuse suite a la consommation cuerne lait de soja.

La formule de numération sanguine (FNS) est réalssg le sang prélevé dans les tubes
a EDTA. Elle permet de compter les différents élédtmdigurés du sang (globules rouges,
plaquettes et globules blancs) dont le but de d#ter la valeur de I'hématocrite, la

numération des globules rouges et blancs contesms Imm de sang.

Le comptage est réalisé sous microscope en uiilisae cellule de numération dotée

carrés.
3.4.1.1. Cellule de Malassez

La cellule de Malassez est une lame de verre dpéc@mportant 2 rigoles qui
délimitent une surface plane. Au centre de cettdase plane est tracé un quadrillage
délimitant 100 carrés ; Elle mesure 2,5 mm sur 2 sun0,2 mm. Elle délimite donc un

volume de 1mrh(figure 20).

3.4.1.2 Mise en hématimetre

Faire adhérer parfaitement la lamelle sur les pldanes latérales en les humectant
|légérement. Homogénéiser 'unopette. Rejeter lemjares gouttes. Appliquer I'extrémité de
la micropipette Iégerement inclinée sur la plateri® centrale prés de la lamelle ; remplir par
capillarité la chambre de I'hématimeétre placé swe surface horizontale. Le remplissage doit
étre rapide, realisé en une seule fois, sans délmangts dans les rigoles et sans bulles d’air.
Laisser I'hnématimetre bien horizontal pendant Bireéntation.

Pour réaliser le remplissage de la cellule, it fau

-Humidifier les glissiéres latérales sur lesquell@seposer la lamelle.

-Déposer la lamelle sur les rebords, celle-ci dditérer par un "effet ventouses".

- Placer l'extrémité de la pipette sur la partiecéhtre la lamelle et délivrer par
capillarité le liquide en évitant tout débordemests les rigoles (figure 21).
3.4.1.3. Principe de comptage

La totalité de la cellule est composée de 100 ngtts dont les dimensions sont
longueur = 0,25 mm Largeur = 0,20 mm, profonde®20 mm, le volume total de la cellule
est de 1 mm(2,5 x 2 x 0,20).
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-Le quadrillage est donc constitué de 10 bandescabrs de 0,25 mm de large et de 10
bandes horizontales de 0,20 mm de large formaisi &D0 rectangles, on ne comptera les
cellules que dans 10 des 25 rectangles non coriggiau hasard dans la cellule.

-On totalise le nombre de cellules présentes daague rectangle, arbitrairement, il est
convenu de ne tenir compte que des cellules posiées sur les cotes droits et inférieurs.

-On fait ensuite la somme des cellules observéas daaque rectangle, on divise ce
nombre par 10 (nombre de rectangles comptés), tanbtainsi le nombre de cellules par
rectangle, il suffit de multiplier le nombre obtepar 100 pour connaitre le nombre d'entités
cellulaires par mrh

On utilise une cellule de Malassez, et pour la matign des hématies, on effectue une
dilution au 1/200 dans du liquide de Marcdtableau 7).

Pour la numération des leucocytes et des plaquettestilise une dilution au 1/20 dans

du liquide de Lazarus qui lyse les érythrocytdaisse les leucocytes (tableau 8).
a. Numération des leucocytes (globules blanc)

La numération des leucocytes est effectuée au stope optique apres une dilution du
sang dans le liquide de lazarus qui lyse les éoygihes et laisse les leucocytes intactes (
tableau 8). Le bleu de méthylene est censé colesenoyaux des leucocytes. En fait la
coloration de la solution a I'avantage de la défeier du liquide de marcano.la méthode est

réalisée comme suit :

Bien agiter le flacon de sang.

La dilution se fait dans la pipette qui est au (@80l de lazarus +2@d de sang).

- Homogénéiser le contenu de la pipette de la méareare que pour les GR.

Laisser reposer 2 a 3minutes pour permettre albuge de se déposer.

- Compter le nombre de GB présent dans 4 bandesafi'éne doit pas dépasser 10

éléments).
- Le nombre de leucocytes par millimetre cube estiub@lselon la relation :
GB/mni = N/4 x 20 x10
N : le nombre compté dans les 4 band
20 : le coefficient de dilution.

10 : le nombre de bandes dans |'hienedre.
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Tableau 7.Composition du liquide Mercano.

Produit Quantité
sulfate de Na cristallisé 59
Formol Iml
Eau distillée 100ml
-Ou le soluté physiologique 0,85¢ /dl
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Tableau 8Composition du liquide de lazarus

Produit Quantité

Bleu de méthylene 0,259
Acide acétique 5 mi
Eau distillé 100 ml
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b. Numération des érythrocytes (globules rouges)

La numération des érythrocytes est effectuée atostope optique apres avoir dilué le

sang dans le liquide de Mercano (tableau 7). Lénou& est réalisée comme suit :
-Bien agiter le flacon de sang.
-Aspirer le sang jusqu’au repére 2 de la pipetteakain.

-Essuyer I'extérieur de la pipette avec un papierabd en faisant bien attention a ne

pas absorber le volume sanguin a I'intérieur dapette avec le buvard.

-Aspirer le liquide de dilution jusqu’au repére 1@h position verticale (pour éviter la

formation de bulles d’air et de ne pas passerderse101), on obtient une dilution au 1/200.
- Enlever le tubule de caoutchouc et bloquer latpgpentre le pouce et I'index.
-Homogénéiser, en agitant fortement en positioizbatale.

-Appliquer la lamelle sur 'lhématimétre.

-Rejeter les 3 a 5 premieres gouttes (ne contenante diluant), appliquer Iégérement
la pipette entre 'hématimétre et la lamelle, ps@ilever légerement I'index qui bouche
I'extrémité supérieure de la pipette de maniéraissér couler le mélange lentement sous la

lamelle qui se remplie par capillarité.
-Laisser reposer 2a3 mn pour permettre aux glolndese déposer.

-Vérifier au faible grossissement (10x) la répemithomogéne des globules, sinon

recommencer.

-A l'objectif 40x, faire la numération des GR dahsectangles quadrillés (I'écart entre
eux ne doit pas dépasser 20 élémer®®ur le calcul du nombre des érythrocytes par

millimetres cube selon la relation suivante :
GR par mm®=N/4 X 200 X100
N=le nombre d’éléments compté dang lesctangles.
100=Le nombre de rectangles de I'hémeitien
200=Le coefficient de dilution.
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Exemple : Rectangle 1:198 Rectangle 2 :202 tdRete3 :216 Rectangle 4 :196 N=812
N/4 = 203 x200 x 100 =4.060.000/mim

3.4.2. Dosages biochimiques sériques
Les dosages biochimiques permettent d’exploresriation hépatique et rénale, ils sont

effectués sur du sérum préalablement congelé &G2.20
3.4.2.1. Dosage de I'albumine

Le dosage de l'albumine est réalisé par la métlndterimétrique enzymatique (KIT-
ELITECH-CE) (Tietz, 1995). Le vert de bromocrés®CG) se fixe sélectivement sur
I'albumine en donnant une coloration bleue.

L’absorption de ce complexe est proportionnellea a&dncentration de I'albumine de
I'échantillon.

La lecture de la densité optique (DO) se fait alangueur d’onde =628 nm.

La concentration de I'albumine dans le sérum a@sutée par la formule suivante :

_ DO échantillon
Albumine = X 50 (mg/dI)

DO étalon

3.4.2.2Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total est réalisé paréthaue colorimétrique enzymatique
(Kit - biosystems) (Tietz, 1995).La lecture de Endité optique (DO) se fait a une longueur
d'ondel], = 500 nm. La concentration du cholestérol totiglle sérum est calculée par la

formule suivante :

DO échantillon

Cholestérol Total = X 5,18 (mmol/l)
DO étalon

3.4.2.3.Dosage de l'urée

Le dosage de l'urée est effectué selon la méthaeleBertholot Enzymatique
colorimétrique modifiée (Kit - biosystems). Les soammonium, en présence de salicylate et
d'hypochlorite de sodium réagissent en formant uwwmposé de couleur verte

(Dicarboxylindophenol) dont l'intensité est proponnelle a la concentration en urée.

57



Matériels et méthodes

La lecture de la densité optique (DO) se fait alongueur d'ondél = 600 nm.
La concentration de l'urée dans le sérum est d&gaitla formule suivante :
DO échantillon

Urée = 0,50 x all)

DO étalon
3.4.2.4Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine est effectué par unénadét cinétique colorimétrique
enzymatique sans déprotéinisation (Kit - Biosysfe(htenry, 1984). La créatinine forme en
milieu alcalin un complexe coloré avec l'acide ipige. La vitesse de formation de ce

complexe est proportionnelle a la concentrationrdatinine.

La lecture de la densité optique (DO) se fait a lomgueur d'onde’ = 500 nm. La

concentration de la créatinine dans le sérum ehtitdepar la formule suivante :
A DO échantillon
Créatinine =177 X = ------m-mmmmmmmmmmmeomoees (umolf)
A DO étalon
3.4.2.5. Dosage de l'acide urique

Le dosage de l'acide urique est réalisé par unbadétcolorimétrique enzymatique
Uricase-PAP (Kit - Biosystems) (Barham et Trindgd72).

L'acide urique est converti par l'uricase en &tlene et périxyde d’hydrogene qui oxyde
I'acide 3,5-dichloro-2-hydrobenzénesulfonique lat4-aminophénazone sous I'action
catalytique de la péroxydase, pour former un composge-violacé de la quinone.

La lecture de la densité optique (DO) se fait alongueur d'ondé! = 520 nm.

La concentration de I'acide urique dans le sérumadsulée a I'aide de la formule

suivante :
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DO échantillon

Acide urique = 357 X——— (umol /1)
DO keta
3.4.3.Analyses enzymatiques

Les dosages enzymatiques permettent de veérifidsté@ce d’'une atteinte hépatique, leur

augmentation dans le sérum est un signe d’hépatibéox
3.4.3.1. Dosage des transaminases
a. Dosage de la glutamate-oxaloacetate-transarase (TGO)

Le dosage de la TGO est effectué par une métho#d @IOLABO) basée sur le

principe suivant :

Détermination de l'activité de l'aspartate aminwtfarase (AST)

L-Aspartate+2-Oxoglutarate AST Oxaloaceétate+L-Glutamate

»
»

Oxaloacétate+NADH+H MDH L-Malate + NAD'

v

MDH : Malate déshydrogénase

La lecture de la densité optique DO se fait a onguieur d'ondél = 340 nm.
La concentration de la TGO dans le sérum est d&gait la formule suivante :
TGO = 1746 xA DO échantillon/ Minute (U/L)

b. Dosage de la glutamate-pyruvate-transaminase (TGP)
Le dosage de la TGP est également effectué parmétbode de Kit (ELITECCH-CE
Diagnostics) selon le principe suivant. :

Détermination de I'activité de I'alanine aminotri@nase (ALT):

ALT
L-Alanine + 2 - Oxoglutarate » Pyruvate + L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H. »  L-ltate + NAD"
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LDH : Lactate déshydrogénase.
La lecture de la densité optique (DO) se fait alongueur d'ondel = 340 nm.
La concentration de la TGP dans le sérum est d&gaitla formule suivante :
TGP = 1746 »xA DO échantillon / Minute  (U/L)
3.5. Etude histologique
Cette étude a pour but de vérifier I'existence aaification dans la structure

histologique des organes des souris.

Les coupes histologiques sont effectuées sur éecioies reins chez les males des

animaux expérimentaux et témoins.

3.5.1. Traitement des fragments de tissus
3.5.1.1 Fixation

Toute les tissus sont fixés dans du formol tamp@nh@% ensuite dans du formol dilué au
1/16™ pendant 30 minutes.

3.5.1.2. Déshydratation

Apres fixation, les tissus sont déshydratés danbals successifs d’acétone a

température ambiante. Chaque bain dure 45 minutes.
3.5.1.3. Clarification

Cette opération s’effectue aprés la déshydrataties. pieces sont placées dans deux

bains successifs de toluéne a 45 minutes.
3.5.1.4. Inclusion

L’inclusion est effectuée avec la paraffine, lebartillons sont placés dans deux bains
successifs de paraffine pendant une heure chaqumldduve a 56°C puis coulés dans des

moules en plastique a température ambiante.
3.5.2. Traitement des lames

Aprés inclusion a la paraffine, les blocs contenaritagment sont coupés a l'aide d’'un

microtome a une épaisseur de 4 um.
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3.5.2.1. Etalement des lames

Une fois les coupes terminées, elles sont misesirseirlame de verre recouvertes de
colle (2 g d’albumine + 50 ml de glycérine dans@0d d’eau distillée) puis placées sur une
plague chauffante réglée a une température conkeenaferieur a celle du point de fusion de
la paraffine. A I'aide d’'une pince, les plis deplaraffine sont tirés Iégerement de chaque cété.
Ensuite, 'ensemble coupe-lame est retiré de lquaaet égoutté, essoré au papier Joseph et

mis a sécher.
Avant de procéder a la coloration des lames, il legidéparaffiner et les réhydrate.
3.5.2.2. Déparaffinage

Pour déparaffiner les lames, il suffit de les platans deux bains successifs de toluene.

Chaque bain dure 2 minutes.
3.5.2.3. Réhydratation

L’hydratation se fait dans 3 bains successifs d@ll@&thyligue de degrés décroissants
(100°, 95°, 90°, 70°). Chaque bain dure 2 minutesdernier est suivi d’'un rincage a I'eau

courante.
3.5.2.4. Coloration

Les lames sont colorées a I'hémalun-éosine, qurésemte la plus simple des

colorations combinées. La coloration du noyau ksi-hoir et le cytoplasme rose a rouge.
La préparation du colorant hématoxyline de Haffeb{eau 9).

La coloration des lames est effectuée comme suit :

» Mettre les lames dans I'hnématoxyline de Harris dugaa 3 minutes.

» Laver les lames a I'eau ordinaire.

* En cas de sur coloration, les lames sont trempaées de I'alcool chlorhydrique pendant
guelque secondes (100 ml d’alcool a 95° + 5 goultedCL a 1%).

» Bleuir dans une solution aqueuse saturée de casbdadithium (rincage).

Laver les lames a I'’eau ordinaire.

Mettre les lames dans un bain d’alcool éthyliqueZlminutes.

Colorer les lames a I'éosine alcoolisée (2g d’émsians 100 ml d’alcool éthylique)
pendant 5 minutes.
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Tableau 9 Composition du colorant a I'hnématoxyline de Had'apres (Hould, 1984).

Produits Quantité
Hématoxyline 50
Ethanol 50 ml
Alun de potassium 100 ml
Oxyde mercurique 2,50
Eau distillée 1000 ml
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* Rincage des lames dans deux bains successifs al' &ittylique a 70° puis a 95°.
* Mettre les lames dans du toluéne pendant une minute

* Mettre entre lame et lamelle une goutte de baunm@asheada ou d’Eukitt.

» Laisser sécher puis observer au microscope.

3.6. Etude de la fonction de reproduction

Pour vérifier les conséquences de la consommatolaitl de soja sur la fertilité des
souris males, un test de fertilité est réalisé.l®auite, Le dosage sérique de 'hormone de la
testostérone, la mobilité, la morphologie ainsi deecomptage des spermatozoides sont
étudiés dans le testicule et I'épididyme et enfinexamen histologique des testicules et des

vésicules séminales est effectué les groupes empeBraux comparées aux groupe témoin.
3.6.1. Test de fertilité

Au bout de 8 semaines d’expérimentations, et panda® semaine, les animaux sont
soumis a un test de fertilité, aprés une périodeatiuplement d’'une semaine, les males sont
séparés des femelles. Le pouvoir fertilisant deqaohamale testé est évalué en fonction de la
portée qu’il a engendrée, et sur les souris isdudsst de fertilité ont détermine le poids et la

taille des petits au®?® 1£™ et 28™jour aprés leur naissance.
3.6.2. Prélévements des organes

Apres le test de fertilité, les souris expérimergaiestées sont sacrifiés par dislocation
cervicale. Apres 'ouverture les testicules apaent sous forme de deux glandes ovoides de
couleur blanchéatres, recouvertes d’'une membraneemiialbuginée. Les testicules sont
retenus au fond du scrotum par un ligament quaassi fixé sur la queue de I'épididyme. Les

vésicules séminales sont aussi prélevigsre 22.
Les organes prélevés sont ensuite pesés pourdardéation du poids relatif.
Le testicule gauche et la vésicule séminale sgasfdans une solution de formol a 10%.

Ces échantillons sont destinés a I'étude histologjide testicule droit et I'épididyme droit
sont conservés pour le comptage des spermatozoides.
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Vésicule séminale

VESSIE
Epididyme gauche
Testicule gauche

Pénis

Figure 22. Appareil reproducteur méle des souris Swiss.
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3.6.3. Numération des spermatozoides

Pour vérifier l'effet du lait de soja sda fertilité masculine, le comptage des

spermatozoides est effectué sur les souris maideadfigure 23).
3.6.3.1. Comptage des spermatozoides dans le tagéc

Le testicule est prélevé, pesé et finement coupe aes ciseaux, puis homogénéisé
pendant 1 minute dans 10ml de NaCl 9 %0 contenanti®&riton X-100 (Merck, Allemagne).
Le nombre de spermatozoides est déterminé eraatili;ie cellule de Mallassez sur 5 grands

carreaux, observes au microscope optique au gsessent 40 (Farag et al. ; 2007).
3.6.3.2. Comptage des spermatozoides dans I'épidlgy

L’épididyme est prélevé, pesé, coupé, puis homadgéngendant 1 minute dans un
pilulier contenant 10 ml de sérum physiologiqueutgat 5ul de triton X-100 (Merck,
Allemagne). Le comptage s’effectue sur 5 grandseeaax de la cellule de Mallassez, observé

au microscope optique au grossissement 40 (Farg 2007).
3.6.4. Mobilité des spermatozoides

Apres prélevement des organes, I'épididyme placss dae boite de Pétri contenant 4
ml de sérum physiologique (0,9% de chlorure de wuiliest haché avec un scalpel puis
incubé dans I'étuve a 37°C pendant 15 min. 20ut¢tétillon prélevé sont déposeés sur la

cellule de Mallassez (Yang et al., 2007).

La mobilité des spermatozoides est déterminée aprebservations microscopiques au
grossissement 40. Nous avons évalué le pourcentgemobilité en comptant les
spermatozoides immobiles sur le fond de la lamerggport aux spermatozoides mobiles

évoluant a coté.

Le pourcentage de la mobilité des spermatozoides définie par:

nombre des spermatozoides mobile

Mobilité des spermatozoides (%) = %100

nombre total
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Figure 23. Comptage cellulaire des spermatozoides a l'aidealtellule de Malassez.
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3.6.5. Détermination des anomalies

Afin d’évaluer la morphologie des spermatozoidegl2fe la suspension précédente
sont déposés sur une lame. Une fois séché aléaispermatozoides sont fixés a I'’éthanol 95°
pendant 5min, colorés au Violet de Gentiane pen8amh, puis rincés a I'eau distillée. Un
minimum de 500 spermatozoides est examiné au mompes optique (Yang et al.,
2007)(Tableau 10).

Nous les avons classés selon les catégories sesvahies spermatozoides anormaux

sont classés selon des :

> Anomalies au niveau de la téte.
» Anomalies au niveau de la piece intermédiaire.

» Anomalies au niveau du flagelle.

» Spermatozoides normaux.

» Anomalies de la téte (malposition, téte piriforma oonde, allongée ou étroite,
microcéphalique ou macrocéphalique, téte doublesame anormal, décapite).

» Anomalies de la piéce intermédiaire (coudée, dqubéxistante).

» Anomalies du flagelle (enroulé, double, court, istant).

» Présence de cellules autres (cristaux de sperncilfyles épithéliales, leucocytes,
erythrocytes).

3.6.6. Dosage de la testostérone

Le dosage de [I'hormone de testostérone est effeghaé la technique
immunoenzymatique par compétition a une détectiwald en fluorescence (Enzyme Linked

Fluorescent Assay ) (ELFA) au niveau de I'hépBehzardjab a Ain Témouchent .

Le cone a usage unique sert a la fois de phasgesetide systéme de pipetage. Les
autres réactifs de la réaction immunologique soBtspa I'emploi et pré-répartis dans la

cartouche.

Toutes les étapes du test sont réalisées autoreateni dans l'instrument. Elles sont

constituées d’'une succession de cycles d'aspiragfmulement du milieu réactionnel.

L’échantillon est prélevé, puis transféré dansuéspcontenant le conjugué qui est un
dérivé de la testostérone marqué a la phosphatzdme. Il se produit une compétition entre
la testostérone présente dans I'échantillon eétesé testostérone du conjugué vis-a-vis des
sites de l'anticorps spécifique anti-testostéron@ fsur le céne. Des étapes de lavage

éliminent les composés non fixés.
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Tableau 10.Composition du colorant violet de gentiane.

Produits Quantité
Violet de Gentiane 19
Phénol 29
Alcool 95° 10 ml
Eau distillée 100 mi
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Lors de I'étape finale de révélation, le substiatéthyl-ombelliferyl phosphate) est
aspiré puis refoulé dans le céne ; 'enzyme duwggung catalyse la réaction d’hydrolyse de ce
substrat en un produit (4-Méthyl-ombelliferone) tdm fluorescence émise est mesurée a
450 nm. La valeur du signal de fluorescence eskergement proportionnelle a la

concentration de I'antigene présent dans I'écHantil

A la fin du test, les résultats sont calculés awaiopiement par l'instrument par

rapport & une courbe de calibrafion mémorjsée,ipypsimés.

4. Analyse statistique
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenmeeretr standard (X = ES).

L’analyse de la variance est effectuée avec IeANSVA (version 0,98).
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Résultats

1. Croissance pondérale
1.1. Effet du lait de soja sur la croissance pondale

Dans cette partie de notre travail, nous avonsuévdes conséquences de la

consommation du lait de soja par les souris supligion de leur poids corporel (figure 24).

Juste aprés le sevrage, le poids des souris désedifs groupes est comparable sans
différence significative. Ensuite I'évolution de peids corporel s’effectue normalement chez
tous les animaux durant la période d’expérimemntatib n'ya toujours pas différence

significative entre les poids atteints par les sour

Lorsqu’on compare également le gain de poids,-&'@ste la différence du poids entre
le temps g et t3o, On N'observe également aucune différence sigtifie.

Ces résultats indiquent donc clairement que lediaisoja n’influe pas sur la croissance

pondérale des souris ayant recu ce produit.
1.2. Taux de mortalité et les transformations morpblogiques et comportementales

Au cours de I'expérimentation, nous n’avons entegiaucun taux de mortalité. Une
agitation et une agressivité ont été observéeslelesouris males traitées au lait de soja ainsi

gu’'une légere perte de poils est également constaté
2. Effet de la consommation de lait de soja sur [@ids des organes
2.1 Poids absolu du foie et du rein

Le poids absolu du foie et du rein renseigne séwolution de I'organe suite a la

consommation du lait de soja (tableau 11).

Une différence significative du poids absolu dwefau niveau du groupe 3 (2.12+0.07
vs 1.89+0.07) est observée comparé au groupe téideiméme on note une augmentation
significative du poids absolu des reins chez lesisau groupe 1 (0.35+0.03 Vs 0.28+0.01)

(p<0.05) par rapport au groupe témoin.
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Figure 24.Croissance pondérale des souris méales recevdait die soja et du groupe témoin

(n=10 souris / groupe)

Les valeurs représentées sont des moyennes etheeuss standards (X+ES).
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Tableau 11. Effet du lait de soja sur les poids absolu deameg chez les souris.

Groupes Foie IRE Rein2
Témoin 1.89+0.07 0.29+0.01 0.28+0.01
Groupe 1 1.97+0.07 0.35+0.03* 0.330.02*
Groupe 2 1.93+0.04 0.29+0.01 0.31+0.01
Groupe 3 2.12+0.07* 0.29+0.01 0.28+0.01
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2.2. Poids relatif des organes sexuels
Le poids relatif des organes sexuels est déteragdltd la relation suivante :

Poids relatif d’'un organe (poids de I'organe/poids de souris) x100.

Cette méthode de calcul nous renseigne sur I'éeolutu poids de I'organe par rapport

a celle du poids de I'organisme entier.

Nos résultats montrent que les poids relatifs ditidgle, de I'épididyme, et des
vésicules séminales chez les males, ne changemhpades groupes ayant ingéré du lait de

soja par rapport aux témoins (tableau 12).
3. Effet de lait de soja sur les paramétres hématologues

3.1. Nombre des globules rouges (GR)

Le nombre de globule rouge est représenté damguieef25. Les résultats montrent une
diminution hautement significative du taux des glels rouges chez les souris males traité au
lait de soja du % et le 2™ groupe (P<0.0001) cependant une diminution sigatifement
réduit chez le groupe 3 (P<0.05) comparé au témoin.

Les valeurs sont 3.875+0.06 ; 3.892+0.1 et 4.312¥6.4.904+0.09 0mm®,
3.2. Nombre de globules blancs (GB)

Le taux des globules blancs est représenté ddigutae 26. Les résultats indiquent une
diminution tres significative du nombre de globubdancs du groupes 1 et 2 ayant ingéré du
lait de soja comparés aux témoins les valeursregpectivement de 4.6+0.31 ; 4.61+0.5 vs
6.62+0.35 1&/mn?® (p<0.01).

3.3. Nombre de plaquettes

Le taux des plaquettes est représenté dans lafRyur

Les résultats révelent une chute trés significatthez les 3 groupes expérimentaux
comparés au témoin 0.228+0.02 ; 0.212+0.01 ; 0.8Z&*vs 0.343+0.04 £onm® (p<0.01).

4. Effet du lait de soja sur les paramétres biochimiges sériques
4.1. Teneur en albumine

Les concentrations en albumine sont présentéeslddigre 28. Les résultats montrent

que les teneurs en albumine sont tres significaare augmentées de 34%, 60% et 72% chez

les souris traités au lait de soja, comparés amwités (p<0,001).
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Tableau 12.Effet du lait de soja sur le poids relatif des orgmsexuels chez les souris males

Testicules Vésicules séminales Epididymes
Témoin 0,62+0,03 0,72+0,10 0,24+0,03
Groupe 1 0,55%0,04 0,7 £0,12 0,28+0,01
Groupe 2 0,57+0,04 0,57+0,11 0,3 £0,01
Groupe 3 0,56%0,02 0,53+0,07 0,24+0,01

Les valeurs représentent des moyennes et leurgestandards (X£ES), (n= 10 souris) pour
chaque groupe.

Groupel : font partie d’'une portée dont la mere recoitalude soja dés la mise bas jusqu’au

sevrage. Apres le sevrage, les souris de ce gregpesent a leur tour le lait de soja.

Groupe 2: est constitué d’animaux issus d’'une mére nouatielait de soja pendant la

période d’'allaitement et recoivent, apres le sexrag aliment standard et de I'eau.

Groupe 3: comprend des souris issues d’'une mere qui aocum®& un aliment standard

durant la période d’allaitement et recoivent, apeesevrage, le lait de soja.

Groupe 4: constituent les souris témoins. Ces souris ssoes d’une mere qui a consommeé

de l'aliment standard et qui recoivent le mémermégapres le sevrage.
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Figure 25.Nombre de globules rouges {am’) des souris traités pendant 8 semaines par le

lait de soja comparé a celui des souris témoing{npour chaque groupe).
Les valeurs représentées sont des moyennes et lewesirs standards (X+ES).

*: Témoin vs les groupes expérimentaux.
*p<0.05 ;***p<0.01.
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Figure 26.Nombre de globules blanc ELonm® des souris traités pendant 8 semaines par le

lait de soja comparé a celui des souris témoingrpour chaque groupe).

Les valeurs représentées sont des moyennes et lewesirs standards (XtES).
*: Témoin vs les groupes expérimentatip<0.01;***p<0.01.
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Figure 27.Nombre de plaquettes (1mm3) des souris traités pendant 8 semaines pait le

de soja comparé a celui des souris témoins (n=L0g@mque groupe).

Les valeurs représentées sont des moyennes et leueurs standards (XtES).

* . Témoin vs les groupes expérimentaux. **p<0.01.
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Figure 28. Teneur en albumine (g/1) chez les souris témoingsesouris expérimentales
traitées a lait de soja (n=10).

Les valeurs représentées sont des moyennes etheenss standards (X+ ES).

*: Témoin vs les groupes expérimentaux.* p<0,3p<0,01, ***p<0,001.

On note une augmentation tres significative che® fes groupes expérimentaux comparés

aux témoins (p<0,001).
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4.2.Teneur en cholestérol total

Les teneurs en cholestérol total sont représentges la figure 29. Les concentrations
en cholestérol total sont similaires chez les gesufraités au lait de soja comparés aux

témoins.

En revanche, celles des souris du groupe traitiaite soja sont significativement
diminuée par rapport aux témoins et les valeurs smspectivement (3,44 + 0,17), (4,03 *
0,2) et (4,24 £ 0,53) vs (5,35 + 0,37 mmol/l) chez groupes expérimentaux comparés aux
témoins. (p<0,05).

4.3. Teneur en urée

Les teneurs en urée sont représentées dans la 8Quiles concentrations en urée sont

significativement augmentées chez les souris &sisdl lait de soja par rapport aux témoins.

Les valeurs de l'urée chez les souris sont resjeectint (11,77 + 1,13) vs (4,71 + 0,64
mmol/1). (p<0,001).

4.4. Teneur en créatinine

Les teneurs en créatinine sont représentées déigara 31. Nos résultats indiquent une
augmentation significative des valeurs en créatigimez les souris ayant ingéeré de lait de soja
comparés aux témoins. Les valeurs sont (19,54 &) 34 (15,88 + 2,1) vs (6,75 + 1,04
pumol/1) (p<0,001) respectivement.

4.5. Teneur en acide urique

Les teneurs en acide urique sont représentéeslaldigsire 32. Les concentrations en
acide urique sont augmentées chez tous les graypEsimentaux comparés aux témoins.
Cette augmentation est trés marquée, comparéeémoirts (p<0,01) (49,01 + 1,59) vs (45,15

+ 1,34) mg/1 respectivement.
4.6.Teneur en transaminases TGO

Les teneurs en TGO sont représentées dans la f8furkes souris traitées au lait de
soja présentent des valeurs faibles en TGO paorappx témoins.

Les valeurs en TGO chez les souris traitées addasioja sont respectivement (316,35 +
14,19) U/l vs (474,82+16,72) compares aux témaqir® (05).
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Figure 29. Teneur en cholestérol (mmol/l) chez les souris oiés et les souris

expérimentales traitées au lait de soja (n=10).

Les valeurs représentées sont des moyennes etheenss standards (X+ ES).
* . Témoin vs les groupes expérimentaux.* p<0,05
On note une diminution significative chez les gremigraité au lait de soja comparé aux

témoins.
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Figure 30. Teneur en urée sérique (mmol/l) chez les sounisoités et les souris

expérimentales traitées au lait de soja.

Les valeurs représentées sont des moyennes etheeuss standards (X + ES).

** . Témoin vs les groupes expérimentaux.

**n<0,01, ***p<0,001.

On note une augmentation tres significative chezgteupes traités au lait de soja comparés

aux témoins. (p<0,001).
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Figure 31. Teneur en créatinine (umol/1) chez les souris témet les souris expérimentales
traitées a lait de soja (n=10).

*: Témoin vs les groupes expérimentaux.

**p<0,01, **p<0,001.

Les valeurs représentées sont des moyennes etheenss standards (X + ES).

On note une augmentation significative chez legisdtaitées au lait de soja comparé aux
témoins. (p<0,001).
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Figure 32.Teneur en acide urique (mg/1) chez les souris tésneti les souris expérimentales

traitées au lait de soja (n=10).

Les valeurs représentées sont des moyennes etheenss standards (X+ ES).
* . Témoin vs les groupes expérimentaux* p<0,05<0,01.
On note une augmentation significative chez tossgi®upes expérimentaux comparés aux

témoins. (p<0,01).
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Figure 33. Teneur en TGO (U/l) chez les sourismdiis et les souris

expérimentales traitées au lait de soja (n=10).

Les valeurs représentées sont des moyennes etheeunss standards (X + ES).

*: Témoin vs les groupes expérimentaux.

* p<0,05

On note une diminution chez les groupes traitédaidde soja comparé aux témoins.
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4.7.Teneur en transaminases TGP

Les teneurs en TGP sont représentées dans la figurglles présentent des valeurs
diminuées chez les groupes expérimentaux comparéseanoins .Les valeurs représentent
respectivement chez les souris traitées au laspge(316,18 + 20,46) vs (571,18 £ 16,08) U/l

comparés aux témoins.
5. Effet de la consommation de lait de soja sur li@nction de reproduction

L’intérét dans cette partie du travail est d’évalleffet de la consommation de lait de
soja sur le potentiel reproducteur chez les somédses. A cet effet, différents paramétres
sensibles ont été évalués (test de fertilité, nitébil morphologie, comptage des

spermatozoides et dosage de I'hormone testostérone)
5.1. Test de fertilité

Le test de fertilité réalisé permet de mettre emehce I'impact de lait soja sur la
fertilité des souris males. Les résultats du tab(@8) montrent I'effet de la consommation du

lait de soja sur la descendance. L’étude a éte $ait 18 petits méales et femelles.

En revanche, le croisement des quatre groupesouiéssmales avec des femelles
témoins conduit a I'observation de la fertilité desiris expérimentales ayant ingéré du lait de

Soja en comparaison aux souris témoins.

Les résultats de ce méme tableau montrent questeslies accouplées avec les males
ayant ingéré du lait de soja présentent un taugedgation (index de fertilité) réduit par
rapport aux femelles accouplées avec des sourisitémLe taux est de 100% chez les
femelles accouplées avec des souris males témbias6é% chez les femelles accouplées

avec des males ayant ingéré du lait de soja.

Nous avons constaté que le poids et la taillepddiss des souris du groupe 3 deés la
naissance au sevrage de J7, J14 a J28 a dimisugigréficativement par rapport au témoin
(figures 35et 36).

En revanche, le poids et la taille des portéessbesis des groupes 1 diminue trés

significativement a J7 et J14 comparées aux stamsins (p<0,01).

Le poids a J28 diminue d’'une facon tres signiffozttiez les petits des souris de groupes
2, cependant leur taille a J7 et J28 est réduitéaden treés significative par rapport aux

témoins (p<0,01).
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Figure 34. Teneur en TGP (U/l) chez les souris témoins ettegis expérimentales traitées

au lait de soja (n=10).

Les valeurs représentées sont des moyennes etheeuss standards (X + ES).
* p<0,05
*: Témoin vs les groupes expérimentaux.

On note une diminution chez les groupes traitélaidde soja comparés aux témoins.
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Tableau 13.Test de fertilité

Paramétres Témoin Groupel (%) Groupe 2 (%) Groupe3(%)
(%)

Index de fertilité" 6/6 (100% 416 (67%) 416 (67%) 5/6 (83%)

Nombre total de nouveau-nés 56 39 18 32

par groupes

Nombre moyen de nouveau- 9,33+0,56  6,5+2,11 341,13 5,33+1,28

nés par groupe

Poids (g)*

J7 3,73+0,06  3,26+0,17** 3,51+0,23 3,08+0,07**

J14 7,41+0.21  6,27+0.29** 6,61+0,54 5,30+0,12**

J28 18,93+1,02 17,76+0,52 10,96+1,01** 13,93+0,56**

Taille (cm) ?

J7 6,94+0,07  6,11+0,13** 6,33+0,19** 6,27+0,11**

J14 10,42+0,1  9,68+0,24** 9,78+0,34 9,32+0,16**

J28 15,01+0,17 14,61+0,15 12,14+0,68** 12,4+0,42**

a : Nombre des males fertiles / nombre total deisajui se sont accouplées.

B : la moyenne est établie sur n=18 souris.
J7 : P™jour.
J14: 14™jour.

J28: 28™jour.

Les valeurs représentées sont des moyennes etleewss standards (X£ES).

** p<0,01.
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Figure 35. Evolution du poids corporel des petits issusrdékes des différents groupes

ayant consommeé du lait de soja.

Les valeurs représentées sont des moyennes eteleatss standards (X + ES) n=18 souris

pour chaque groupe.

** 1 <0,01.
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Figure 36. Evolution de la taille des petits issus des mééssdifférents groupes ayant

consommé du lait de soja.

Les valeurs représentées sont des moyennes eteleatss standards (X + ES) n=18 souris

pour chaque groupe.

** p<0,01.
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5.2. Effet du lait de soja sur les parametres sexise chez les souris males
(spermocytogramme)

L’objectif de cette partie de travail, est d’évallieffet de la consommation du lait de

soja sur les parametres sexuels de la souris mags.S
5.2.1. Mobilité des spermatozoides

Nos résultats montrent une diminution tres sigatfie du pourcentage de la mobilité

des spermatozoides épididymaires chez les soward agéreé du lait de soja.

Ces valeurs sont respectivement 37,89+3,27 % pourdupe 1, 44,25+1,32 % le
groupe 2 et 49,82+4,48 % pour le groupe 3 cont;8422,13 % pour groupe témoin (p<0
,01).

Ces données indiquent trés clairement que la néhies spermatozoides est tres
significativement diminuée chez les males ayanttrégdu lait de soja traduiront une

nécrospermie (figure 37).

5.2.2. Comptage des spermatozoides dans le testicat I'épididyme
Les résultats obtenus révelent une diminution ingmbe et trés significative du nombre
des spermatozoides testiculaires et épididymalres les souris des groupes ayant ingéré du

lait de soja.

Nos résultats indiguent que les souris ayant ingéréait de soja des groupes 2 et 3
présentent une oligospermie (présence de spernidészen quantité anormalement faible)
par rapport aux souris témoins. Le nombre des spemuides testiculaire passe de (8,9
+1,72) x 16 spz/ml chez les témoins & (3,17 +0,30) R §px/ml et (3,63 +0,36) x £@pz/ml
chez les souris des groupes 2 et 3, respectiveffingunte 38) (p<0,01).

De méme, les résultats de la figure 39 montrentlgugombre des spermatozoides
épididymaires a diminué tres significativement cleszgroupes 1, 2 et 3 ayant ingéré du lait
de soja dont les valeurs sont respectivement (0,53} x 16 spz/ml, (6,5+0,41) x 1Gpz/ml
et (5,27+0,59) x 10spz/ml spermatozoides comparé a la valeur desssgurgroupe témoin
(14,53+1,43) x 10spz/ml (p< 0,01).
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Figure 37. Po des spermatozoides épididymairedanalis souris expérimentales

ant ingéré du lait de soja comparé a celui desiteés.
entées sont des moyennes etheewss standards (X+ES).
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Figure 38 Nombre des spermatozoides®(ff) testiculaires des souris témoins males et des

souris expérimentales ayant ingéré du lait de (@o§dl0 souris/ groupe).
Les valeurs représentées sont des moyennes etheewss standards (XtES).

“p<0,01
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Figure 39.Nombre des spermatozoides épididymaire¥ifilp des souris ayant ingéré du lait

de soja comparé a celui des souris témoins (n=wlssgroupe).

Les valeurs représentées sont des moyennes eelteewss standards (X+ESp<0,01.
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5.2.3. Comptage des spermatozoides par gramme dstieule et d’épididyme
La figure 40 présente une baisse trés significatluenombre des spermatozoides
testiculaire chez les souris des groupes expétangn2 et 3 dont les valeurs sont
respectivement (31,04+3,62) x ®1€pz/g et (35,37 + 3,89) x 1@pz /g comparé au groupe
témoin dont la valeur est de (79,68 + 14,84) ski¥ /g (p< 0,01).

Cependant, on a observé une réduction trés sigtifecdu nombre de spermatozoides
épididymaire (figure 41). Les souris témoins présenune valeur de (385,35 + 89,08) ¥ 10
spz /g comparé au groupe 2 et 3 dont les valeurtsrespectivement de (119,20+7,36) ¥ 10
spz /g et (118,93 + 13,10) x 16pz /g.

5.2.4.Morphologie des spermatozoides
La morphologie, dernier parametre analysé du spgramome ne semble pas échapper

aux effets néfastes du lait de soja.

Les résultats de la figure 42 montrent que le pEntage de la tératozoospermie
(anomalie morphologique des spermatozoides) estipiportant chez les souris ayant ingéré
du lait de soja comparé au lot témoin. Le pourgmtdes anomalies morphologiques des
spermatozoides anormaux est plus fréequent chezoless ayant ingéré du lait de soja des
groupes 1 et 2 qui ont respectivement des valdlastale (16,3+2,41)% et de (19£2,57)%
comparé a la valeur du lot témoin qui est de (7066@)%.

Ces résultats sont confirmés par I'étude morphglogides spermatozoides, qui indique

I'existence de plusieurs anomalies morphologiquesieeau de la téte et du flagelle.

La morphologie des spermatozoides est analysée leslalifferentes formes anormales
observées en microscope optique au niveau deddrtétrocéphale, macrocéphale, acéphale
et téte irréguliére),de la piece intermédiaire effldgelle (enroulé, court, avec anse, double)
(figures 43,44 et 45).
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Figure 40.Nombre de spermatozoides par gramme de testicbfig(thez les souris
témoins comparé a celui des souris ayant ingétaidde soja (n=10 souris/ groupe).

Les valeurs représentées sont des moyennes eeteeuss standards (X+ESp<0,01.
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Figure 41.Nombre de spermatozoides par gramme d’épididynfégjichez les souris

témoins comparé a celui des souris ayant ingétaitde soja (n=10 souris/ groupe).
Nbre : Nombre des spermatozoides /gramme danslikipne.

Les valeurs représentées sont des moyennes eelteewss standards (X+ESp<0,01.
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Figure 42.Pourcentage des spermatozoides anormaux cheznesux des différents

groupes (n=6 souris/ groupe).

Les valeurs représentées sont des moyennes eelteewss standards (X+ESp<0,01.
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Figure 43. Observation au microscope optique des différentemmalies de la téte des

spermatozoides colorée au Violet de Gentiane d.0§&40).
A : Amorphe, B : MacrocéphaleC : MicrocéphaleD : Téte irréguliére,

E : AcéphaleF : Regroupement en amas
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Figure 44. Observation au microscope optique des anomaliesadgiece intermédiaire

(angulée) des spermatozoides colorée au Violetathtighe au G (10x40).
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Figure 45. Observation au microscope optique des différentesmalies du flagelle des

spermatozoides coloré au Violet de Gentiane au0&4Q).

A : Double flagelleB: Enroulé au G (10x100), C : Enroulé.
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5.2.5. Dosage hormonal

Les résultats de la figure 46 montrent une rédodtiés significative de la concentration
de la testostérone plasmatique chez les sourigalgg 2 ayant ingéré du lait de soja par le
biais de l'allaitement. La concentration sérique ldetestostérone passe de la valeur de
6,21+1,54 ng/ml chez les souris contréle a 1,08tMg/ml chez les souris du groupe 2
(p<0,01).

6. Effet de la consommation du lait de soja sur latructure histologique

Dans le but de vérifier I'action toxique du lait deja sur I'architecture des organes,
nous avons réalisé des coupes histologiques aeaumivdes testicules, vésicules séminales, le
foie et les reins chez les souris témoins et lesiggs expérimentaux ayant ingéré du lait de

soja.
6.1. Effet du lait de soja sur la structure des tegules

Selon les figures 47 et 48, I'histologie du tedédémoin montre des tubes séminiferes
serrés avec des espaces interstitiels faibles.gbhgbserver facilement les différents stades
de la spermatogenése qui se déroulent d’'une fagainigete au niveau de la paroi des tubes
séminiféeres. Les spermatogonies de petite taillg sduées a proximité de la membrane
basale. Les spermatocytes | et Il de plus grande sant a noyaux volumineux et parfois en
phase de division. Les spermatides plus petites situées vers l'intérieur des tubes. Les
spermatozoides mars remplissent presque la totldité lumiere des tubes par leurs flagelles.
Chez les souris ayant ingéré du lait de soja, EEgehts stades sont altérés. Ces altérations et

modifications sont détectées. Parmi les perturbatinoous avons observe :
¢ Une diminution de I'épaisseur de I'épithélium gemnali(figures 49).

+ Des spermatides non différenciés qui remplissestllenieres des tubes séminiféeres,

absence de spermatozoides (débris cellulairesiy€ig0).
++ Une atrophie du tissu conjonctif (figure 51).
+ Une hyperplasie des cellules de Leyfigure 52).
6.2.Effet du lait de soja sur la structure des vésicukeséminales

L’observation microscopique des coupes histologiguaeniveau des vésicules séminales des

souris témoins (figures 53, 54 et 55) montre uthétium cubique simple formant des
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Figure 46.Concentration de la testostérone plasmatiquenfiigchez les souris témoins et

les souris ayant ingéré du lait de soja (n=10 sbgroupe).
Les valeurs représentées sont des moyennes etheeuss standards (XES).

“p<0,01
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* T C : tissu conjonctif
* SPZ: spermatozoides
 EPG : épithélium germinal

e TS :tube séminifére

Figure 47.Micrographie de coupe histologique au niveau dtidele de souris témoin coloré
a I'hémalun—éosine G (10x10)

* SPG : spermatogonie
e SPCI : spermatocyte |
e SPCIl : spermatocyte I
e SPT : spermatide

* SPZ: spermatozoide

* TC :tissu conjonctif

e CL:cellule de LEYDIG

Figure 48.Micrographie de coupe histologique au niveau dtidele de souris témoin coloré
a I'hémalun—éosine G (10x40)
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HCL : hyperplasie des cellules de
LEYDIG.

DEEG : diminution de I'épaisseur

de I'épithélium germinale d’EPG.

Figure 49. Micrographie de coupe histologique au niveau dtidele de souris ayant ingéré

du lait de soja coloré a I'hémalun—éosine G (10x10)
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» DC : débris cellulaires.
* HCL : hyperplasie des cellules de
LEYDIG.

* VS : Vaisseau sanguin

Figure 50. Micrographie de coupe histologique au niveauasti¢ule de souris ayant ingéré
du lait de soja coloré a I'hémalun—éosine G (10x40)

e DC : débris cellulaires.

* ATC : atrophie du tissu conjonctif.

Figure 51.Micrographie de coupe histologique au niveau dtidele de souris ayant ingéré
du lait de soja coloré a 'hémalun—éosine G (10x40)
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* DEEG : diminution de
I'épaisseur de
I'épithélium germinale

* HCL : hyperplasie de
cellule de LEYDIG

Figure 52 Micrographie de coupe histologique au niveauedti¢ule de souris ayant ingéré
du lait de soja coloré a I'hémalun—éosine G (10x40)

* EPG: épithélium
glandulaire.

e PR : produit de sécrétion

Figure 53. Micrographie photonique de coupe histologique ésicule séminale témoin

coloré a 'hémalun—€osine G (10x40)
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Voir la figure 43

Figure 54.Micrographie photonique de coupe histologiquedkicule séminale témoin
coloré a 'hémalun—€osine G (10x10)

 EGCS : épithélium
glandulaire cylindrique

simple

Figure 55. Micrographie photonique de coupe histologique éscule séminale témoin
coloré a 'hémalun—€osine G (10x40)
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vésicules glandulaires exocrine renferment desdegiséminaux soutenus par un tissu
conjonctif richement vascularisé.

Les groupes des souris ayant ingéré du lait demsojatre des altérations a différents
degrés :

% Une dystrophie épithélium glandulaire (figure 56).

¢ Une atrophie du tissu conjonctif (figure 56).

+ Une accumulation du produit de sécrétion (figurg 57
+ Une hyperplasiglandulaire localisée (figure 58).

+ Une réduction de la taille des cellules glanduti(modification du rapport

nucléoplasmatique (figure 59).

6.3. Effet de lait de soja sur la structure histolgique du foie

L’observation microscopique réalisée sur coloratitmpographique des coupes
histologiques montre un parenchyme hépatique giéges |ésion dystrophique diffuse chez
tous les groupes expérimentaux. Cependant les dapas sont gonflées comportant des
vacuoles intra-cytoplasmiques, les noyaux sont hgheomatiques chez les animaux dlet
3°M groupe. Ces hépatocytes sont séparés par desisiesiglont la lumiére est réduite ou
virtuelle, parfois comblée d’hémorragie au niveau ™ groupe. On note au niveau des
espaces porte un infiltrat inflammatoire nodulgi@ymorphe fait de lymphocytes et de

plasmocytes mélées a des polynucléaires au niueati et 3™ groupe (figure 60).
6.4. Effet de lait de soja sur la structure histolgique des reins

L'observation microscopique réalisée sur coloratimpographique des coupes
histologiques révele que le parenchyme rénal cotepore Iésion dystrophique chez tous les
groupes expérimentaux ; les tubes proximaux etaakstsont tapissés d'un épithélium
cylindrigue simple dont le cytoplasme est vacuelagat la lumiére est parfois réduite. Les
glomérules de Malpighi sont atrophiques et collabéspace de Bowman est réduit au niveau
du 2™ et 3™ groupe. Le tissu conjonctif est discrétement mfizatoire fait de vaisseaux

congestifs au niveau di'groupe (figure 61).
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* DEG : dystrophie de
I'épithélium glandulaire.

e PR : produit de sécrétion

Figure 56. Micrographie de coupe histologique des vésicudesiisales des souris ayant
ingéré du lait de soja coloré a I’hémalun—éosin@@40)

PR : produit de sécrétion
HEG : hyperplasie
d’épithélium glandulaire
ARNP : augmentation de

rapport nucléoplasmatique

Voir figure 46

Figure 57.Micrographie de coupe histologique des vésicudesiisales des souris ayant
ingéré du lait de soja coloré a I’hémalun—éosin@ @40)
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Figure 58. Micrographie de coupe histologique montrant I'nypasie glandulaire des
vésicules séminales des souris ayant ingéré dud&isoja coloré a I'hnémalun—éosine G
(10x40).

Figure 59. Micrographie de coupe histologique montrant I'imygbasie glandulaire des
vésicules séminales des souris ayant ingéré dddabja G (10x40).
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Figure 60. Observation au microscope optique des coupesldisoies du foie des souris
Swiss.

A. Témoin, veine centrolobulaire (VCL) de taille notnet les sinusoides sont visibles
(Gx25).B. Souris groupe 1, infiltrat inflammatoire et ballsaiion des hépatocytes (Gx40).
C. Groupe 2, Sinusoides dilatées et lésions tisgslaicx40).D. Groupe 3, Sinusoides
dilatées et infiltrat inflammatoire (Gx40). Coldmt a 'hémalun éosine.
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Figure 61. Observation au microscope optique des coupes dggtples du rein des souris
Swiss.

A. Témoin, glomérule d'aspect normal (Gx2%. Groupe 1, Congestion et l'espace de
Bowman est réduit (Gx25L. Groupe 2, Les glomérules de Malpighi sont atropésget
collabés, l'espace de Bowman est réduit (Gx25)D. Groupe 3, congestion (Gx25).
Coloration a I’hémalun éosine.
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Peu de travaux récents montrent que les phytogesias peuvent avoir des effets
déléteres chez I'animal. Les aliments a base decwjstituent la principale source de phyto-
estrogenes chez 'homme, il est donc important aligar les niveaux d’apports en phyto-
estrogenes contenus dans les aliments a basealgupeuvent consommer les nourrissons
et les jeunes enfants, et de s’interroger suritepies éventuellement encourus (comité de
nutrition, 2006). Les nourrissons alimentés de fiagaclusive avec des préparations pour
nourrisson a base de protéines de soja constiawgodird’hui le sous-groupe de la population
le plus exposé aux phyto-estrogenes. Il est donessaire que les parents soient informés du
fait que ces produits ne conviennent pas au remplant du lait maternel et des laits
infantiles ler et 2éme age chez les nourrissons dgémoins de 1 an et que cette pratique
peut étre a I'origine d’accidents graves (ANSES,30

Notre travail a pour but d’étudier les propriétésitologiques de la consommation du
lait de soja sucertaines fonctions et organes chez la souris Swas. Nous avons analysée
impact de la consommation de lait de soja surdiéf@rentes périodes de consommation sur
les parameétres hématologiques, les paramétres ilmioghes sériques, la fertilité et la

structure histologique de certains organes.

Dans la premiere partie de notre travail nous awt&terminé I'effet du lait de soja sur
le poids corporel des souris. Aucune modificatiagnisicative de ce paramétre n'a été
observée chez les souris ayant ingéré du lait jecemparées aux souris témoins.

Nos résultats concordent avec les travaux de Mceiaal., (2007) qui ont montré que
I'administration chronique et subchronique de laigiéine chez le rat Wistar pendant 4 et 13

semaines n'induisait aucune modification signifi@atu poids corporel.

En revanche selon Mounts et al., (2015) montrelgudarine de soja peut jouer un role
dans la diminution du poids corporel chez les #isker obéses en abaissant I'efficacité
énergétique. Une réduction du gain de poids a létéreée chez les animaux et les humains

nourris avec du soja par rappotaaaséine

En revanche, chez les lapins et les rats traités isoflavones, une diminution
significative est rapportée dans I'étude menéelpphart et al., (2001) et Nagao et al.,
(2001). Cet effet résulte probablement d'un effetrexigene des isoflavones de soja.
L'association avec la prise alimentaire observéz td lapin dans la méme étude a également

été rapporté chez les rats nourris avec des alsmamnttenant la génistéine (Casanova et al.,
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1999), suggérant un effet possible anorexigene eungbateur endocrinien (PE) sur le

systeme nerveux central, similaire a celle desaomgsties endogénes (Bonavera et al., 1994).

Cependant cet effet semble étre associé a unnteite chronique avec de grandes
guantités des isoflavones de soja. Les exposifpraset postnatales aux isoflavones dans

I'étude de Piotrowska et al., (2011) ont montédimenution du méme parametre.

La deuxieme partie de notre étude est consacrheffet de la consommation de lait de
soja sur les paramétres hématologiques portéssuglbbules blancs, globules rouges et le

taux des plaguettes sanguines.

Le systeme hématopoiétique est une des ciblesuss@nsibles aux composés toxiques
et un indice important de I'état physiologique ethplogigue de I'hnomme et I'animal
(Mukinda et Syce, 2007). Les changements dansd&mg hématopoiétique ont une plus
grande valeur prédictive pour la toxicité humaionesque les données sont déduite des études
réalisées sur des animaux (Olson et al., 2000)etAégard I'état de l'activité de la moelle

osseuse et les effets intravasculaires ont étéaéatpar des examens hématologiques.

La production et la « survie » des globules reud@&pendent du bon fonctionnement
de certains organes (moelle osseuse, etc..), mass dun apport adéquat en vitamines (B12,
B9, et C) et en fer. Nos résultats indiquent umeimition trés significative GB, GR, PLT,

chez les animaux expérimentaux révelent une angph@sique (ou aplastique).

Cette maladie rare survient quand la moelle osseasaroduit plus assez de globules

rouges et blancs. Dans 50 % des cas, I'anémid@masst causée par des agents toxiques.

La diminution du taux des plaquettes des souaites par rapport aux témoins indique
gue le lait de soja un effet sur la production des plaquettes ou iiniduthrombopénie
(réduction du nombre de plaquettes dans le sargf).effet est parmi les preuves d'effets
toxiques sur I'hématopoiése. En outre, avec unendiian du nombre de plaquettes, il y a un

risque accru de saignements (Slichter, 2004).

Il a été montré en effet que la moelle osseuse gteeitune cible pour certains toxiques
qui peuvent détruire ses cellules produisant aim& diminution du nombre des globules
rouges et/ ou des blancs (Robert et Buidinsky, 2000

La troisieme partie de notre étude est consacréeftat de la consommation de lait de
soja sur les parameétres biochimiques sériquesgeuel'albumine, le cholestérol, l'urée, la

créatinine, I'acide urique, les transaminases (TGGR).
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L'albumine représente 55 a 60% d'ensemble desipestdu plasma, c'est le constituant
majeur des protéines circulantes. Ses variatiotisofmayiques apprécient les possibilités de
biosynthése hépatique, d’hémoconcentration et gdhydigatation (Scherwin, 2003). Elle est
entierement synthétisée dans le foie, son tauxiglogsque normal varie de 40 a 50 g/l soit
0,5 a 0,7 mmol/l (Valdiguie, 2000).

Elle est le principal agent de la pressioicatique du plasma (elle participe de
facon déterminante dans la distribution du liquedeacellulaire entre les compartiments intra
et extracellulaire) (Marshall et Bangert, 2005).

Le dosage d’albumine peut nous donner un refletéigénsur le fonctionnement

hépatique :

Des concentrations abaissées en albumine sont tédstiques des pathologies

hépatiques chroniques.

Les données de notre expérimentation animale déerdrgue le lait de soja administré
aux groupes 1,2 et 3 entraine une élévation de tkalbumine chez tous les groupes
expérimentaux comparés aux témoins. Cette hyperathie peut étre un signe biologique de
déshydratation ou d'altération du métabolisme. Dasscas ou I'hyper albuminémie est
survenue, une administration intraveineuse exces$albumine ou une déshydratation peut

étre responsable.

Dans ce contexte les travaux entrepris§tackmann et al., (2002) cité que leur
taux augmente au cours d’'une atteinte hépatiqueatetent les molécules d’albumine pour

conséguence une capacité réduite a détoxifieride fo

Par ailleurs d’aprés Marshall et Bangert, (2005 isoflavones provoquent une
diminution du taux de l'albumine circulant dansskeng, cette diminution va entrainer par
conséquence une diminution de la pression oncoptpgmatique ce qui perturbe par la suite
I'équilibre liquidien entre le plasma et I'espaceerstitiel, de sorte qu’il y a une diminution

du retour du liquide interstitiel vers le sang ateau de I'extrémiste veineuse des capillaires.

Le cholestérol est a la fois apporté par l'aliméotaet synthétisé par le corps humain,

principalement dans les cellules hépatiques estintes.

Le cholestérol est un constituant fondamental dedanbrane cellulaire, un précurseur

meétabolique des acides biliaires, de vitaminesstrtbrmones stéroidiennes.
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Le cholestérol est éliminé de I'organisme au nivdauoie, apres avoir été transformé
en acides biliaires. Les acides biliaires entrdatsadans l'iléum pour étre excrétés. Les
acides biliaires servent a dégrader le cholestérals également les oxystérols et les
hormones stéroides (Lefebvre et al., 2009). Leglosia cholestérol total permet de dépister

une hypocholestérolémie ou I'inverse (Rifai et 2003; Ricardo José Rodrigues et al., 2008).

L’analyse du cholestérol sérique montre I'existedaen profil d’hypocholestérolémie
chezles souris traitées au lait de soja.

Les professionnels de la santé conseillent aux opaes souffrant
d'hypercholestérolémie de remplacer (au moinsglmnent) les protéines animales par des
protéines végétales comme celles de soja. En 19%h €002, les autorités médicales
américaines et britanniques ont officiellement reuo l'effet bénéfigue du soja sur le
cholestérol sanguin. Il a également été prouvé lgueonsommation de protéines de soja
diminue les risques cardio-vasculaires. Le laisdg compte autant de protides (4 %) que le
lait de vache, et le tofu quasiment autant (14 %\ filet de beeuf. Et tout cela, sans les
inconvénients de la graisse saturée et du chobtdt@es "laitages"” végétaux a base de soja
sont donc de grands fournisseurs de protéines"saasvaises graisses" associées (Food and
Drug Administration) (USA 1999).

Nos résultat concordent avec les travaux de Setagihal., (2015) qui ont montgue
la consommation de soja réduit significativementHelestérol total chez les patients atteints
de diabéte de type 2.

De méme I'étude Hermansen et al., (2001) a monie lg consommation de soja
pourrait réduire le cholestérol total de 8%, loesdes patients diabétiques de type 2 ont
consommé 70 g de soja par jour pendant une péded# semaines. En outre, Jayagopal et
al., 2002 ont obtenu une baisse de 4,1% dansolestBrol total en 32 femmes ménopausées
diabétiques consommant 30 grammes de soja (phyggesies) par jour pendant 12 semaines,
qui est similaire a nos données. Ain§ihang et al., (2008) ces resultat cohérent avae not
constatation. Liao et al., (2007) ont montré que gt@mmes de soja ajouté au régime
alimentaire faible en calories (1200 kcal) pendanit semaines pourrait abaisser le
cholestérol total. Shahbazian et al., (2007) onhtnéodes effets bénéfiques lorsque nous
ingérons 25 grammes de soja (isoflavones) de megaiurant trois mois le niveau des lipides

et la concentration du glucose sanguin baissemt dbg patients diabétiques de type 2.
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En mars 2005 le rapport de 'AFSSA indiqueang des préparations de protéines de
soja, a un niveau d’apport au moins égal a 30ogfj,une action bénéfique sur le statut du
cholestérol plasmatique.

L'urée est le terme ultime et principal du catadmk protéique chez 'nomme. Il se
forme dans le foie et il diffuse librement a trasségs membranes cellulaires. Son élimination
se fait par le rein par filtration glomérulairesat réabsorption tubulaire partielle est passive.
Le dosage de l'urée sanguin permet, avec celuh deéhtinine et I'acide urique, de détecter

l'insuffisance rénale (Metais et al., 1990).

Dans notre étude nous avons obtenusaugmentation significative de l'urée
des souris traité comparée aux témoins, ces ré&sgibat également en accord avec ceux de
Frank, (1992) qui ont montré qu’un taux élevé dedé indique généralement une atteinte
glomérulaire, mais la concentration peut étre ansxdifiée par une alimentation inadéquate

ou une hépatotoxicité, fréquente avec de nombraxigues .

Par contre selon Manna et al., (1992); laconsaiomad'un régime  qui
inclut la protéine de soja réduit I' excrétion aine de protéines chez les patients néphrotiques

et ceux avec une maladie rénale avancée .

Le dosage de l'urée sanguin permet, avec celuadadatinine et I'acide urique, de

détecer l'insuffisance rénale selon (Metais, 1990).

De méme, la créatinine plasmatique est le refletadenasse musculaire globale de
l'individu et son métabolisme propre dont touteiatéon renseigne directement sur I'état
fonctionnel du rein, de plus la créatinine mesureatement la filtration glomérulaire (Siest,
1990).

De méme, la créatinine est une molécule azotéeufeopar I'organisme par
I'intermédiaire du catabolisme de la créatine it composé protéique contenu dans le
tissu musculaire. La créatinine est une molécudgténphysiologiquement (Andrew et al.,
1988) Cela signifie qu'elle n'est ni métabolisée, niisg d'une quelconque maniere par

l'organisme.

La créatinine est strictement éliminée par lesseline faible partie de la créatinine
produite par I'organisme est éliminée grace au @néme de sécrétion au niveau tdsules
proximaux des reins. Son dosage est employé darauation de la fonctiorénale et plus
particulierement dans l'estimation du débit dediibn glomérulairdCharriere et al., 2008)

Cette estimation s'obtient, en pratique, par lewale la clearancee la créatinine.
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Nos résultats indiquent une augmentation signifieatdes taux de l'urée, de la
créatinine et de l'acide urique chez les groupgmrxentaux traité au lait de soja vs le

groupe témoin.

En effet, cette hyperurémie sanguine associée dymercréatinémie et un taux éleve
de l'acide urique témoignent et refletent probakleinune insuffisance rénale (De laFarge,
1993).

Nos résultats concordent avec les travaux de (Fraff2) qui ont montré qu’une
élévation de sa concentration dans le sang eshdi@tion de dysfonctionnement rénal ; des
données sur sa concentration sanguine et urinaireept étre utilisées pour estimer le taux de

filtration glomérulaire.

La diminution des transaminases chez le grouptteai lait de soja ne signale aucun

probleme.

Nos résultats révelent une diminution des transaseis chez le groupe traité au lait de
soja et cela ne signale aucun probleme. Ces résglbacordent avec I'étude in vivo dans le
foie de Brito et al., (1992) qui montre une diminatde transaminase chez le rat recevant le
soja. En outre I'étude réalisée par Jean et &dQ R montre une augmentation de I'activité
des transporteurs d'acides aminés dans les hépesoey des transaminases chez le rat

recevant un régime hyperprotéique contenant de soja

Cependant, les résultats des coupes histologiquédsiel des souris témoins montrent

des hépatocytes séparées par des sinusoidessetroite

Nos résultats révelent des hépatocytes gonfléespadamt des vacuoles intra-
cytoplasmiques, les noyaux sont hyper-chromatiqudses Iésions dystrophiques sont
beaucoup plus importantes sur le parenchyme hégatjge le parenchyme rénal. Les Iésions
les plus marquées au niveau du foie sont la dysieoples hépatocytes et linfiltrat
inflammatoire des espaces porte réalisant une it€Eatbaigiie. Ces altérations expliquent
souvent l'augmentation du volume du foie et I'amssgment de I'animal. Rasheed et al.,
(2009) ont démontrés des cas semblables chezttealt@nos apres injection de I'extrait de
Eugenia jambolanaNos résultats sont similaires a ceux de Mekkawyalet (1998) qui

rapportent une ballonisation, vacuolisation desat@gytes.

L’observation microscopique réalisée das coupes histologiques du rein révéle que
les reins des souris témoins ont des glomérulee®tubules normaux, cependant, les reins

des souris expérimentaux démontrent des Iésiormda®ge traduisampiar des glomérules de
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Malpighi atrophiques et collabés, la réduction 'dsdace de Bowman, d’un tissu conjonctif

discretement inflammé et une Iésion dystrophiqu@ahenchyme. Nos résultats ne sont pas
en accords avec ceux d’Aboel-Zahab et al., (1989vjrgpntrent une pigmentation des tubules
rénaux. Alors que I'étude de Sasaki et al., (20@Pporte que des colorants alimentaires
azoique, dont la tartrazine, 'amarante, le roudjara et le nouveau Coccine induisent des

dommages d’ADN dans le foie et le rein a des dégates a 500 mg/kg chez la souris.

La cytotoxicité directe est connue pour étant laseafondamentale des dommages du
foie dans certains cas, tandis que dans d'autesnécanismes immunologiques ou méme un
mélange de cytotoxicité et d'immunogénicité peuv@re impliqgués (Ingwale et al., 2009).
Cette anomalie dans le foie et le tissu rénal pauétre due a la présence de certains
composés toxiques dans le lait de soja. Ces sulestatoxiques peuvent étre les
phytoestrogenes dans la toxicité est a démontté suune transformation en métabolites
réactifs toxiques. Au niveau hépatique les métédmlsont formés non seulement dans les
hépatocytes mais aussi dans les cellules enddd#®lii sont particuliéerement sensibles. Il
en résulte une atteinte vasculaire prédominantnskairement responsable de la nécrose

hépatocytaire.

Aucune étude n’est disponible dans la littératuredgmontre I'effet de lait de soja ou

I'un de ces constituants sur lawstture histologique du foie et rein.

La quatrieme partie de notre travail a €été consacrée aux coesegs de la
consommation de lait de soja sur la fertilité méiseudes souris Swiss par un test de fertilite,
le dosage de la testostérone, le poids relatif alganes les testicules, I'épididyme et les
vésicules séminales. Le comptage des spermatozdédesnorphologie et leur mobilité puis
une étude histologique est effectuée sur les tdstiet les vésicules séminales.

La fertilité chez les mammiféeres est trés sensaobe perturbations de I'organisme par
les agents exogenes. De nombreuses études indignendiminution du nombre et de la
qualité des cellules sexuelles méales humaines aus o ces derniéres années (Jegou, 1996).
I semble que les perturbations de l'appareil skexbemain male se multiplient.
Plusieurs composés exogéenes incluant les pestidekesirogues, les solvants organiques, le
tabac (Tuormaa, 1995), les xénohormones (Toppaal.et996). Bien que les mécanismes
biochimiques de leur toxicité ne soient pas enbaga compris, ils sont considérés comme de

véritables agents toxiques, touchant la fertilie( 1995 ; El Feki et al., 2000).
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Peu de travaux récents montrent que les phytogesias peuvent avoir des effets
déléteres chez I'animal, en particulier sur le d&weement et la maturation des organes
sexuels, et sur la fertilité (Auger, 2008). Lesrants a base de soja constituent la principale
source de phyto-estrogenes chez I'homme, il est dorportant d’évaluer les niveaux
d’apports en phyto-estrogenes contenus dans leser#ié a base de soja que peuvent
consommer les nourrissons et les jeunes enfantsgeets’interroger sur les risques
éventuellement encourus (comité de nutrition, 200&s nourrissons alimentés de fagon
exclusive avec des préparations pour nourrissorase lole protéines de soja constituent
aujourd’hui le sous groupe de la population le pxposé aux phyto-estrogénes. Ce lait
industriel a base de protéines de soja constityeiteipale source de phyto-estrogenes chez
’homme. Ces composés chimiques naturels sont gtiles d’avoir une toxicité sur la
fonction de reproduction, car ils sont capablestilauler, favoriser ou inhiber l'action des
hormones d’ou ils peuvent en théorie modifier lecgssus physiologique soumis a une
régulation endocrinienne (Fujioka et al., 2004, Romet al., 2008), c’est la raison pour

laguelle ce travail a été entrepris.

La cinquieme partie de notre travail a été consaarétest de fertilité. Les résultats de
notre expérimentation montrent que les femellesotdsaccouplées avec les males ayant
ingéré du lait de soja présentent un taux de gestdindex de fertilité) significativement

réduit par rapport aux femelles accouplées aveoddss témoins.

La descendance des souris males ayant ingérétdielaoja a vu leur poids et leur taille

diminuer des la naissance (J7) puis a J14 et jasgevrage (J28).

Ces résultats sont également en accord avec cetc@dain et al., (2007) qui ont
montré que I'administration de la génistéine das&®0 mg/ kg/ jour entraine une réduction
marquée du taux de gestation ainsi qu’une rédudigmificative de la taille et du poids des

petits.

Egalement une autre étude faite par Eustache, ¢2@03) a montré que I'exposition de
la génistéine et la vinclozoline, de la gestatiolidge adulte chez les rats Wistar males,

provogue un taux réduit de femelles gestanteseqaosat accouplées avec les males exposeés.

Les travaux d'Jian et al., (2007) ont montré quejdttion de la zearalenone oud
zearalenol conduisait a une réduction de la fe&tét donc du potentiel reproducteur chez les
souris males adultes. Le taux de gestation esildement réduit chez les souris femelles

accouplées avec les males traités a la zearalatoreearalenol. Egalement, une diminution
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du nombre de naissance est probablement due auaama qualité du sperme des males

exposeés a la zearalenonewetearalenol.

De méme, I'étude faite par Weber et al., (2000)isniewski et al., (2003) ; Opalka et
al., (2006) a montré que lI'exposition des oiseauges mammiferes aux phyto-estrogéenes,
des analogues des cestrogenes, (la génistéine} inohg réduction de la fertilité chez ces

animaux.

Par ailleurs, nous avons évalué le poids relats arganes sexuels des souris Swiss.
Nous n’avons obtenu aucune modification signifieatides poids relatifs des testicules, des
epididymes et des veésicules séminales des groyaes sgéré du lait de soja comparés au

groupe témoin.

Ces résultats concordent avec ceux de Ohno €R8D3); Lee et al., (2004) qui ont

démontré que le poids relatif des organes sexeslsals ne change pas.

Une autre étude faite par Cardoso et Bao, (200 ftmmagalement qu’il n’ya aucune

modification du poids des testicules chez les &pin

Par ailleurs, d’aprés Vendula, (2004), I'expositiola génistéine et au diethylstilbestrol,
induit une réduction significative des poids rdfatiles testicules, des épididymes et des

vésicules séminales.

Les travaux entrepris par Piotrowska et al., (20drif) montré que I'exposition pré-et
postnatales aux isoflavones chez les rats ind@taugmentation du poids des testicules par
rapport au groupe contréle. Cependant, aucune roatitin n'a été observée dans les

épididymes.

Ces résultats concordent avec les résultats @ @tial., (2008), et de Jiang et al.,
(2008). Cependant une augmentation de poids desutes a été observée dans I'exposition
périnatale du visons a la génistéine (Ryokkyneal.eP005) et en pré-et postnatale des souris

traitées avec la génistéine (Wisniewski et al.,5300

En revanche, certains chercheurs ont rapporté ¢admihistration d'cestrogénes
exogenes ou anti androgenes diminue le poids désules et de I'épididyme (Pryor et al.,
2000) ; (Atanassova et al., 2005); (Sugawara £2@06).

La méthode de routine pour évaluer la fertilicdgmtielle d’'un méale est la réalisation
d’'un spermogramme au cours duquel des paramétramagx quantitatifs (nombre des

spermatozoides) et qualitatif (la mobilité et lasrmalies morphologiques des spermatozoides
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(formes anormales) sont analysés. La diminution la@lemobilit¢ et du nombre des
spermatozoides au niveau testiculaire et épididgaajue nous avons observé chez les souris
ayant ingéré du lait de soja est probablement kiffat des phyto-estrogenes de soja sur les

différents niveaux de commande de la spermatogenese

Nos résultats révelent une diminution importanterést significative du pourcentage de
la mobilité des spermatozoides épididymaires cegzsburis des groupes ayant ingéré du lait
de soja par rapport aux témoins.

Dans I'étude de Jian et al., (2007), les pourcaagtate la mobilité des spermatozoides
de tous les animaux exposés a la zéaralénone désgess-zearalenol, a toutes les doses, ont
été nettement inférieurs a ceux des controlesré&eatats concordent avec ceux de Eustache
et al., (2003) qui ont montré que I'exposition deénisteine et a la vinclozoline a faible dose
de la gestation a I'dage adulte chez les rats Wistae induit une diminution de la mobilité

des spermatozoides .

Par contre, Yousef et al., (2003), ont démontré ghez le lapin, la génistéine
provoquait l'augmentation de la mobilité des spé¢oa@des.

Nos résultats montrent également une diminutionomamte et tres significative du
nombre des spermatozoides testiculaires et épidinlgmqui est observée chez les souris des

groupes ayant ingéré du soja.

Dans ce contexte, les travaux entrepris par [@alal., (2002), n'ont cité aucune
modification chez les rats ingérant par voie od®da génistéine confirmant les résultats de
Nagao et al ., (2001) et de Shibayama et al., (001

Cependant, Piotrowska et al., (2011) ont montrél quy avait aucun changement
significatif dans le nombre de spermatozoides dapididyme chez les rats exposés aux
isoflavones. Un effet similaire obtenu a I'expasita long terme de génistéine chez les visons
Ryokkynen et al., (2005), chez le rat aprés expospéerinatale (Wisniewski et al., 2003), et
chez les souris avec différentes doses de gémst€éiWisniewski et al.,, 2005).

Nos résultats ont aussi révélé, que le pourcentigla tératozoospermie (anomalie
morphologique des spermatozoides) est plus impocteer les souris ayant ingéré du lait de

soja.

Ces résultats concordent avec ceux de Jian et(28107), qui montrent que le
pourcentage des spermatozoides anormaux a augucleezéles souris males exposés la

zéaralénone et ses dérivés-zearalenol.
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Par ailleurs, aucune différence significative deirpentage des formes anormales des
spermatozoides n'a été observée chez les rats é&xpota génistéine pendant 4 semaines
Bhandari et al., (2003).

Nos résultats ont aussi révélé une baisse imuertdu taux de la testostérone sérique
chez les souris ayant ingéré du lait de soja lasl'ekxposition pendant la période de

I'allaitement par rapport aux controles.

Nos résultats concordent, avec ceux rapportésapétérature (Roberts et al., 2000 ;
Delclos et al., 2001 et Wisniewski et al., 200§y, ont démonté que des doses élevees de la

geénistéine chez les rats males réduisent les mveéatestostérone.

En outre, I'étude réalisée par (Svechnikov et 2005), a montré que la génistéine
administrée chez les rats méles adultes pendardi§ minsi que I'étude de Taxvig et al.,
(2010) faite in vitro ont observé une diminution ke production de testostérone aprés

I'exposition aux isoflavones.

En revanche, I'exposition de la génistéine a l@rge chez les rats adultes n'a pas
modifié le niveau de testostérone sérique, (Svéchmet al., 2005). La méme observation a
éte faite dans les études de (Kang et al., 20@Xjén et al., 2003 ; Masutomi et al., 2003 et
Wisniewski et al., 2005).

Dans une autre étude, aucune différence sigtiifecde la concentration sérique de la
testostérone n’a été observée chez les rats expda@gnistéine (Piotrowska et al., 2011).

La derniére partie de notre travail nous a peutasaluer I'impact du lait de soja sur

I'aspect histopathologique des testicules et degukes séminales.

L’examen microscopique des coupes histologiquaklsies au niveau des testicules
des souris ayant ingéré du lait de soja, a monmé diminution du nombre des

spermatozoides dans la lumiere des tubes sémmifére

Nos résultats montrent également des altératidnsles modifications dans les
différents stades de la spermatogenese, diminatéofiépaisseur de I'épithélium germinal,
présence des spermatides non différenciés quiliesapt les lumiéres des tubes séminiferes,
I'atrophie du tissu conjonctif et 'hyperplasie dadlules de Leydig.

Dans le méme contexte, I'exposition chronique #@udia soja peut provoquer des effets

déléteres sur la structure des vésicules séminales.
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Nos résultats ont montré que le lait de soja inded altérations a différent degrés chez
les souris ayant ingéré du lait de soja (dystropad’épithélium glandulaire, hyperplasie
glandulaire localisée, réduction de la taille debutes glandulaires, accumulation du produit

de sécrétion et atrophie du tissu conjonctif).

Une étude menée par Piotrowska et al., en 201%, lekerats exposés aux isoflavones
pendant la période prénatale et postnatale jusku'anaturité sexuelle a montré des
changements au niveau de I'épithélium séminifere tésticules ainsi que la présence des

spermatozoides non différenciés dans la lumiéréules séminiferes .

Selon certains chercheurs, des anomalies morploplegi dans les testicules sont
induites par les produits ayant des propriétés oggstiiques et administrés dans la vie
néonatale (Atanassova et al., 2005). Dans I'épitinéséminifére des souris exposées pré-et
néonatale au diéthylstilbestrol, il a été obsemé hypoplasie des cellules de Leydig (Warita
et al., 2006).

En revanche, I'étude de Cardodo et Bao en (200i), nmontré que I'exposition
chronique de la farine de soja chez les lapins snalénduit aucun changement
histopathologique des organes génitaux masculirestiqtles, veésicules séminales,

epididymes...)

De méme, aucun signe histopathologique n’a étérebskans I'étude de McClain et al.,
(2007).
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Les perturbateurs endocriniens présents dans tamwement sont de plus en plus mis
en cause pour expliquer les modifications de lation de reproduction méale, y compris chez
'homme. Cependant, leurs mécanismes d’action auohction de reproduction sont peu
connus et le lieu de causalité chez homme n’est g@montré. Parmi les études
expérimentales rapportées, les conditions d’exiposgont le plus souvent tres éloignées de

la situation environnementale (doses élevées, e@ériode d’exposition ...)

Dans le présent travail, nous nous sommes inté&ressétudier l'effet de la
consommation du lait de soja (BIOMILSOY) qui est commercialisé en Algérie sur

I'appareil reproducteur male chez la souris Swigsée comme modele expérimental.

Le lait de soja est un produit diététigue san®kEtsans saccharose, sans gluten et sans
protéines du lait de vache. Il est enrichi en nugtime, en carnithine, en fer et en zinc. Ce lait
industriel a base de protéines de soja constityeitaipale source de phyto-estrogenes chez
'homme. Ces composés chimiques naturels sont gtisies d’avoir une toxicité sur la
fonction de reproduction, car ils sont capablestiauler, favoriser ou inhiber I'action des
hormones d'ou ils peuvent en théorie modifier lecpssus physiologique soumis a une

régulation endocrinienne.

Ce travail a permis d’évaluer de facon expérimentplelques effets toxiques de la
consommation du lait de soja chez les souris Smiles. L'étude a porté sur la croissance
pondérale. Les reins, le foie et les testiculedpitlidyme et les vésicules séminales sont
préleves et pesés, la mobilité, le comptage etdephologie des spermatozoides et a faire un
test de fertilité (poids et taille des petits a JI74 et J28) et enfin; on a procédé une prise de
sang pour le dosage de la testostérone, les aralgseatologiques et biochimiques sériques
ainsi qu’une étude histologique des testiculesicufes séminales, les reins et foie.

Nos résultats ont montré que le poids corporel nbitsaucune modification
significative chez I'ensemble des groupes expértmen ayant ingéré du lait de soja. De

méme, aucun changement du poids relatif des orgamxe®ls males n’a été observé.

Cependant les souris traitées au lait de soja mpi&seune hyper albuminémie, une
hypocholestérolémie, une hyper urémie associéesdhyper créatinémie et un taux élevé en

acide urique, ainsi qu'un taux normal des transases.

De méme les souris traitées au lait de soja présennhe diminution tres significative

GB, GR, PLT, chez les animaux expérimentaux ré¥élaa anémie aplasique.
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Par ailleurs, nous avons observé une diminutiola aeobilité des spermatozoides ainsi
gue leur nombre aux niveaux testiculaire et épitiigiye, de méme une augmentation du
pourcentage des formes anormales des spermatozbieedes groupes ayant ingéré du lait

de soja a été observée.

De méme, l'effet du lait de soja sur la descendasest manifesté par une diminution
du poids et de la taille des portées ainsi qu'u tde gestation (index de fertilité) réduit chez
les femelles qui se sont accouplées avec des @agdes ingéré du lait de soja.

D’autre part, le taux sérique de la testostérodaeranué chez le groupe ayant ingéré du

lait de soja pendant la période d’allaitement.

L’examen histopathologique des souris ayant ingérkit de soja induit des altérations
au niveau des testicules, des vésicules sémineseeins et le foie

Par ailleurs, les differences morphologiques stug marquées chez les animaux ayant

ingéré du lait de soja comparés aux témoins.

L’analyse histologique de l'architecture tissularévéle une action toxique due a la

consommation du lait de soja sur ces organes.

Le lait de soja, de part ses constituants (phytogéhes, perturbateurs du systéme
endocrinien), a des effets déléteres sur la misplare du potentiel reproducteur masculin

chez la souris Swiss.

Ce que nous pourrons tirer comme conclusion gémédal cette étude c’est que
I'administration du lait de soja en substitutionlai de vache chez les enfants allergiques au
lait bovin n’est pas sans risque. De ce fait, ie faaternel reste le meilleur aliment pour

prévenir I'apparition de manifestations allergiqedsz un nourrisson allergique.

Ce travail ouvre d’autres perspectives de rechesthides effets toxiques du lait de

Soja, particulierement son impact sur :

v/ L’évaluation de la qualité nucléaire, du mouvemeit du degré de
fragmentation de '’'ADN des spermatozoides.
v’ L'effet sur la fertilité féminine.
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ABSTRACT
Objective: of this study is to estimate the consequences of the consumption of soy milk on the male fertility of mice Swiss used as experimental model.

Methods: In our study, we have used 24 male mice 4 weeks old and weighing on average (13.93+0.50) g. These animals were divided into 4 groups;
mice At the end of the 90th day, and during a week, Mice are subjected has a test of fertility Just before their sacrifice by cervical dislocation, males
undergo a blood test for the dosage of the testosterone, Then testicles, épididyme and seminal vesicles are taken and weighed. Sperm cells are
counted, their morphology and their mobility are studied.

Results: Our results show that The mobility of sperm cells decreases very significantly (p < 0,01) to the animals of all the groups having consumed soy milk.

- The number of sperm cells testiculaires and épididymaires is decreased very significantly respectively at the mice of the groups 2 and 3 and at the
mice of the groups 1, 2 and 3 (p < 0,01).

- The sérique rate of the testosterone decreases very significantly (p < 0,01) to the group 2 (1,08 + 0,41ng / ml) with regard to witnesses (6,21
1,54 ng / ml).

Conclusion: the obtained results indicate that the ingestion of the soy milk is not without consequence on the function of reproduction and provokes

significant change of the male fertility of mice.

Keywords: Soybean, Sperm-Fertility, Endocrine Disruptors, Toxicity.

INTRODUCTION

Food-based non-native soya protein (MAP) can be recommended for
the prevention of allergy or food intolerance in infants at high risk.

Milk-based industrial soy protein is the main source of
phytoestrogens in humans. It is therefore important to assess the
levels of intake phytoestrogens contained in soy foods can consume
infants and young children. These natural chemicals that may
toxicity to reproduction because they are able to stimulate, promote
or inhibit hormone action where they can in theory change the
physiological process under an endocrine regulation.

Numerous studies indicate a decrease in the number and quality of
human male sex cells in recent years [1].

Many authors have reported adverse effects on sexual function,
factors toxic substances in our environment and diet. Include gas
exhaust from automobiles [2], pesticides, xenohormones [3].
However, work on the impact of soya milk on hormonal sexual
function of male and fertility are very rare and not deductive.

Our goal is to study the impact of the consumption of soya milk in
Swiss male mice on: the development and maturation of the sexual
organs, male fertility and finally, hormonal function.

MATERIALS AND METHODS
Products and reagents

Different products and reagents from Sigma, Pharmingen, Merck and
Prolabo ® and its bioMérieux (France).

The samples used in this study
Soya milk "BIOMIL ® SOYA"

Powder, obtained from FASSKA (Belgium), is complete infant
formula based on soya protein enriched in L-methionine, L-carnitine
and taurine. It is recommended in case of allergy to cow's milk
protein or lactose intolerance.

This is a complete food free milk from birth, lactose free, sucrose and
gluten-free.

Animals

The animals used in our protocols are Swiss strain mice obtained
from the Pasteur Institute in Algiers. These are mice bred and
acclimatized before handling in the laboratory animal physiology
and nutrition security Food in housing conditions in accordance
with regulations. The Experiments are carried out according to the
well-being of the animal, avoiding the stress and agitation may
interfere with the results.

Subchronic test for soya milk

This experiment evaluates the long-term toxicity resulting to
soyamilk repeatedly ingested orally. The test is performed while
fully respecting indication and dose administered in the box of baby
milk. Swiss male mice (4 weeks), (13.93 + 0.50 g), 2 groups of 6 mice
from a nursing mother fed soy for 90 days of receiving a soy, and the
other (control), 2 Other groups of 6 mice from a female control one
receiving soy milk and the other witness.

Measurement of weight gain

Weight gain of the animals in each group is measured weekly
throughout the duration of the experiment.

Fertility test

At 13 weeks, the mice are mated control females. After parturition,
they take the measurement of the body weight and small size (the
7th, 14th and 28th days).

Blood samples and organs

A volume of 2 ml of blood per mouse was collected, centrifuged.
Serum recovered is used for the determination of testosterone.

After sacrificing the male mice, the testicules, seminal vesicles were
removed and weighed to determine the relative weight.
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The left testis and seminal vesicle are fixed in a solution of 10%
formalin for histological study. The right testis and epididymis law
used to count spermatozoa.

Sperm count

The sperm count is performed on adult male mice. Testis and
epididymis were removed, weighed and finely chopped and
homogenized for 1 minute in 10ml NaCl 9 %o 5ul containing Triton
X-100 (Merck, Germany). The number of sperm was measured using
a cell Mallassez of 5 large squares, observed under an optical
microscope at a magnification of 40 [4].

Sperm motility and abnormality determining

The epididymis is placed, cut in 4 ml of saline and then incubated in an
oven at 37 ° C for 15 min. 20ul of the cell are deposited Mallassez [5].
La sperm motility is performed after 10 microscopic observations
magnification 40. The percentage of sperm motility is defined by [6].
To assess sperm, morphology will be fixed with ethanol 95 ° stained
with gentian violet and rinsed with distilled water. A minimum of 500

sperms are examined by light microscopy. Abnormal-sperms—are—

classified according to: (Abnormalities of the head, thq intermediate
part of the flagellum and the presence of cells others).

Testosterone dosage

The dosage of the hormone is made by the immunoassay by
competition final fluorescence detection (Enzyme Linked
Fluorescent Assay). The disposable cone serves both the solid phase
and the pipetting device. The other reagents of the immunological
reaction are ready and pre-distributed in cartridge.

Statistical methods

The results are expressed as mean * standard error (X * SE). The
averages were compared using a Student t test for paired data and
unpaired. Statistical analysis was conducted using a statistical
software program named STATISTICA (5.1.2006).

Analysis of variance was performed with the ANOVA test. The
significance level used is 5%.

RESULTS
Effect of soya milk on weight gain

Our results showed a very pronounced increase of body weight
depending on the time. However, there was a significant decrease in
body weight of mice who ingested soy milk throughout the
experimental period. Soy milk induces significant decrease in the
growth of mice, p <0.01 with ingesting soya milk.

Their weight has changed to 17.02 + 0.54 40.71 + 1.35 g g for
controls, 11.97 + 0.40 g 37.03 + 0.91 g for mice of group 1 and 11.55
+0.10 37.86 £ 0.94 g in g for animals

However, group 2 mice in group 3 weight changed 15, 17 * 0.21
39.01 + 1.41 g (Figure 1). Weight and litter size in mice from group 3
to 7, 14 to ]28 has decreased very significantly compared to the
control (Figures. 2 and 3). Conversely, the weight and litter size in
mice of groups 1 decreases very significantly on day 7 and J14
compared to control mice (p<0.01). A weight ranges J28 mice groups
2 reduces to a very significant and their size D7 and D28 compared
to control (P <0.01).

Fertility test

The study was conducted on 18 male and female litters. The
intersection of the four groups male mice with female controls led to
the observation of the fertility of mice experimental ingesting soy
milk compared to control mice. The results Table 1 shows the
fertility index.

Effect of soya milk on the relative weight of the sex organs

The relative weights of testis, epididymis, and seminal vesicles in
males only not change among groups who ingested soya milk during
90 days compared to controls (Table 02).
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Effect of soy milk on sexual parameters in male mice

The objective of this part of work is to evaluate the effect of the
consumption of soy milk on parameters sexual Swiss male mice by
calculating the following parameters:

Sperm motility

Our results show a significant decrease in the percentage of mobility
epididymal spermatozoa in groups of mice ingesting soy milk which
values are respectively 37.89 * 3.27, 44.25 + 1.32 and 49.82 * 4.48
compared to group witness have a value of 74.34 + 2.13 (p <0,01).
Throughout these data shows that the sperm motility are
significantly decreased in males consuming soy milk compared to
the control group (p <0, 01) (Figure 4).

These results confirm that the percentage of dead sperm, tend to be
higher in animals ingesting soy milk especially those of groups 1 and
2, which have a nécrospermie (many dead sperm).

Body weight
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Fig. 1: Growth in weight of male mice receiving soy milk and the
control group (n = 6 mice).
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Fig. 2: The weight change of the consumption of soy milk on
offspring
The values shown are averages and their standard errors (X + SE); **
P <0.01
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Fig. 3: The effects of soymilk on the evolution of the size of the seed

The values shown are averages and their standard errors (X + SE); **
P <0.01
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Table 1: Fertility Test

Control parameters Control group (%) Group1 (%) Group 2 (%) Group 3 (%)
Fertility index « 6/6 (100%) 4 /6 (67%) 4 /6 (67%) 5/6 (83%)
Number of newborns 56 39 18 32

Average newborn 9,33+0,56 6,5+2,11 3+1,13 5,33+1,28
Weight (g)#

17 3,73+0,06 3,26+0,17** 3,51+0,23 3,08+0,07**
J14 7,41+0.21 6,27+0.29%* 6,61+0,54 5,30+0,12**
]28 18,93£1,02 17,76+0,52 10,96+1,01** 13,93+0,56%*
Size (cm)?

]7 6,94+0,07 6,11+0,13** 6,33+0,19** 6,27+0,11**
J14 10,42+0,1 9,68+0,24** 9,78+0,34 9,32+0,16**
]28 15,01+0,17 14,61+0,15 12,14+0,68** 12,4+0,42**

a: Number of fertile males / total number coupled.

@: Statistical study was performed on 18 carries for the weight and size.

Value ** very significant compared to control (p <0.01).

Table 2: Effect of soy milk on the relative weight of the sex organs in male mice Seminal vesicles testicles epididymis

Testicles Seminal Vesicles Epididymis
Control group 0,62+0,03 0,72+0,10 0,24+0,03
Group 1 0,55+0,04 0,7 £0,12 0,28+0,01
Group 2 0,57+0,04 0,57+0,11 0,3+0,01
Group 3 0,56%0,02 0,53+0,07 0,24+0,01

(n = 6 mice) for each group.

Group 1: from a nursing mother fed soy and receiving milk for 90 days soya.

Group 2: from a nursing mother fed soy and receiving for 90 days plugs and water.

Group 3: from a female witness and receiving for 90 days of soybean

Control group: received during the entire experimental period plugs and water.
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Fig. 4: The percentage of mobile epididymal sperm of mice with
experimental ingested soy milk compared to the control.

The values shown are averages and their standard errors (X + SE).
** P <0.01

Group 1: from a nursing mother fed soy for 90 days and receiving
soy milk.

Group 2: from a nursing mother fed soy and receiving for 90 days
and plugs water.

Group 3: from a female witness and receiving for 90 days of soybean

Control group: receives throughout the experimental period plugs
and water.
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Fig. 5: Number of sperm (106/ml) in the testes in the control mice
males and experimental mice ingesting soy milk (n = 6 mice).

The values shown are averages and their standard errors (X + SE).

*p <0.05, ** p <0.01, ** p <0.001.

Group 1: from a nursing mother fed soy for 90 days and receiving

soy milk.

Group 2: from a nursing mother fed soy and receiving for 90 days

and plugs water.

Group 3: from a female witness and receiving for 90 days of soybean
Control group: receives throughout the experimental period plugs

and water.
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Counting sperm in the testis and epididymis

The results show a significant and very significant number of
testicular and epididymal sperm in mice groups who ingested milk
soybean (p <0.01). Mice ingested soymilk groups 2 and 3 have a
oligospermia (the presence of abnormally low sperm quantity)
compared to control mice. The number of testicular sperm pass (8.9
+1.72) x 106 / g in witnesses to (3.17 + 0.30) and x106/ml (3.63 *
0.36) x106/ml mice in groups 2 and 3 respectively (Figure 5).
Epididymal sperm count is decreased very significantly in Groups 1,
2 and 3 having ingested soy milk whose values are respectively 7.43
+ 0.41 and 5.27 + 0,53,6,5 + 0.59 sperm compared to control mice
14.53 + 1.43 (p <0.01) (Figure 6).

Number of sperm {_10".’-:1)

Tog -

504
40 4 1 e 2

GROUPCONTROL GROUP1 GROUP2 GROUP3

Fig. 6: Number of sperm (106/ml) in the epididymal in the
control mice males and experimental mice ingesting soy milk (n
= 6 mice).

The values shown are averages and their standard errors (X + SE).
*p <0.05, ** p <0.01, ** p <0.001.

Group 1: from a nursing mother fed soy for 90 days and receiving
soy milk.

Group 2: from a nursing mother fed soy and receiving for 90 days
and plugs water.

Group 3: from a female witness and receiving for 90 days of soybean

Control group: receives throughout the experimental period plugs
and water.
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Sperm morphology

Morphology, last parameter analyzed the semen does not seem to
escape adverse effects of soymilk. The results of the figure (Figure 7)
show that the percentage the teratozoospermia (abnormal sperm
morphology) is greater in mice ingested soy milk compared to the
control group. The percentage of abnormalities abnormal sperm
morphology is more common in mice ingested soymilk groups 1 and
2 respectively have values ranging from 16.3 + 2.41% and 19 *
2.57% compared to the value of the control group is 7.67 + 0.60%.
Morphology sperm is analyzed according to the different forms
abnormal level of the head (Microcephalic, macrocephaly, head
headless and irregular), and flagellum piece Intermediair (Coiled,
short, with handle, double) observed with an optical microscope at
different face (Figure 7.8.and 9).

Sperm morphology %

2500 -

15,00 | J

500 1

0,00 : — . -
GROUP CONTROL GROUP1 GROUP2? GROUP3
Fig. 7: Percentage of abnormal sperm in animals of different
groups.
The values shown are averages and their standard errors (X + SE).
*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Group 1: from a nursing mother fed soy for 90 days and receiving soy
milk.

Group 2: from a nursing mother fed soy and receiving for 90 days

and plugs water.

Group 3: from a female witness and receiving for 90 days of soybean
Control group: receives throughout the experimental period plugs
and water.
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(d)
Fig. 8: Optical microscope observation of the various abnormalities of sperm head stained with gentian violet in [magnification x400].

[a] Amorphous. [b] macrocephalous. [c] microcephalic. [d] head irregular. [e] Acéphale. [f] Grouping into clusters.

Fig. 9: Observation under an optical microscope abnormalities of the intermediate (angled) of sperm stained with gentian violet in
[magnification x400].

Fig. 10: Optical microscope observation of different anomalies flagellum sperm stained with gentian violet in [magnification x400].
[a] Double. [b] and. [c] Coiled.
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Dosage hormonal

The results in Figure 11 show a significant decrease in the
concentration of plasma testosterone in mice from group 2 who
ingested soymilk by through breastfeeding (p <0.01). The serum
concentration of testosterone from the value 6.21 + 1.54 ng / ml in
the control mice and 1.08 + 0.41 ng / ml in the mice of group2.

9
8

: B

GROUPCONTROL GROTUP1 GROTUP 2 GROTUP 3

Fig. 11: the concentration of plasma testosterone (ng /ml) in
animals of different groups.

DISCUSSION

Fertility in mammals is very sensitive to disturbances in the body by
exogenous agents. Numerous studies indicate a decrease in the
number and quality of human male sex cells in recent years [1]. It
seems that disturbances of the sexual apparatus multiply human
male.

Several exogenous compounds including pesticides, drugs, organic
solvents, tobacco [7], xenohormones [3]. Although the biochemical
mechanisms of toxicity are not well understood, they are considered
true toxic agents affecting fertility [8,9,10]. Few recent studies show
that phytoestrogens may have deleterious effects in the animal, in
particular on the development and maturation of sex organs, and on
the fertility [11]. Food soya are the main source of phytoestrogens
humans, it is important to assess the levels of Phyto-estrogen intake
contained in soy foods can consume infants and young children, and
to consider the possible risks. Fed infants exclusively with infant
formula based soya protein.

Today is the subgroup of the population most exposed to Phyto-
estrogens. This milk-based industrial soya protein is the main source
of phytoestrogens in humans. These natural chemicals are likely to
have a toxicity to reproduction because they are able to stimulate,
promote or inhibit hormone action where they can in theory change
the physiological process under an endocrine regulation [11,12,13],
that is why this work was undertaken.

In the first part of our work we determined the effects of soya milk
on body weight in mice. A significant decrease in body weight mice
ingested soy milk compared to control mice. This decrease is
probably due to the anorectic effect of soy isoflavones. The results
consistent with those of [14, 15] in rabbits and rats treated with
isoflavones.

The association with food intake observed in rabbits in the same
study also been reported in rats fed diets containing genistein,
suggesting a be anorexigenic of endocrine disruptor (PE) on the
central nervous system, similar to that of endogenous estrogens.
[17]However, this effect seems to be associated with a chronic
treatment with large amounts of soy isoflavones. Exhibitions and
pre- postnatal isoflavones in the study [18] have mounted similar
declines parameter. For cons, the work by [19] showed that
chronic administration and subchronic genistein in Wistar rats for
4 weeks and 13 weeks did not induce any difference in body
weight.

Int ] Pharm Pharm Sci, Vol 6, Issue 4, 669-676

The second part of our work has been devoted to the fertility test,
the results Our experiments show that the control females mated
with males ingested soy milk have a pregnancy rate (index of
fertility) reduced compared to females mated with control mice, and
reduced weight and size scope of the various experimental groups
who ingested soya milk.

Also in another study [20] showed that the exposure of the genistein
and vinclozolin gestation to adult male Wistar rats causes a reduced
rate of pregnant females mated with males exposed and compared
to witness.

Work [21] showed that injection of zearalenone or a-zearalenol
led to a reduction in fertility and reproductive potential in male
mice adults. A pregnancy rate is significantly reduced in female
mice mated with males treated with Zearalenone and a-zearalenol.
Also a decrease in the number of birth is probably due to poor
sperm quality of males Zearalenone and « zearalenol. Similarly, it
was reported by [24, 23, 22] for the Phyto-estrogen analogues
estrogen, genistein did various birds and mammals led to a
reduced fertility thereof. In the 3rd part of our work, we evaluated
the relative organ weights of sexual Swiss mice, it showed no
change in the relative weights of the testis, epididymis and seminal
vesicles groups who ingested soya milk compared the control

group.

These results agree with those of [25, 26] that the relative weights of
sexual organs of rats did not change.

Another study that has been made by [27]did not observe any
changes in rabbits testis weight.

Moreover, according to [28] exposure to genistein and
diethylstilbestrol induces a significant reduction in the relative
weights of these organs.

The work undertaken by [18] showed that pre-and postnatal
exposure to isoflavones in rats induces an increase in testicular
weight compared to the group control, however, no change was
observed in the epididymides. These results are consistent with the
results of the reports [30, 29]. However, a increase in testicular
weight was observed in perinatal exposure of mink to genistein [31]
and pre-and postnatal mice treated with genistein [23]. In contrast,
some researchers have reported that the administration of
exogenous estrogen or anti androgens reduces the weight of the
testis and epididymis [32, 33, 34].

Routine method to assess the potential fertility of a male is the
realization

of semen during which quantitative semen parameters (number of
sperm) and qualitative (mobility and sperm morphological
abnormalities (Abnormal forms) are analyzed. Decreased mobility
and number of sperm in testicular and epididymal we observed in
mice who ingested soy milk is probably due to the effect of estrogen
Soy Phyto-on different control levels of spermatogenesis.

Our results show a significant and very significant percentage of
epididymal sperm motility in mice groups having ingested soy milk
compared to controls.

In the study [29]. The percentages of sperm motility in all animals
exposed to zearalenone and its derivatives-zearalenol at all doses
were significantly lower than control. These results are consistent
with that of [20] have shown that exposure to genistein and
vinclozolin low dose of gestation to adult male Wistar rats induced a
decrease in mobility sperm. By cons, [35] have shown that in the
rabbit, genistein caused increasing sperm motility.

Our results also show a significant and very significantnumber of
testicular and epididymal sperm that is observed in mice groups
who ingested soya. In this context, the work by [36] has cited no
change in rats ingesting oral genistein confirming the results of [15,
37] however [18] shows that there was no significant change in the
number of epididymal sperm in rats exposed to isoflavones.

Our results also showed that the percentage of teratozoospermia
(anomaly sperm morphology) is greater in mice ingested milk soya.
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These results agree with those of [29], the percentage of sperm
abnormal increased in male mice exposed to zearalenone and its
derivatives-zearalenol. Furthermore, no significant differences in
percentage of abnormal forms of sperm were observed in rats
exposed to genistein for 4 weeks [38].

Our results also revealed a significant decrease of serum
testosterone in mice ingesting soya milk during exposure during the
breastfeeding compared to controls.

Our results are consistent with those reported in the literature [40,
39, 23], the doses of high genistein males reduced testosterone
levels. In addition, the study by [41]showed that genistein was
administered to rats of adult males for 3 months, and the study of
[42] obtained a vitro decreased testosterone production after
exposure to isoflavones.

In contrast, exposure to long-term genistein in adult rats did not
change the level of serum testosterone [41]. The same observation
was made in studies [45, 44, 43, 23]. In another study [18] no
significant difference serum testosterone was observed in rats
exposed to genistein.The last part of our work has enabled us to
assess the impact of soya milk on the histopathology of the testes
and seminal vesicles.

Microscopic examination of histological sections made in the
testicles mice ingesting soy milk, showed a decrease in sperm light
of the seminiferous tubules of mice ingesting soy milk.

CONCLUSION

Endocrine disruptors in the environment are increasingly
challenged to explain changes in male reproductive function,
including in humans.

However, their mechanisms of action on reproductive function are
poorly understood and place of causality in humans has not been
demonstrated. Among the experimental studies reported, the
conditions of exposure are often far removed from the
environmental conditions (short exposure period).

We are interested in studying the effect of consumption of milk
soyabeans (SOYA BIOMIL ®) on the male reproductive Swiss mice
used as an experimental model.

Soya milk is a dietary product without lactose, sucrose, gluten and
cow's milk proteins. It is enriched with methionine, carnitine, iron
and zinc. Such milk industrially based on soya protein is the main
source of phytoestrogens in humans.

These natural chemicals are likely to have toxicity function in
reproduction, because they are able to stimulate, promote or inhibit
hormone action where they can theoretically change the
physiological process subject to endocrine regulation. This work was
used to evaluate experimentally some toxic effects of consumption
Subchronic soymilk male Swiss mice.

The study focused on weight gain, on the relative weight of sexual
organs (testes, epididymis and seminalvesicles), mobility, count and
sperm morphology and to test fertility (litter size and weight at D7,
D14 and D28 and finally has to make a determination of serum
testosterone hormone.

Our results show that body weight decreased very significantly in all
experimental groups who ingested soya milk. However, no change
relative weight of the male sex organs was observed.

In addition, we observed a decrease in sperm motility and their
testicular and epididymal number, and an increase in the percentage
of forms of abnormal sperm groups who ingested soya milk.

On the other hand, the serum testosterone decreased in the group
who ingested milk soya beans during the lactation period.
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