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GLOSSAIRE

Cytotoxicité : est la propriété d un agent chimique ou biologique a d’étre toxique pour
les cellules éventuellement jusqu’a les détruire.

Hyperchromatique : Aspect dense et sombre du noyau lié & une condensation du
nombre des chromosomes.

Toxicité subchronique : une toxicité résulte de I’administration répétée d’une dose ou
de I’exposition quotidienne a une concentration de la substance étudiée pendant une
durée moyenne de un a trois mois (Fillatre, 2011).

DJA : (Dose Journaliere Admissible) : La DJA d’un produit chimique est une
estimation de la quantité de substance active présente dans les aliments ou I’ecau qui
peut étre ingérée tout les jours pendant la vie entiére sans risque appréciable sur la
santé du consommateur, compte tenu de tout les facteurs connus au moment de
I’évaluation. Elle est exprimée en milligramme de substance chimique par kilogramme
de poids corporel (OMS, 1997). DJA= NOAEL / 100.

NOAEL : (No Observed Adverse Effect Level) : elle est définie comme la dose la
plus élevée d’une substance qui provoque de faibles effets chez des animaux soumis a
I’expérimentation.




RESUME

L’utilisation des pesticides dans le monde s’intensifie malgré les différentes alertes des
specialistes par rapport a leurs potentiels effets néfastes sur la santé animale en générale et
humaine en particulier. L’objectif de cette étude est d’évaluer I’impact du Thiamethoxame
(TMX), un insecticide appartenant a la famille des néonicotinoides, sur [’appareil
reproducteur des rats méles,

Pour ce faire, 20 rats males adultes de souche "Wistar", ont été répartis en quatre lots :
témoins (1 ml/j d’cau) et les traités par gavage pendant 10 semaines avec le TMX a
differentes doses (DJA : 0.026 mg/kg), (NOAEL : 2.6 mg/kg), (NOAEL x2 : 5.2 mg/kg). Les
épididymes, testicules, prostate et vesicules séminales ont été prélevé puis fixés au
Paraformaldehyde 4%. Aprés la confection des coupes histologiques et la coloration a
I’hématoxyline et €osine, des photographies sont prises et traitées par le logiciel Axio Vision
Rel. 4.8 pour une étude histo-morphométrique.

Les résultats obtenus ont démontré que I’exposition subchronique au Thiamethoxame,
surtout a des doses NOAEL x2, provoque des changements histologiques non négligeables
aussi bien au niveau du testicule que des organes annexes : épididyme, prostate et vésicule
séminale. Les changements observés au microscope optique et confirmés par des examens
morphomeétriques se résument entre autres a une hausse de la surface du noyau des cellules de
Leydig, une dilatation des vaisseaux sanguins et une vacuolisation du tissu interstitiel du
testicule, des modifications de la densité des noyaux cellulaires, une réduction de la surface
et/ou de la hauteur de I’épithélium, avec parfois des foyers hyperplasiques au sein de
I'épididyme, la prostate et la vésicule séminale. Ainsi une perte d’intégrité de 1’épithélium
prostatique dans certaines régions.

Ces modifications structurales accompagnées d’une réduction du taux des spermatozoides
dans la lumiere des tubes séminiféres et la lumiére épididymaire, ainsi que d’une baisse du
liquide prostatique, laissent suggérer des altérations fonctionnelles au niveau des différents
organes de D’appareil reproducteur male sous l’effet d’un traitement subchronique au
Thiamethoxame.

Mots clés : Pesticide, Thiamethoxame, subchronique, Testicule, Epididyme, Vésicule
séminale, Prostate, Rat.




ABSTRACT

The use of pesticides in the world is intensifying despite the various warnings from
specialists regarding their potential harmful effects on animal health in general and human
health in particular. The objective of this study is to evaluate the impact of Thiamethoxam
(TMX), an insecticide belonging to the neonicotinoid family, on the reproductive system of
male rats,

To do this, 20 adult male rats of the "Wistar" strain were divided into four groups: controls
(1 ml/day of water) and treated by gavage for 10 weeks with TMX at different doses (DJA:
0.026 mg/day). kg), (NOAEL: 2.6 mg/kg), (NOAEL x2: 5.2 mg/kg). The epididymides,
testicles, prostate and seminal vesicles were removed and then fixed with 4%
paraformaldehyde. After making the histological sections and staining with hematoxylin and
eosin, photographs are taken and processed by the Axio Vision Rel software. 4.8 for a histo-
morphometric study.

The results obtained showed that subchronic exposure to Thiamethoxam, especially at
NOAEL x2 doses, causes significant histological changes in both the testis and the adjoining
organs: epididymis, prostate and seminal vesicle. The changes observed under the light
microscope and confirmed by morphometric examinations include, among others, an increase
in the surface area of the Leydig cell nucleus, dilation of the blood vessels and vacuolation of
interstitial tissue of the testicle, changes in the density of the cell nuclei, a reduction in surface
and/or height of the epithelium, sometimes with hyperplastic foci within the epididymis,
prostate and seminal vesicle. Thus loss of integrity of the prostatic epithelium in some areas.

These structural changes accompanied by a reduction in the rate of spermatozoa in the
lumen of the seminiferous tubules and the epididymal lumen, as well as a drop in prostatic
fluid, suggest functional alterations in the various organs of the male reproductive system
under the effect of subchronic treatment with Thiamethoxam.

Keywords: Pesticide, Thiamethoxam, subchronic, Testicle, Epididymis, Seminal vesicle,
Prostate, Rat.
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Introduction

De nos jours, les pesticides sont utilisés partout autour de nous, dans les maisons, les
jardins, les écoles, les parcs et les champs agricoles, ce qui rend notre exposition quasi-
constante a ces produits. Ils sont utilisés principalement pour lutter contre les organismes
considérés comme nuisibles : les insectes (insecticides), les champignons, les moisissures
(fongicides), les mauvaises herbes (herbicides), les rongeurs (rongicides) etc...(Feki, 2019).

IIs peuvent entrainer des effets non intentionnels chez les organismes non ciblés,
comme les animaux en général, les mammiféres en particulier, y compris I’homme, et ce via
la contamination des eaux, du sol, de I’air et des aliments, comme les végétaux....

Les pesticides ont de variables degrés de nuisance ; leur toxicité dépend de plusieurs
facteurs, en I’occurrence la composition chimique, la concentration, ainsi que la forme et la
durée d’exposition. De plus, les résultats de différentes études ont suggéré des liens entre
I’exposition a certains pesticides et 1’apparition de certaines affections graves, telles que des
pathologies neurologiques, cancers, infertilité etc... (Bouziani, 2021). Pour pallier & ce qui
précede, I’organisation mondiale de la santé (OMS) a classé un grand nombre de pesticides
comme "potentiellement™ cancérogenes, mutagenes et méme reprotoxiques.

Le Thiaméthoxame est un insecticide organique synthétique appartenant a la famille
des néonicotinoides. Il est apparu sur le marché mondial en 1998 et selon la MADR (2010), il
a été homologué en Algérie en juillet 2008. Deux ans plus tard, il a été mis sur le marché
(Arbabtafti.R, 2014). Il fait partie des néonicotinoides de deuxiéme génération qui se lient
sélectivement et fortement aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChRs) des
insectes (Goulson, 2013).

Les propriétés de ce pesticide ont conduit a son utilisation a grande échelle allant de la
protection des plantes (cultures, légumes, fruits) contre les ravageurs, a la santé animale,
comme les produits vétérinaires.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail d’initiation et dont 1’objectif est
d’évaluer d’éventuels effets de I’exposition subchronique au Thiaméthoxame sur le
fonctionnement de I’appareil reproducteur des rats males de souche "Wistar".

Chez les mammiferes, I’appareil reproducteur méale regroupe les testicules,
I’épididyme, la prostate et les vésicules séminales. Il permet de générer, stocker et transporter
le matériel génétique contenu dans les cellules sexuelles males, les spermatozoides. En plus
de cette fonction exocrine, il est doté d’une fonction endocrine, représentée essentiellement

par la stéroidogenése sous le controle de I’axe hypothalamo-antéhypophysaire.




Introduction

Nous avions abordé la présente étude par une approche histologique et
morphométrique des quatre organes d’intérét: le testicule, 1’épididyme, la prostate et la
vesicule séminale.

Ce manuscrit est composé de deux parties, la premiere concerne les rappels
bibliographiques sur les pesticides, principalement le Thiaméthoxame, et sur [’appareil
reproducteur male des mammiféres. La deuxiéme partie démarre par une présentation du
dispositif expérimentale mis en ceuvre pour répondre a I’objectif du mémoire, suivie de la

description, interprétation et discussion des résultats.
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I. Pesticides et Thiaméthoxame
1. Pesticides
1.1. Définition

Le mot « pesticide », utilis¢ aujourd’hui dans le langage courant, est dérivé des termes
latins « caedere » qui veut dire (tuer) et « pestis » (fléau), intégré a la langue anglaise dés les
années 1940, puis a la langue frangaise a la fin des années 1950 (Baldi et al., 2013).

Un pesticide désigne toute substance naturelle ou de synthése capables de controler,
dattirer, de repousser, de détruire ou de s'opposer au développement des organismes vivants
(microbes, animaux ou Vvégétaux) considérés comme indésirables pour l'agriculture,
I'nygiéne et santé publique (les insectes parasites (poux) ou vecteurs de maladies telles que

le paludisme), la santé vétérinaire.

1.2. Composition

Un pesticide est composé par un ensemble de molécules (PuKri, 2019)
comprenant : une ou plusieurs matiéres actives, lui conférent une partie ou la totalité de 1’effet
toxique désiré, un diluant pouvant étre de nature solide ou liquide (solvant) destiné a abaisser
la concentration en matiere active et des adjuvants, qui sont des substances dépourvues
d'activité biologique mais qui servent a améliorer ’efficacité des propriétés chimiques

spécifiques du produit (Boland et al., 2004).

1.3. Caractéristiques

Les produits commerciaux contenant des pesticides sont présentés a 1’utilisateur sous
différentes formes : liquide, solide ou gazeuse (Baldi et al., 2013). Les formulations liquides
incluent les suspensions, les solutions, les concentrés emulsifiables, les suspensions en
microcapsules et les aérosols. Les préparations solides comprennent les poussieres, les
particules, les granulés, les pastilles, les granules solubles, les poudres solubles, les appats, les
tablettes, les comprimés, les pates granulées et les poudres mouillables.

Quant aux formulations gazeuses, elles sont généralement des fumigeants (Cchst,
2017). Une abréviation codée, indiquant le type de formulation, se trouve sur l'étiquette de
chaque pesticide (Tableau 1). Elle est souvent accompagnée du nom commercial (Cchst,
2017).

-


https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Hygiene.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Sante-publique.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Paludisme.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Sante.html

Rappels Bibliographiques

Tableau 1 : Abréviations des différentes formulations des pesticides.

D — Poussiére ou poudre SN — Solution

DF — Pate granulée SC - Concentré pulvérisable

E ou E C — Concentré émulsifiable | SP — Poudre soluble

F — Suspension concentrée WDG - Granulé soluble

GR — Granulé WP — Poudre mouillable

P — Pastille WS — Concentré soluble dans I'eau

1.4. Classification des pesticides
1.4.1. Selon ’organisme cible

Les pesticides sont classés en fonction de leurs usages (la cible ou 1’organisme vivant
visé) ; donnant ainsi diverses familles : les herbicides, les fongicides, les insecticides, les

parasiticides (contre les parasites), les virucides (contre les virus)...ect

1.4.2. Selon la nature chimique

Les pesticides peuvent étre également classés selon la nature chimique de la substance
active, ainsi plusieurs groupes se distinguent :

- Les pesticides organiques: contiennent du carbone (Tableau 2). Ils sont trés
nombreux et appartiennent eux-mémes a plusieurs grandes familles chimiques, comme par
exemple les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les
triazines ou les urées. Ces familles sont établies en fonction du groupe fonctionnel principal
de la molécule (Cruz, 2015).

- Les pesticides inorganiques, ne contiennent du carbone que sous forme de carbonate
ou de cyanure. Ils sont dérivés essentiellement de minéraux (cottineau, 2021).

- Les Biopesticides : sont des substances dérivées de plantes ou d’animaux. Ils peuvent
¢galement consister d’organismes et comprennent des moisissures, des bactéries, des virus et
des nématodes, des composés chimiques dérivés de plantes ainsi que des phéromones
d’insectes (Boland et al., 2004).

1.4.3 Selon le risque

En 1973, I’OMS a mis en point un autre systeme de classification des pesticides selon
les dangers qu’ils présentent sur la santé humaine, animale et sur I’environnement. Cette
classification repose sur 1’évaluation de la toxicité du composé technique et de ses

formulations.

1.4.4 Selon la réglementation
Au niveau de la réglementation européenne (Reglement CE n°304/2003), les produits

définis sous le terme de « Pesticides » peuvent étre classés selon quatre groupes distincts: les

;
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produits phytopharmaceutiques, les biocides, les médicaments et produits & usage humain, et
ceux a usage veétérinaire (Baldi et al., 2013).

1.5. Sources et voies d’exposition

L’exposition aux pesticides peut se produire directement, en exposition dite
professionnelle. Cette derniére se voit chez les personnes travailleurs exposés lors de la
fabrication, la formulation et I’épandage de ces produits, mais aussi indirectement (exposition
environnementale) via I’air respiré, I’eau et aliments consommés ou bien au contact des
surfaces contaminées (Baldi et al., 2013).

Ces produits peuvent pénétrer dans 1’organisme selon trois voies d’exposition (Cchst,
2017) :

- Par contact dermique (absorption par la peau ou les yeux): qui est la voie d'exposition
la plus courante.

- Par inhalation (absorption par les poumons).

- Par ingestion (absorption par la bouche) :c’est la voie d'exposition la moins courante
mais qui donne lieu aux intoxications les plus graves (Cchst, 2017).

1.6. Toxicité

Tous les pesticides pourraient éventuellement étre responsables de 1’apparition d’effets
toxiques mais a différents degrés (Samuel et Saint-Laurent, 2001). Le risque d’une
intoxication par ces produits augmente en fonction de leur concentration (quantité ou dose) et
de la durée d'exposition (Cchst, 2017).

Selon la British Colombia Food and Fisheries, 2022, les pesticides ont de hombreux
modes d'action différents, mais en général, ils provoquent des changements biochimiques qui
interferent avec les fonctions normales des cellules (Tableau 2).

Une substance hautement toxique provoque de graves symptomes d'empoisonnement
avec de petites doses. Une substance faiblement toxique nécessite généralement des doses
importantes pour produire des symptdmes légers de toxicité. Deux types de toxicité se
distinguent :

- La toxicité aigué quand les effets nocifs d’une substance se développent rapidement
apres I'exposition (quelques heures a un jour).

- La toxicité chronique quand les effets nocifs d’une substance apparaissent sur la

santé suite a une exposition a long terme.

-
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1.7. Effets des pesticides sur la physiologie

Le type de pesticide, la durée et la voie d'exposition, ainsi que I'état de santé individuel,
comme les carences nutritionnelles et 1’état de la peau, sont des facteurs déterminants de
I’effet délétére possible sur la santé. Dans le corps humain ou animal, les pesticides peuvent
étre métabolisés, excrétés, stockés ou bio-stockés dans la graisse corporelle (OMS,
1990 ;Alewu et Nosiri ., 2011 ; Pirsaheb et al., 2015).

Les nombreux effets négatifs sur la santé, associés aux pesticides chimiques,
comprennent, des effets dermatologiques, gastro-intestinaux, neurologiques, cancérigenes,
respiratoires, reproductifs et endocriniens, provoquant ainsi un déséquilibre physiologique. De
plus, une forte exposition professionnelle, accidentelle ou intentionnelle aux pesticides peut
entrainer une hospitalisation et peut méme étre mortelle dans certains cas.

Plusieurs pesticides sont avérés des perturbateurs endocriniens (PE) et sont fortement
suspectés d’étre néfastes au développement intra-utérin (A.R.L.A.S.C, 2007).

Ces produits chimiques notamment les insecticides peuvent interférer les fonctions
cellulaires des différents systéemes de 1’organisme (le systéme nerveux, le tube digestif,...)
(Tableau 2).

Tableau 2 : Liste des principales classes d’insecticides y compris les néonicotinoides

selon 'IRAC 2012 (Adapté de Louat, 2013).
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halofénozide,
tebufeéno=zida
ATFE sxnthetass Azocwclotine,
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diafenthinron
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rvanodins

chlorantraniliprods




Rappels Bibliographiques

2. Les néonicotinoides
2.1. Définition et utilisation

Les neonicotinoides sont apparus dans le début des années 1990 et deviennent la
classe des insecticides la plus utilisée dans le monde grace a sa haute efficacite, sa protection
de longue durée, ses multiples voies d’applications et sa systémicité qui lui permet d’atteindre
tous les tissus des végétaux (Blottiere, 2019 ; 2020) IIs sont des insecticides largement utilisés
dans le traitement des semences (enrobage) contre des insectes suceurs de seve (les
pucerons....), mais €galement comme composants de produits vétérinaires, tels que les
traitements antipuces pour chiens et chats (Goulson, 2017).

Les néonicotinoides les plus couramment utilisés sont le Thiaclopride, 1’ITmidaclopride
et le Thiaméthoxame (Viau, 2008). En plus de leurs effets sur les ravageurs, ils peuvent
également toucher les organismes non ciblés qui peuvent en étre exposés a la suite d’un
contact direct avec des poussieres contaminées, par consommation des eaux contaminés ou
encore par ingestion d’une plante ayant absorbé I’insecticide (Paquet et al., 2021).
Comparativement aux insecticides traditionnels, les néonicotinoides étaient longtemps
considérés comme peu toxiques pour les mammiferes. Cependant, de plus en plus d’études
récentes ont montré qu’une exposition aux néonicotinoides présente un risque potentiel pour

les mammiféres et méme les humains.

2.2. Mode d’action

Les neéonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine. Ce sont les
agonistes des récepteurs cholinergiques nicotiniques (de I’acétylcholine), localisés dans la
membrane post-synaptique du systéme nerveux central. Ces récepteurs sont présents dans le
SN des vertébrés et des invertébrés et possedent une grande affinité pour les néonicotinoides
(Soumis, 2018). Ces derniers se lient fortement aux récepteurs (Figure 1) et entrent en
compétition avec 1’acétylcholine (Blottiére, 2019 ; 2020). Les insecticides néonicotinoides ne
peuvent pas étre décomposés par I’acétylcholinestérase ce qui entraine une surstimulation des
nerfs, qui mene a la paralysie, il s’ensuit un arrét des activités vitales et donc I’inévitable mort
(Tomizawa et Yamamoto, 1992).

Les vertébrés ont une faible quantité de récepteurs nicotiniques ayant une haute
affinité pour les néonicotinoides, c’est pourquoi les néonicotinoides montrent a priori une
toxicité plus élevée chez les invertébrés que chez les vertébrés, y compris I’homme (Simon-

Delso et al., 2014).

-
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Acetyicholinesterase (AChE) breaks down Acetylcholinesterase cannot break down
acetylcholine (ACh), preventing overstimulation neonicotinoids (ACh receptor agonists), leading
and blockage of acetylcholine receptors to paralysis (due to blockage of ACh receptors)

Figure 1 : mécanisme d'action des néonicotinoides. https://ib.bioninja.com.au/standard-

level/topic-6-human-physiology/65-neurons-and-synapses/neurotransmitters.html)

3. Thiaméthoxame
3.1. Histoire et Définition

Le thiaméthoxame (TMX) est un pesticide néonicotinoide, doté de propriétés
insecticides a large spectre. C’est un insecticide a action de contacte et d’ingestion. Pourvu de
propriétés systémiques, il est absorbé rapidement et transporté via le xyléeme pour atteindre
toutes les parties de la plante (Jeschke et Nauen, 2008). Il a été synthétisé pour la premiére
fois en 1991, et est maintenant développé dans le monde entier pour étre utilisé dans diverses
cultures. Le thiaméthoxame est commercialisé depuis 1998 sous les marques Actara® pour le

traitement foliaire et du sol et Cruiser® pour le traitement des semences (Maienfisch, 2005).

3.2. Utilisation

Le TMX a une activité insecticide qui offre un excellent contrdle d'une grande variété
de ravageurs dans de nombreuses cultures. Il est actif contre les insectes suceurs et broyeurs
comme; les pucerons et les aleurodes.

Ce pesticide est utilisé sur une variété de grandes cultures, notamment celles du mais,
riz et soja. Le mode d’utilisation est soit par enrobage de la semence, pulvérisation sur les
feuilles des plantes ou application au sol du fait que le TMX est absorbable par les racines. Il
est également utilisé pour protéger les enclos du bétail, les poulaillers, les terrains de golf, les
pelouses et les plantes domestiques. Les traitements vétérinaires par ce produit comprennent
I’administration orale de comprimés ou 1’application de produits topiques (liquides et colliers)

(Dryden et Coll, 2001).



https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-6-human-physiology/65-neurons-and-synapses/neurotransmitters.html
https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-6-human-physiology/65-neurons-and-synapses/neurotransmitters.html
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3.3. Caractéristiques
e Laformule brute du TMX est : C8H10CIN503S
e Son nom systématique est : 3-(2-Chloro-thiazol-5-ylméthyl)-5-methyl-
(1,3,5)oxadiazinan-4-yldéne-N-nitroamine C8H10CIN503S

e Sastructure chimique est : (figure2)

™
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Figure 2: Structure chimique du Thiaméthoxame (Adapte de Bouchema et al., 2016).

e Quant a ses propriétés expérimentales, elles sont regroupées dans le tableau ci-
dessous :

Tableau 3 : Les propriétés physico-chimiques du Thiaméthoxame.

Couleur et forme - Poudre cristalline. (MacBean, 2010).

-Granulés marron clair. (Meister, 2008).

Odeur De moisi. (Meister, 2008).

Point de fusion 139.1 °C. (MacBean, 2010).

Solubilité Dans l'eau , 4.1X10+3 mg/L a 25 °C. (MacBean, 2010).

Poids moléculaire 291.72 (g/mol-1) (A.R.L.A.S.C, 2007).

e Le TMX est rapidement et complétement absorbé, rapidement distribué dans le corps
et aussi rapidement éliminé (MacBean, 2010).
3.4. Mode d’action
Le TMX comme les autres néonicotinoides, agit spécifiquement comme agoniste des
récepteurs cholinergiques (nicotiniques) (Maienfisch et al., 2001) et entrave la transmission

synaptique dans le systéme nerveux des insectes.



https://www.google.com/search?q=Thiamethoxam+structure&biw=1707&bih=781&tbm=isch&source=iu&ictx=1&vet=1&fir=Oth-rtwITT_UQM%252CLQHYm4nzEVpsMM%252C%252Fm%252F0drxtm0&usg=AI4_-kQCa19wYtTcr3bjThsDgtfE1WUlCA&sa=X&ved=2ahUKEwjHsJPu6ej3AhVUwAIHHU0kA5QQ_B16BAgaEAE#imgrc=Oth-rtwITT_UQM
https://www.google.com/search?q=Thiamethoxam+structure&biw=1707&bih=781&tbm=isch&source=iu&ictx=1&vet=1&fir=Oth-rtwITT_UQM%252CLQHYm4nzEVpsMM%252C%252Fm%252F0drxtm0&usg=AI4_-kQCa19wYtTcr3bjThsDgtfE1WUlCA&sa=X&ved=2ahUKEwjHsJPu6ej3AhVUwAIHHU0kA5QQ_B16BAgaEAE#imgrc=Oth-rtwITT_UQM
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
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3.5. Exposition et toxicité

Concernant les fabricants et les agriculteurs, les risques professionnels ne sont pas
préoccupants lorsque le Thiaméthoxame est utilisé conformément au mode d’emploi proposé
sur I’étiquette, lequel comprend des mesures de protection (A.R.L.A.S.C, 2018).

L’exposition occasionnelle a ce pesticide devrait étre largement inférieure a
I’exposition subie par les travailleurs; par conséquent, les risques sanitaires liés a ce type

d’exposition ne sont pas préoccupants (A.R.L.A.S.C, 2018).

3.5.1. Toxicité aigue

Le TMX peut affecter les insectes par ingestion ou par simple contact. Il est
Iégerement toxique par voie orale et par inhalation et il possede une faible toxicité par la voie
cutanée. 1l est peu ou pas irritant pour la peau et les yeux et il ne cause pas de sensibilisation
cutanée (Feki el al,. 2021). Ses doses aigués éelevées exercent des effets neurotoxiques sur
I’activité locomotrice (A.R.L.A.S.C, 2007).

3.5.2. Toxicité chronique

Selon I'Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire de Santé Canada
(A.R.L.AS.C, 2018), I’exposition a plusieurs doses de TMX sur une longue période peut
avoir des effets sur la santé, notamment sur le foie, les reins, les testicules et le systeme
nerveux.

Egalement des signes indicateurs d’effets du TMX sur le systéme endocrinien ont été
observés chez plusieurs espéces (A.R.L.A, 2001).

Ainsi I’exposition répétée a ce pesticide peut se traduire par une hépato toxicité, d’une
insuffisance rénale, d’une athérosclérose, d’un infarctus du myocarde avec une augmentation
de la pression artérielle (A.R.L.A, 2001).

Dans les essais de toxicit¢ pour la reproduction chez 1’animal, un retard de la
maturation des gonades chez les chiens et les souris femelles ont été observés (A.R.L.A,
2001).

.
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I1. Rappels anatomo-structuro-fonctionnels de ’appareil reproducteur male
1. Généralités sur I’appareil reproducteur male

L’appareil reproducteur male assure la production, le stockage et le transport des
gametes males : les spermatozoides. Chez les mammiferes, y compris le rat, il est composé
de plusieurs organes (Figure 3).

- Deux gonades ou testicules dont le rdle est d’élaborer les gametes et de secréter les
androgenes.

- Les voies spermatiques assurant la maturation des spermatozoides et leur
acheminement dans les voies génitales femelles.

- Les glandes annexes assurant par leurs sécrétions la qualité du sperme et la nutrition

des spermatozoides.

=

_’ : B Scminal vesicle JiL
" . . Coagulating gland

Testicular =
vessels

Figure 3 : Photographie de 1’appareil reproducteur du rat male.
(http://bszm.elte.hu/anatomy/mammals/54f/)

1.1. Testicules et enveloppes testiculaires

1.1.1. Anatomie

Le testicule est un organe pair de forme ovoide, situé en dehors de la cavité
abdominale en position sous inguinale. 1l est logé dans le scrotum et coiffé par 1’épididyme
(Figure 4). Un testicule mesure 2cm de long, et atteint chez le rat un poids d’environ 1g

lorsqu’il est dépourvu de 1’épididyme (Mansah, 2021).



http://bszm.elte.hu/anatomy/mammals/54f/
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Les testicules sont maintenus et protégés par des enveloppes testiculaires, on retrouve
de I’extérieur vers I’intérieur : le scrotum, un fascia fibreux, une tunique vaginale et enfin une
capsule conjonctive fibreuse épaisse et résistante, riche en fibre de collagéne et renfermant
des fibres musculaires lisses, appelées 1’albuginée (Figure 4).

PEAU ' ARTERE TESTICULAIRE
VEINE TECTICULARE CONDUIT DEFERENT
__—— TETEDE LEPDIDYME

| PEUILLET DARETAL ——— CORPS DE LEPIDIDYME
TE CAITE =— (ANALICULES EFFERENTS DU TESTICULE
VAGINALE

FEUILLET VISCERAL

L RETE TEQTIS

TUBES SEMINIFERES DROITS —————

CAPSULE (TUMQUE ALBUGINEE) — —  QUEUE DE L'EPIDIDYME

LOBULE —

TUBES SEMINIFERES CONTOURNES
SEPTUM

Figure 4: Testicule et enveloppes testiculaires

(https://www.fiches-ide.fr/anatomie-physiologie/testicule-et-ses-enveloppes/)

Cette capsule s'épaissit au niveau de la coiffe épididymaire et s'enfonce a I'intérieur du
testicule et forme un cone fibreux, le corps d'Highmore (Mansah, 2021). De ce dernier partent
des cloisons conjonctives radiaires interlobulaires, les septa testis, délimitant 200 a 300

lobules testiculaires. Chaque lobule testiculaire contient 2 & 4 tubes séminiféres trés longs et
flexueux (Ait Hamadouche, 2009).



https://www.fiches-ide.fr/anatomie-physiologie/testicule-et-ses-enveloppes/
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1.1.2. Histologie du testicule
1.1.2.1. Tissu interstitiel

Les espaces entre les tubes séminiféres, sont formés de tissu conjonctif lache
vascularisé et innervé, contenant des vaisseaux sanguins, lymphatiques et des nerfs, des
fibroblastes, des lymphocytes, des macrophages et des mastocytes, des cellules endocrines
groupées en Tlots ou isolées, nommées les cellules de Leydig (figureb).

1.1.2.2. Tube séminifere

La paroi du tube séminifere est formée d'un épithélium stratifié comprenant deux types
de cellules : les cellules de la lignée germinale et les cellules de Sertoli, cet épithélium est
séparé du milieu interstitiel par une membrane basale.

Les limites cellulaires ne sont pas (ou peu) visibles par le microscope optique, ce qui
donne une structure syncytiale (syncytium = masse cytoplasmique plurinucléé) au tube

séminiféere.

Figure 5 : Coupe histologique au niveau du testicule d’un rat G: x400
https://elearning.univusto.dz/pluginfile.php/96558/mod resource/content/1/TP1%20BA%20S
permatogen%C3%A8se.pdf

1.1.2.3. Cellules de la lignée germinale

Tous les types de cellules germinales se présentent et s’organisent en plusieurs assises
au niveau de 1’épithélium séminifére. Ces cellules migrent au fur et a mesure de leur
maturation du pdle basal de la périphérie du TS vers son pdle apical ou sont libérés sous

formes de spermatozoides «éléments différenciés de cette lignée ». Elles comprennent



https://elearning.univusto.dz/pluginfile.php/96558/mod_resource/content/1/TP1%20BA%20Spermatogen%C3%A8se.pdf
https://elearning.univusto.dz/pluginfile.php/96558/mod_resource/content/1/TP1%20BA%20Spermatogen%C3%A8se.pdf

Rappels Bibliographiques

successivement, de la périphérie vers la lumiére du tube séminifére, les spermatogonies (Sp),
les spermatocytes de premier ordre ou spermatocytes | (Sp 1), les spermatocytes de deuxieme
ordre ou spermatocytes Il (Sp 11), les spermatides et les spermatozoides :

- Spermatogonie : sont petites arrondies ou ovalaires, de 10 a 15 um de diamétre,
adhérées a une membrane basale (Figure 6). On distingue deux catégories de spermatogonies
selon l'aspect de leurs noyaux (Fawcette et Burgos, 1956)

- Les spermatogonies de type A : caractérisées par un noyau condensé et se
subdivisent par mitose en deux sous-types dont celles qui possedent un noyau arrondi, sombre
avec des nucléoles périphériques et des vacuoles nucléaires dites spermatogonies Ad (dark).
Le nombre de spermatogonies Ad est limité et constitue un pool de réserve permanent ; et
celles qui présentent des noyaux ovalaires péles, des nucléoles centraux et sans vacuoles

nucléaires dites spermatogonie Ap (pale).

- Les spermatogonies de type B : ont un noyau arrondi a chromatine condensée en
périphérie, elles subdivisent par division mitotique et donnent des spermatocytes | (2n).
(Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

-Spermatocytes | : situées dans le compartiment basal du tube séminifére sont
diploides, reconnaissables par leur cytoplasme abondant et leur noyau volumineux contenant

une chromatine disposée en amas grossiers ou en fins filaments (Baunne, 2009).

- Spermatocyte 11 : Les spermatocytes de deuxieme ordre sont des cellules haploides,
rondes plus petites et d'existence fugace (moins de 24 heures) qui terminent rapidement la
deuxiéme division de la meiose et engendrent des cellules a n chromosomes, les spermatides
(Wheater et al., 2001). Les spermatides sont des cellules haploides de petites tailles, ovoide a
noyau rond et claire (Dadoune et al., 1990) et localisés a proximité de la lumiére des tubes
séminiféres (Junqueira et Carneiro, 2007). Chaque spermatide subit une maturation et donne

un spermatozoide par un processus appelé spermiogenése (Vacheret, 1999; Siffroi, 2001).

- Spermatozoide : Les spermatozoides sont de trés petites cellules allongées,
filiformes, disposées en bouquet a I’apex des cellules de Sertoli et dotées d'une motilité
flagellaire. Ils sont constitues de trois parties distinctes, la téte, col et la queue ou flagelle
(Figure 6).

.
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Figure 6 : Schémas de la différenciation germinale masculine (Marieb, 2005).

1.1.2.4. Cellule de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pyramidale qui s’étend de la membrane
basale a la lumiére du tube séminifére, leur forme et le volume varient au cours du cycle de
I’épithélium séminal (Bensalem et Rabia, 2009). Leurs faces latérales sont enfoncées et ce
pour loger les cellules germinales voisines (Figure 7). Elles ont un réle de soutien pour ces
derniéres et sont indispensables au bon déroulement de la spermatogenése en assurant la
nutrition des cellules germinale et la mise en liberté des spermatozoides matures dans la

lumiére des tubes séminiféres (Bouazza et Meddah, 2013).
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Figure 7: Structure de la cellule de Sertoli et I'organisation des cellules germinales. (Humeau
et Arnal, 2005)
1.1.3 Fonctions du testicule
Les testicules assurent une double fonction, la production de spermatozoides et la

sécretion des hormones stéroidiennes (Dadoune et Démolin, 1991)

a. Fonction exocrine
» La spermatogenése
C’est I’ensemble des phénoménes de division et de différenciation cellulaire
permettant la formation des cellules haploides (n) ou gametes males (les spermatozoides) a
partir des cellules diploides (2n), cellules germinales (les spermatogonies) (figure 8). Elle a
lieu dans les tubes séminiféres. Ce phénomene débute a la puberté et se poursuit jusqu’a un
age avancé (Grizard et Jimenez, 1997 ; Seiffer et al., 1999). Trois étapes de la spermatogenese

se distinguent.

- La phase de prolifération : dans cette phase, les spermatogonies se multiplient par
des mitoses. Ces divisions permettent le renouvellement des spermatogonies constituant les

cellules souches de réserve mais aussi la différenciation de ces cellules en spermatocytes I.

- La méiose : cette étape permet la transformation des spermatocytes | (2n), en passant
par deux divisions successives, en spermatides (n) et ce par la réduction de moitié du nombre
de chromosomes et de la quantiteé d’ADN. Chaque spermatocyte I subit un accroissement de
taille et double sa quantit¢ d’ADN puis entre en premicre division de méiose (division

réductionnelle), pour former deux spermatocytes Il haploides (spermatocytes de deuxieme
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ordre), contenant chacun 23 chromosomes formés de deux chromatides. Ces derniers vont
subir a leur tour la méiose Il (division équationnelle) (Figure 8) et donner quatre spermatides

contenant 23 chromosomes constitués d’une seule chromatide (Tortora et Derrickson, 2009).

- La spermiogenése : cette étape ne comporte pas de divisions mais uniquement une
différenciation des spermatides, aboutissant aux spermatozoides. Le spermatide rond, issu de
la derniere division de méiose, se différencie en un spermatide allongé et enfin en un
spermatozoide, et ce par des modifications structurales et chimiques (Sharma et Agarwal,
2011). Le spermatide subit de fagon concomitante trois événements : la condensation du

noyau, la formation de la piece intermédiaire et du flagelle, ainsi que la formation de
I'acrosome.
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Figure 8: Représentation schematique simplifiée du déroulement de la spermatogenése chez
le rat. (Vernet, 2006)
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b. Fonction endocrine

La fonction endocrine du testicule est assurée par les cellules de Leydig qui constituent
la glande interstitielle de cette gonade. Ces cellules produisent les hormones stéroidiennes, la
testostérone, la dihydrotestostérone et le 17-B-cestradiol a partir d’un précurseur commun qui
est le cholestérol lors de la régulation de la fonction de reproduction (Amann, 2011).
Les hormones stéroidiennes synthétisés par cette cellule sont responsables du controle des
caracteéres sexuels spécifiques males : la spermatogenese, les secrétions des glandes annexes,
le comportement sexuel mais également les caractéres sexuels secondaires (Benabou, 2013)

comme la libido, la pilosité et la tonalité de la voix.

1.2. Les voies spermatiques

Ce sont les conduits qui transportent les spermatozoides depuis le testicule jusqu’a
I’extérieur du corps (Marieb et Hoehn, 2014)
Elles sont deux voies : les voies intra-testiculaires comprenant les tubes droits et le Rete testis,
et les voies extra-testiculaires composées des cones efférents, le canal épididymaire, le canal

déférent, et le canal éjaculateur.
1.2.1. L’épididyme

1.2.1.1. Anatomie

Chaque testicule est reli¢ a une structure allongée, nommee 1’épididyme, composée de
trois parties qui se ressemblent chez le rat et chez I’homme et qui sont d’épaisseur
décroissante, une téte, un corps et une queue. La téte se situe au sommet du testicule tandis
que le corps est logé au sommet postérieur (L'hote, 2009).
Il est formé par un systeme caniculaire long, qui débute par les canicules efférentes se
réunissant au niveau du corps de 1’épididyme afin de donner un conduit unique : le conduit
épididymaire, la queue de 1’épididyme se prolonge ensuite par le canal déférent (Laville,

2007) qui débouche dans 1’urétre (Bouazza et Meddah, 2013).

1.2.1.2. Histologie

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

L’¢épithélium épididymaire comporte différents types cellulaires. Certaines cellules

sont retrouveées sur toute la longueur du canal, alors que d'autres sont plus spécifiques d'une

.
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région, elles présentent des caractéristiques fonctionnelles et structurales trés variées de la
région proximale & la région distale du tubule. Les types cellulaires retrouvés dans
I'épithélium épididymaire sont les cellules principales, apicales, claires, en halo et basales
(Figure 9) (Robaire et Hermo, 1988).

- Les cellules principales: représentent 65 a 80% des cellules épithéliales
¢pididymaires et elles ne se divisent pas chez I’adulte, ce sont des cellules prismatiques a
noyau basal avec des stéréocils (Figure 9) et leur fonction ainsi que leur structure varient
selon la région (Hermo et Robaire, 2002).

- Les cellules basales (de remplacement) : sont de petites cellules a la fois rondes et
allongées avec noyau irrégulier et un cytoplasme pauvre en organites comportant de longues
et minces projections qui enveloppent une grande proportion de la base de I'épithélium
(Figure 9) (Girouard, 2009).

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

- Les cellules claires : sont de grandes cellules prismatiques présentes essentiellement
dans le corps et la queue de I’épididyme (Olson et Hinton, 1985).

- Les cellules apicales : sont retrouvées principalement dans la téte épididymaire. Ces
cellules ont un noyau sphérique en position apicale, d’ou leur qualification. Leur cytoplasme

est dense, tres riche en mitochondrie (Martinez-Garcia et al., 1995).

L elidics principales
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Figure 9: Représentation schématique de I'épithélium épididymaire (Girouad, 2009).

N : noyau; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte
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1.2.1.3. Ses fonctions

L’¢épididyme collecte, transporte et stocke les spermatozoides venant des tubules
séminiféres (Robaire et Hermo, 1988). Les gametes poursuivent en son sein leur maturation
(acquérant mobilité et capacitation). L’épididyme assure d’une part 1’apport de nutriments et
oligoéléments nécessaires a la conservation des spermatozoides et d’autre part la sécrétion de
facteurs de décapacitation, ainsi que de I’élimination de surplus de sécrétion testiculaire.
S’il n’y a pas éjaculation, apres plusieurs, les spermatozoides sont dégradés au sein de
I’épididyme (Vaneecke, 2019). Il réabsorbe 90% du liquide séminal primitif (Dacheux, 2002).
Ses cellules apicales et claires interviendraient dans ’acidification du fluide épididymaire

(Martinez-Garcia et al., 1995).

1.2.2. Uretre
C’est un conduit a la fois urinaire et génital (Davody, 2015). L’urétre est un canal
musculo-membranaire étendue de la vessie jusqu'a I’extrémité de la verge qui achemine le

sperme et aussi par lequel la vessie se vidange.

1.2.3. Pénis

C’est 'organe de 1’accouplement, il permet de déposer la semence dans les voies
génitales femelles. Le pénis est formé de I’urétre, des muscles ischio-caverneux, et de
formations érectiles (corps spongieux et caverneux) se dilatant sous I’afflux de sang au

moment de 1’érection (Bouazza et Meddah, 2013).

1.3. Glandes annexes

Elles sont au nombre de trois (Figure 3): les vésicules séminales (droite et gauche), la
prostate (impaire et médiane) et les glandes de cowper. Leur role majeur est d’apporter aux
spermatozoides des substances énergétiques. Ces derniers favorisent la mobilité et le transfert

des spermatozoides dans les voies génitales femelles.

1.3.1. Vésicules séminales
1.3.1.1. Anatomie

La vésicule séminale est un organe paire, allongés et ovoide, elle a une surface
irrégulierement lobulée (Abraham et Kierszenbaum, 2002; Welsch, 2002).

Elles s’étendent dorso-latéralement autour de la vessie au-dela des crétes iliaques,
dorsalement en contact avec le rectum. Leur extrémité antérieure est libre, tandis que leur

extrémité postérieure se termine par un canal excréteur qui fusionne en partie avec celui du

.
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conduit déferent (Figure 3) constituant ainsi le conduit €jaculateur qui débouche dans I’urétre
(Barone, 1978).

1.3.1.2. Histologie
Comporte une paroi faite de trois couches (Rouviére et Delmas, 1992)

- Une muqueuse faite par un épithélium prismatique ou cubique simple, de type sécrétoire,

produisant un liquide nutritif et de transport pour le sperme.

- Une musculeuse (Figure 10) mince organisee en 2 couches de fibres musculaires lisses : une

couche interne circulaire et une couche externe longitudinale.

- Une adventice.

Figure 10 : Coupe histologique de la vésicule séminale chez 1’homme.
http://lecannabiculteur.free.fr/SITES/UNIV%20W.AUSTRALIA/mb140/CorePages/
MaleRepro/MaleRepro.htm#Prostate

1.3.1.3. Ses fonctions

Les vésicules seminales sont dotées de plusieurs fonctions :
- une fonction de sécrétion qui est hormono-dépendante, ainsi, en absence de testostérone
entraine une atrophie glandulaire et donc une absence de sécrétion.
- la sécrétion de plus de la moitié du liquide séminal, environ 60%, (le reste provenant
essentiellement de la prostate). Le liquide séminal est jaunatre, visqueux et alcalin. Il est riche

en éléments participant a la nutrition et la mobilité des spermatozoides
- une fonction de spermatophagie vis a vis des spermatozoides anormaux.

- une fonction de réabsorption de sécrétions prostatiques ayant reflué au cours de I'éjaculation
(Rouviére et Delmas, 1992).

B
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1.3.2. Prostate
1.3.2.1. Anatomie

C’est une glande volumineuse, de couleur blanc jaunatre, située directement sous la
vessie et entourant la partie supérieure de 1’urétre. Chez les rongeurs, la prostate est séparée
en 4 lobes doubles : antérieurs, dorsaux, latéraux et ventraux (Lesson et Lesson, 1976 ;
Dadoune et al., 2000 et Marieb, 2008), (Figure 3).
1.3.2.2 . Histologie
Sa paroi est faite:

- d’un épithélium prismatique avec quelques cellules de remplacement reposant sur
une lame basale (Figure 11), les cellules présentent une importante activité de synthése
protéique (Kohler , 2010).

- d’un chorion conjonctivo-musculaire
La vessie est constituée par une cinquantaine de glandes tubulo-alvéolaires et sa structure est
caractérisée par la présence relativement fréquente dans la lumiere des tubulo-acini, de petits
corps sphériques appelés corps de Robin (ou sympexions).

Prostate
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Figure 11 : Schéma montre 1’histologie de la glande prostatique.
https://index.php?module=detail&subaction=desc&vue=2&itm=43&g=0&d=1
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1.3.2.3. Ses fonctions

La prostate secréte un liquide prostatique épais et blanchatre qui représente environ
30% du volume du sperme et qui est légerement acide (pH 6,5). Il est riche en acide citrique,
phosphatases acides, protéines et glycoprotéines (fibrinolysine, albumine etc..), ainsi qu’en
zinc, magnésium et calcium (Tobelem, 1989). Ce liquide alcalin précéde les spermatozoides

et permet de réduire 1’acidité des sécrétions vaginales.

1.3.3. Glandes de Cowper
1.3.3.1. Anatomie

Connues sous le nom de glandes bulbo-urétrales, elles sont deux petites glandes
tubulo-acineuses situées sur la face dorso-latérale de I’urétre pelvien auquel elles s’attachent
(Tobelem, 1989). Elles couvrent toute la partie caudale de ce dernier et leurs extrémités

craniales entrent en contact avec la prostate (Barone, 2001).

1.3.3.2. Histologie
Ces glandes sont entourées d'une capsule conjonctivo-élastique (Roger, 2002) et

contenues dans un stroma conjonctif riche en fibres musculaires lisses et en fibres élastiques.

1.3.3.3. Ses fonctions
Les glandes de cowper sécrétent un liquide mucoide, semblable au liquide prostatique,
qu'elles déversent dans la région postérieure de l'urétre membraneux lors de 1’¢jaculation.

Cette sécrétion est androgéno-dépendante (Tobelem, 1989).

2. Axe gonadotrope chez le male

Le processus de la spermatogenese est régulé par les interactions endocriniennes entre
I’hypothalamus, I’hypophyse, les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli. Ce systéme est
désigné sous le nom de 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire (Ait-Hamadouche, 2009).

La sécrétion pulsatile de la gonadoliberine (GnRH) par I’hypothalamus dans la
circulation porte hypothalamo-hypophysaire stimule 1’hypophyse antérieur (adénohypophyse)
qui répond par la production et la sécrétion des gonadotrophines, I’hormone lutéinisante : LH
et la folliculostimuline : FSH (Hammond et al., 1997). Ces hormones, libérées dans la
circulation générale, empruntent directement le chemin vers leur organe cible : le testicule. A
ce niveau, chaque hormone agit sur un type bien précis de cellules caractérisées par la
présence de récepteurs spécifiques. D’une part, la FSH agit sur les cellules de Sertoli pour
activer la production de facteurs Sertoliens tels que 1’ABP, la transferrine et d’autres

molécules nécessaires au déroulement adéquat de la spermatogenése. D’autre part, la LH agit

-
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sur les cellules de Leydig pour la sécrétion de la testostérone, hormone sexuelle nécessaire
pour le maintien de la spermatogenése (Widmaier et al., 2009).

Par ailleurs, la testostérone contréle a son tour les sécrétions gonadotropes de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire (Figure 12). En effet, quand ses taux circulants augmentent dans
le sang, elle exerce un rétrocontréle négatif sur I’hypothalamus et 1’antéhypophyse, qui en
réponse vont diminuer leurs activités et donc leurs sécrétions respectives. La fréquence des
pics de libération de la GnRH se réduit ce qui induit une diminution des sécréetions
antéhypophysaires. L’inhibine qui est une hormone peptidique sécrétée par la cellule de
Sertoli exerce également un rétrocontrdle négatif sur la sécrétion de la FSH. L’action de
I’inhibine et de la testostérone entrainent une suppression maximale de la libération de la FSH

(Heffner, 2003).
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Figure 12 : Régulation de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Harel et Poirot, 2010).




Etude Expérimentale




Matériel et Méthodes




Matériel et Méthodes

Le présent travail vise a évaluer I’effet reprotoxique d’une exposition sub-chronique a
un insecticide dont la matiere active est le Thiaméthoxame (TMX), commercialisé sous le
nom Actara®, sur la fonction de reproduction en examinant les aspects histo-
morphométrique des différentes parties de I’appareil reproducteur du rat male.
L’expérimentation a été rendue possible grace a la collaboration de la Faculté des Sciences
Biologiques et Sciences Agronomiques de L’universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-ouzou
(UMMTO) avec :

- L’animalerie de I’Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene
(USTHB) ou les animaux ont été traités par le produit étudié « TMX », et ou les sacrifices ont
été faites.

- Le laboratoire de Neurochimie de I’'USTHB ou les animaux ont été perfusés et les
organes sont préleves.

- Le laboratoire d’anatomo-pathologie de I’école nationale supérieur vétérinaire

d’Alger, ou la confection des coupes histologiques et leurs colorations ont été faites.

I Matériel
1. Matériel biologique

Pour notre étude, nous avions utilisé 20 rats males de laboratoire : Rattus norvigicus, de
souche "Wistar" (Figure 13), issus de I’Institut Pasteur d’Alger (Annexe de Kouba Rage). Ce
sont des animaux sains et recus a 1’ Animalerie de I’'USTHB et qui n’ont jamais été soumis a

des expériences antérieures.

Figure 13 : Image de rats de laboratoire de souche Wistar (Original 2022)

B
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Selon Chasse et Martel (2006), la position taxonomique du rat "Wistar" est la suivante :
Régne : Animal.
Embranchement : Vertébrés
Classe : Mammiféres
Famille : Muridés
Ordre : Rongeurs
Genre : Rattus

Espéce : norvegicus

2. Matériel non biologique
2.1. La molécule testée
La molécule testée dans la présente étude est une formulation d’un insecticide dont la matiére

active est le Thiaméthoxame (Actara Thiamethoxam 25% WG).

2.2. Produits utilisés
- Uréthane dilué a 25% (Produit anesthésique).
- Ethanol
- Paraformaldéhyde a 4%
- Xylene
- Hématoxyline
- Eosine
- Paraffine
- Eukitt®
- Eau distillée.

2.3. Appareils et consommable
-Une balance de laboratoire
- Plaque refroidissante
- Microtome
- Bain marie
- Etuve
- Lames et lamelles
- Cassettes

- Microscope optique muni d’un appareil photos, connecté a 1’ordinateur

-
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2.4. Matériel de sacrifice et de dissection
- Planche a dissection
- Ciseaux
- Scalpel
- Couteau
- Clamps

- Aiguille épicranienne / Cathéters

1. Méthodes
1. Traitement des animaux

Avant le début de I’expérimentation, les 20 rats males, jeunes adultes, dont 1’age varie
entre 6 a 7 semaines et ayant un poids corporel moyen de 300 a 400 grammes, sont adaptés
aux conditions du laboratoire. lls recevaient la nourriture et I'eau a volonté (ad-libitum). La
température ambiante moyenne est de 20-25°C, avec un cycle photopériodique de 12 heures
de lumiére/obscurité. Par ailleurs, un bon état hygiénique des animaux a été assuré.

Les 20 rats de I’expérimentation ont ensuite été répartis au hasard en quatre lots
contenant 5 rats chacun. Ces animaux recevaient du TMX par gavage pendant 10 semaines

selon les doses indiquées dans le tableau 4.

Tableau 4 : La répartition de rats par lots et traitement.

5 1 ml/j d’eau du robinet.

5 0.026 mg/kg du TXM + 1 ml/j d’eau
5 2.6 mg/kg du TXM + 1 ml/j d’eau

5 5.2 mg/kg de TXM + 1 ml/j d’eau

La valeur DJA a été choisie selon les valeurs toxicologiques de référence fixées lors de

I’élévation européenne dans le cadre de la réglementation relative aux substances

E
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phytopharmaceutiques en 2006, cette valeur égale a: DJA= 0.026 (Anses, 2016). Elle est

obtenue a partir de la dose NOAEL (dose sans effet néfaste observable) devisée par 100.

2. Sacrifice et prélévement des organes

Les sacrifices ont été effectués au niveau de 1’animalerie de ’'USTHB. L’anesthésie de
I’animal a été réalisée par injection intra-péritonéale d’un mélange de 25 g de poudre du
produit anesthésique « Uréthane 25% » avec 100 ml d’eau. La quantité injectée de ce mélange
dépend du poids de I’animal, il est administré a raison de 0.5 ml pour 100 grammes de poids

corporel.

2.1. Perfusion intracardiaque

Ce type de perfusion permet d’introduire le fixateur (PAF 4%), a travers le systeme
circulatoire dans toutes les parties du corps de I'organisme.
Les étapes de perfusion sont les suivantes :

- Immobiliser I’animal anesthési¢ a I’aide d’aiguilles sur une planche a dissection ;

- Faire une incision latérale de 5-6 cm, a I’aide de ciseaux de dissection, a partir de
I’avant de I’orifice urinaire jusqu’en dessous de la cage thoracique sans endommager les
organes sous-jacents (foie, cceur, gros vaisseaux...) ;

- Soulever le sternum a 1’aide d’une pince hémostatique, permettant une vue claire des
principaux vaisseaux ;

- Faire une petite incision a l'extrémité postérieure du ventricule gauche a l'aide de
ciseaux a iris ;

- Placer une aiguille épicranienne dans le ventricule gauche afin d'introduire le
perfusant dans 1’aorte ascendante, en prenant le soin d’éviter les bulles d'air ;

- Faire une Incision rapidement au niveau de I’oreillette droite afin de permettre une
circulation ouverte ou I’évacuation du produit de fixation ;

- Laisser le sérum physiologique (eau salée a 9 gr de sel dans 1 litre d’eau) s’écouler
jusqu’a ce que le liquide qui ressort de ’oreillette droite soit exempt de sang. Le liquide
évacuée doit étre claire ;

- Perfuser ensuite avec la solution de fixation PFA (Paraformaldéhyde) a 4% (de 150 a

200 ml) avec un débit moyen de 14 ml/min.

2.2. Prélévement des organes
Aprées perfusion, disséquer 1’animal, puis prélever les organes d’intérét, notamment

dans le cas de notre étude les testicules, les épididymes, les vésicules séminales et la prostate.

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

protocole expérimental est resumé dans les étapes suivantes :

3.1. Post fixation des échantillons

Apreés leur prélevement, les organes sont plongés directement dans la solution de
fixation (le Paraformaldéhyde 4%), il s’agit de 1’étape de post-fixation.
La fixation a pour but d’immobiliser les constituants cellulaires ou tissulaires et les conserver
dans un état proche que possible de I’état vivant (Nzelof, 1972), permettant de pratiquer
ultérieurement certaines manipulations avec un minimum de dommages pour les structures

cellulaires.

3.2. Déshydratation, éclaircissement et imprégnation

La déshydratation consiste a se débarrasser completement de I’eau contenue dans
I’organe afin de permettre une bonne pénétration de la paraffine dans les tissus. Cette étape
est réalisée de facon manuelle par passage dans une série de bains d’éthanol de concentration
croissante (70°, 90°, 100°) pendant 2 heures pour chaque bain. Les échantillons sont ensuite
transférés dans des bains de xyléne pendant 2 heures pour 1’éclaircissement.
L’imprégnation consiste a plonger les organes immédiatement apres la déshydratation dans 3

bains successifs de la paraffine, a 60° C et ce pendant 2 heures chacun.

3.3. Inclusion ou enrobage des échantillons

L’inclusion fournit au tissu un support qui empéche sa fragmentation dans le but de
réaliser des coupes fines et régulieres. Les organes sont placés dans des moules spécifiques
(casettes d’inclusion identifiant 1’échantillon), remplit de paraffine (Figurel4), puis une
cassette est déposée au-dessus, ensuite de la paraffine liquide est versée une autre fois jusqu'a
immersion totale de 1’échantillon. Pour la solidification du bloc, les moules sont ensuite posés

sur une plaque refroidissante (Figure 15). Un appareil d’enrobage est aussi utilisé (Figure 16).

.
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Echantillon d’organe

Moule

Figure 14 : Enrobage des échantillons par de la paraffine. (Originale 2022)

Figure 15 : Plaque refroidissante. (Originale 2022)
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Figure 16 : Machine a enrobage. (Originale 2022)

3.4. Réalisation de coupes

A I’aide d’un microtome (figure 17), des rubans de 2 um d’épaisseur sont obtenus par
passage régulier du bloc a couper devant la lame du microtome en tournant réguliérement et
lentement la manivelle de celui-ci. Les rubans de paraffine sont obtenus sous forme plissée.
Ces derniers doivent étre étalés dans un bain marie a une température de 41°C (Figure 18).

Les coupes ainsi étalée sont ensuite récupérées sur une lame en verre.

Figure 17: Microtome. (Originale 2022)
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Figure 18 : Bain marie. (Orignal 2022)

3.5. Déparaffinage
Ces lames ont été ensuite incubées dans une étuve a 60°C pendant un minimum de deux
heures afin de retirer la paraffine qui impregne les échantillons pour faciliter ainsi leurs

colorations.

3.6. Réhydratation
Cette étape inversement a la déshydratation, consiste a un passage dans deux bains de

xyléne, puis en bains d’alcool a des degrés décroissants (100°, 90°, 70°).

3.7. Coloration
Le type de coloration utilisé dans notre étude est celle a I’hématoxyline éosine (HE),

Elle permet de mettre en évidence les noyaux en violet et le cytoplasme en rose. Cela rend
I’observation microscopique des tissus de I’organisme possible.
Cette étape se fait par un passage manuel des lames dans une série de bains selon 1’ordre
suivant:

- Un bain d’Hématine (pendant 1 min40) ;

- Ringage a I’eau courante (3 min) ;

- Bain de I’¢osine (3 min) ;

- Ringage rapide (eau de robinet) (15 ) ;

- 3 bains d’alcool selon I’ordre croissant (70°,90°,100°) ;

- 2 bains de xyléne (5 min chacun).
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3.8. Montage

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec de la résine synthétique
(Eukitt®), les lames ont été ensuite identifiées par des étiquettes (Figure 19). Cette étape a
pour but de conserver les coupes pendant plusieurs années.

Figure 19 : Lame préte pour I’observation. (Original 2022)

3.9. Observation microscopique

Les lames histologiques obtenues sont observées au microscope optique a différents
grossissements (x40, x100 et x400) afin de rechercher toute modification histologique chez
les animaux des différents lots traités comparativement au lot témoin.

Le microscope photonique est équipé d’un appareil photo, connecté a 1’ordinateur.

4. Etude histo-morphométrique
Les photographies des différentes structures histologiques et les différentes mesures ont
été obtenus grace au logiciel « AxioVision 4.8 ». Les mesures prises sont les suivantes :
- Les diametres des tubes séminiféres, épididymaires et prostatiques;
- La surface de la lumiere des tubes séminiféres ;
- La surface des noyaux (Cellules de Leydig, Spermatogonies) ;
- La surface des épithéliums épididymaire et prostatique ;
- La hauteur des cellules ;
- La hauteur de I’épithélium de la vésicule séminal ;
- Le rapport nucléo-cytoplasmique.
Cette étude nous a permis de mettre en évidence d’éventuels changements histologiques

en comparant les résultats obtenus chez les animaux de différent lot.
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5. Etude statistique
Le traitement des données et les présentations graphiques des résultats ont été realises
sous Microsoft Office Excel 2007, L’étude statistique a été faite par le « logiciel R version
4.2.1 ». Les valeurs obtenues sont présentées par la moyenne =+ 1’écart type.
La comparaison de la moyenne pour les 4 groupes a été faite comme suite :
-Si la normalité et ’homogénéité sont vérifiées, on utilise un test paramétrique de ’ANOVA.
-Si la normalité et I’homogénéité ne sont pas vérifiées, on utilise un test non paramétrique qui
est le test de Kruskal-wallis.
Le degré de significativité de la différence entre les valeurs moyennes est défini par
une probabilité P:
Si P >0.05 : 1a différence est non significative
Si P <0.05 : la différence est peu significative *

Si P <0.01 : la différence est trés significative **

-
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I. Résultats

L’observation en microscopie optique des différents tissus gonadiques chez le rat méle
a permis de révéler des changements histologiques suite a I’exposition au Thiaméthoxame
(TMX).

1. Histo-morphomeétrie du testicule
1.1. Aspect histologique du testicule

Des coupes de testicules de rats témoins et traités par le Thiaméthoxame observées au
microscope photonique au faible grossissement (G x100) montrent de nombreux canalicules
de différents aspects (Figure 20, A-D) correspondant aux tubes séminiféres. Ces derniers
renferment de I’extérieur vers la lumiéres plusieurs couches de cellules germinales et les
cellules de Sertoli.

Entre les tubes séminiféres se trouve un tissu conjonctif (TC) contenant des vaisseaux
sanguins (Vs) et les cellules de Leydig (CL).

Comparativement aux testicules du lot témoin (Figure 20A), I'examen morphologique
des testicules des rats du lot DJA (Figure 20B), traités par 0.026 mg/kg de TXM, ne montre
pas de modifications histologiques remarquables. En effet, on observe de nombreux tubes
séminiféres séparés par un tissu vascularisé renfermant des cellules interstitielles ou cellules
de Leydig. La paroi de ces tubes séminiferes englobe une série de cellules germinales a
différents stades, allant des spermatogonies jusqu'aux spermatozoides accumulés dans la
lumiére des tubes séminiféres, en passant par les spermatocytes et les spermatides.

L'observation des coupes histologiques des testicules de rats du lot NOAEL (Figure
20C), traités par 2.6 mg/kg de TXM, révéle la présence de vacuolisation et de vasodilatation
au niveau du tissu conjonctif inter-tubulaire, ainsi qu’une réduction de la surface de la lumiére
des tubes séminifére.

Le tissu testiculaire des rats du lot NOAEL x2 (Figure 20D, D’), traités par 5.2 mg/kg
de TXM, montre une réduction de la surface luminale, une diminution du nombre de
spermatozoides, ainsi qu’une vacuolisation (beaucoup plus importante chez ces lots) et une

dilatation des vaisseaux sanguins présents dans le tissu inter-tubulaire.

-
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Figure 20: Coupes histologiques du testicule chez les rats témoins (A) et traités pendant 10 semaines
par le Thiamethoxam : DJA (B), NOEL (C) et NOEL x 2 (D). Coloration H et E.

L : lumiére ; Spz : spermatozoide ; CL : cellule de Leydig ; Ti : tissu interstitiel ; Spg : spermatogonie ; Scyte:
spermatocyte ; S : cellule de Sertoli ; Vs : vaisseau sanguin ; Ts : tube séminifere.
Barres d’échelle : 20 um (G x100) pour A, B, C, D et 10 um (G x400) pour A’, B’, C’, D’.
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1.2.Données morphométriques du testicule
1.2.1. Diametre des tubes séminiféres

Le diamétre des tubes séminiféres est de 196.41 + 33.26 um chez les témoins, de
188.11+33.47 pum chez les traités DJA, 204.16+ 30.28um chez les traités NOAEL et de
195.01+ 56.76 um chez les traités NOAEL x2.

L’examen comparatif des resultats ci-dessus entre le lot témoin et les lots
expérimentaux (DJA, NOAEL, NOAEL x2) ne révele aucune différence significative
(P>0.05) ;(Figure 21).
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Figure 21: Le diamétre des tubes séminiféres des rats traités avec le Thiamethoxame: DJA,
NOAEL, NOAEL x2, comparativement aux témoins.
1.2.2. Surface de la lumiere des tubes séminifere
Concernant la lumiére des tubes séminiferes, la surface moyenne mesurée est de
5545.72 + 2785.19 um? pour les témoins, 4628.46 + 1414.88 um? pour DJA, 4577.04 +
2606.19 um? pour NOAEL, et de 3277.24 + 1431.81 pm? pour NOEL Xx2.
Une légére diminution de la surface de la lumiére des tubes séminiféres a été relevée
chez les rats traités, notamment chez le lot NOAEL x2, cependant, ce résultat n’est pas

confirmé par 1’analyse statistique (P>0.05 ; Figure 22).
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Figure 22 : La surface moyenne de la lumiére des tubes séminiferes des rats traités par le
Thiamethoxame: DJA, NOAEL, NOAEL x2, comparativement aux témoins.

1.2.3. Surface des noyaux des spermatogonies

Les noyaux des spermermatogonies présentent une surface de 17.9 + 3.52 pm? pour les
témoins, 15.64 + 5.24 pum? pour les rats du lot DJA, 12.84 + 5.11 um? pour ceux du lot
NOAEL, et 15.72 + 3.58 um? pour ceux du lot NOAEL x2.

La comparaison de ce parametre entre le lot témoin et les traités fait apparaitre une
légere diminution chez les trois lots traités, mais plus prononcée chez le lot NOAEL,
comparativement aux témoins. Cependant, les différences enregistrées sont statistiquement

non significatives (Figure 23).

1.2.4. Surface des noyaux de cellules de Leydig

Pour les cellules de Leydig, la surface moyenne du noyau est de 9.09 + 3.34 um? pour
les témoins, 6.65 + 2.5 pum? pour les traités DJA, 7.56 + 2.22 um? pour les traités NOAEL et
10.83 + 3.1 um? pour les traités NOAEL x2.

L’examen statistique de ces valeurs a révélé une baisse de ce paramétre chez les traités

DJA, et NOAEL, ainsi qu’une hausse chez les traités NOAEL x2 (P<0.01 ; Figure 24).
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Figure 23: La surface des noyaux des spermatogonies des rats traités par le Thiamethoxame:
DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
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Figure 24 : La surface des noyaux des cellules de Leydig des rats traités par le
Thiamethoxame: DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
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2. Histo-morphométrie de I’épididyme
2.1. Aspect histologique de I’épididyme

Une coupe histologique au faible grossissement (Gx100) au niveau de 1’épididyme des
rats du lot témoin montre des tubes épididymaires avec une forme réguli¢re de 1’épithélium.

Ces tubes sont délimités par une fine couche de tissus musculaire lisse, des
spermatozoides occupent la lumiere tubulaire (Figure 25A).

Au grossissement Gx400, 1’épithélium apparait pseudostratifié, avec des cellules
principales munies de stéréocils du coté apical. Quant aux cellules basales elles sont moins
délimitées, apparaissant discontinues a la base de certaines marges épithéliales (Figure 25A”).

L’aspect histologique de 1’épididyme des rats du lot DJA en apparence est normal
(Figure 25 B), laissant apparaitre un épithélium pseudostratifié, des stéréocils au p6le apical et
une lumiére épididymaire contenant des spermatozoides (Figure 25B”).

Tout comme pour le lot DIA, pour le lot NOAEL, nous n’avons relevé aucune
modification marquante de la structure morphologique de I’épididyme (Figure 25C, C’).
Cependant, nous avons noté la présence d’une hyperplasie régénératrice au sein de
1I’épithélium.

Au niveau de la structure histologique épididymaire des rats du lot NOAEL x2, nous
avons constaté certaines modifications, telles que la présence d’une hyperplasie de
I’épithélium pseudostratifié et une augmentation du diameétre des tubes et de I’espace inter
tubulaire (Figure 25 D, D’). De plus, les spermatozoides paraissent moins importants du point

de vue nombre dans la lumiere.

.
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Figure 25: Coupes histologiques de I’épididyme chez les rats témoins (A) et traités pendant 10 semaines par le
Thiamethoxame : DJA (B), NOEL (C) et NOEL x 2 (D). Coloration H et E.

Spz: spermatozoides ; L: lumiére ; CB: cellule basale ; Ch: cellule halo ; Cp : cellule principale ; stc : stereocils; vs :
vaisseau sanguin; T ep : tube épididymaire. Hp : hyperplasie. <=) : Espace intertubulaire.
Barres d’échelle : 20 um (G x100) pour A, B, C, D et 10 um (G x400) pour A’, B’, C’, D’.
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2.2.Donnés morphomeétriques de 1’épididyme
2.2.1. Diametre des tubes épididymaires

Au niveau de 1’épididyme, le diamétre est d’une valeur moyenne de 162.36 + 10.36
um pour les rats témoins, 155.8 + 27.35 um pour les DJA, 183.72 + 18.78 um pour les
NOAEL, et 213.36 * 45.35 um pour les traités NOAEL x2.

La comparaison des moyennes révele une hausse significative (P<0.05) chez les

traités : NOAEL et NOAEL x2 comparativement aux témoins (Figure 26).
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Figure 26: Le diamétre des tubes épididymaire des rats traités par le Thiamethoxame: DJA,
NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
2.2.2. Surface de I’épithélium épididymaire

La valeur moyenne de la surface de 1’épithélium épididymaire est de 3868.8 £1679.72
um? pour les témoins, 5958.24 +1106.46 pum? pour les traités DJA, 6900.07 + 952.51 pm?
pour les NOAEL et 6700.89 * 743.3 um? pour les NOAEL x 2.

Nous avons relevé une légére augmentation de la surface de 1I’épithélium chez les trois
lots de rats traités et d’une fagcon plus prononcée chez les NOAEL et NOAEL x2
comparativement aux rats témoins (P<0.05; Figure 27).

2.2.3. Rapport nucléo-cytoplasmique de I’épididyme

Les résultats illustrés dans la figure 31ne montrent aucune différence du rapport

nucléo-cytoplasmique de 1’épididyme chez les traités : DJA (0.19 + 0.01) et NOAEL (0.18 +
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0.03) comparativement aux témoins (0.17 £ 0.04). A I’inverse, une légére augmentation est
constatée chez les traités NOAEL x2 comparativement aux témoins ((0.22 + 0.04 vs 0.17 *

0.04), méme si cette différence n’est statistiguement pas significative (P>0.05 ; Figure 28).
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Figure 27 : La surface de 1’épithélium épididymaire des rats traités par le Thiamethoxame:
DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
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Figure 28 : Rapport nucléo-cytoplasmique de 1’épididyme chez les rats traités par le
Thiamethoxame: DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
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3. Histo-morphométrie de la prostate
3.1. Aspect histologique de la prostate
La coupe histologique de la prostate chez les rats du lot témoin montre des glandes
tubulo-alvéolaires aux contours irréguliers, entourées par un stroma conjonctif contenant des
fibres musculaires distribués au hasard individuellement ou en amas (Figure 29A, A’).
L’analyse morphologique de la prostate des rats du groupe DJA (Figure 29A, A’)
révele une structure normale, comparable a celle des rats du groupe témoin (Figure 29B, B”).
Une hyperplasie a certaines régions de 1’épithélium est constatée au niveau de la
prostate des rats du lot NOAEL (Figure 29C, C’). Le méme constat est relevé au niveau de la
prostate des rats NOEAL x2 (Figure 29D, D).
Par ailleurs, une hyposécrétion du liquide prostatique est remarquée au niveau de la
prostate des rats du lot NOAEL x2 comparativement aux rats des trois autres lots, avec une

perte d’intégrité de I’épithélium glandulaire dans certaines régions.

.
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Figure 29: Coupes histologiques de la prostate chez les rats témoins (A) et traités pendant 10 semaines par le
Thiamethoxame : DJA (B), NOEL (C) et NOEL x 2 (D). Coloration H et E.

Gta : glandes tubulo-alveolaires; L: lumiére; Vs : vaisseau sanguin; EP s: épithélium sécrétoire ; Tc: tissus conjonctif; Hp:

hyperplasie . : perte d’intégrité de 1’épithélium.
Barres d’échelle : 20 pm (G x100) pour A, B, C, D et 10 um (G x400) pour A’, B>, C*, D’.
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3.2.Donnés morphométriques
3.2.1. Surface de I’épithélium prostatique

La surface de 1’épithélium prostatique est d’une valeur moyenne de 9613.44 + 1491.41
um? pour les témoins, 7164.85 + 323.23 um? pour les traités DJA, 7458.93+ 2336.11 pm?
pour les NOEL et de 613.89 + 1250.91 um? pour les traités NOEL x2.
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Figure 30: La surface de 1’épithélium prostatique des rats traités par le Thiamethoxame: DJA,
NOEL, NOEL x2 comparativement aux témoins.

Par rapport aux rats du lot témoin, nous avons noté une diminution (P<0.05) de la surface de

I’épithélium prostatique chez les rats des trois lots traités au Thiamethoxame, mais d’une

facon plus importante chez le lot NOAEL x2 (Figure 30)

3.2.2. Rapport nucléo-cytoplasmique de la prostate

Le rapport nucléo-cytoplasmique de la prostate est de 0.13 = 0.01pour les témoins,
0.12 + 0.01 pour les traités DJA, 0.16 + 0.02 pour les traités NOAEL, et de 0.13 £ 0.06 pour
les traités NOAEL x2.

La comparaison des moyennes a révélé une augmentation (P>0.05) de ce rapport chez

les traités NOAEL par rapport aux témoins (Figure 31).
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Figure 31: Rapport nucléo-cytoplasmique de la prostate chez les rats traités par le
Thiamethoxame: DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
4. Histo-morphométrie de la vésicule séminale
4.1. Aspect histologique de la vésicule séminale

Des coupes de vésicules séminales des rats témoins et celles des rats traités (DJA,
NOAEL, NOAEL x2) confectionnées ont été observées sous microscope photonique aux
grossissements, X100 et x 400.

Au faible grossissement x100, des coupes de la vésicule séminale des rats non traités
par le TMX (Figure 32A) montrent une muqueuse munie de nombreux replis anastomosés,
formées d’une lumina propria (LP). L’épithélium est délimité par une tunique musculaire
(M). Au grossissement x400, les replis sont bordés de cellules glandulaires prismatiques
formant un épithélium simple qui inclut de rares cellules basales (Figure 32A”).

L’aspect histologique de la vésicule séminale des rats du lot DAI (Figure 32B) ne
présente pas de changements observables par rapport a celui des rats du lot témoin (Figure
35A). L’analyse des coupes histologiques de vésicules séminales des autres lots (NOAEL et
NOAEL x2) au faible grossissement (Figure 32C, D) et surtout au fort grossissement (Figure
32C’, D’) montre des cellules présentant des noyaux plus denses, autrement dit
hyperchromatiques. Nous avons également mis en évidence la présence d’une hyperplasie

focale chez les rats du lot NOAEL x2.
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Figure 32: Coupes histologiques de la vésicule séminale chez les rats témoins (A) et traités pendant 10
semaines par le Thiamethoxame : DJA (B), NOEL (C) et NOEL x 2 (D). Coloration H et E.

M: tunique musculaire; EP: épithélium; L: lumiére; Lp: lumina propria ; Vs: vaisseau sanguin ; Hp : hyperplasie
Barres d’échelle : 20 um (G x100) pour A, B, C, D et 10 um (G x400) pour A’, B’, C’, D’.
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4.2.Donnés morphométriques de la vésicule séminale
4.2.1. Hauteur de I’épithélium de la vésicule séminale

Les résultats illustrés dans la figure 33, montrent une Iégere diminution de la hauteur
de I’épithélium de la vésicule séminale chez les traités NOAEL :12.95 +1.43 pum, et une
baisse plus importante chez les traités NOEL x2 : 10.49 +1.63 pm comparativement aux rats
du lot témoin : 13.74 £+ 1.82 um (P<0.001).
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Figure 33 : La hauteur de 1’épithélium de la vésicule séminale des rats traités par le
Thiamethoxame: DJA, NOEL, NOEL x2 comparativement aux témoins.
A T’inverse, aucun changement n’est obtenu chez les traités DJA: 13.52 + 1.75 um (Figure
33).

4.2.2. Rapport nucléo-cytoplasmique de la vésicule séminale

Le rapport nucléo-cytoplasmique de la vésicule séminale est d’une moyenne de 0.22 +
0.05 chez les rats du lot témoin, 0.21 £ 0.06 pour les traités du lot DJA, 0.26 £ 0.04 pour le lot
NOAEL et enfin 0.24 £ 0.05 pour le lot NOAEL x2.

Comparativement au lot témoin, le rapport nucléo-cytoplasmique marque une hausse
statistiquement non significative chez les lots NOAEL et NOAEL x 2 (Figure 34).
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Figure 34 : Rapport nucléo-cytoplasmique de la vésicule séminale des rats traités par le
Thiamethoxame : DJA, NOAEL, NOAEL x2 comparativement aux témoins.
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I1. Discussion

La physiologie de la fertilité chez ’homme et chez les mammiferes en générale est trés
sensible aux agents chimiques exogénes. Il a été indiqué que le nombre et la qualité des
cellules sexuelles masculines a été diminué au cours de ces derniéres années (Jegou, 1995).

Les néonicotinoides représentent un nouveau groupe d’insecticides rapidement imposé
a travers le monde, mais malheureusement, plusieurs études soulévent des inquiétudes quant a
leur toxicité environnementale et humaine.

Le Thiaméthoxame (TMX) est un nouvel insecticide néonicotinoide qui peut
potentiellement induire des altérations de nombreuses fonctions physiologiques chez I’homme
et chez les animaux, notamment le rat adulte (Shalaby et al., 2010).

Notre étude a pour objectif d’évaluer I’effet sub-chronique du Thiamethoxame sur la
fonction de reproduction et ce, en examinant 1’état structural des différentes parties de

I’appareil reproducteur du rat male adulte.

1. Effet du Thiaméthoxame sur I’histo-physiologie du testicule

L’aspect histologique organisé des différentes cellules de la lignée germinale chez les
rats traités au Thiamethoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2), la présence de spermatides
allongés et de spermatozoides sont des indicateurs d’un déroulement correct du processus de
la spermatogeneése.

Le diametre des tubes séminiféres des rats traités (DJA, NOAEL et NOAELX2) ne
semble pas subir de changements. En revanche, une faible réduction de la lumiere des tubes
séminiféres et de la surface des noyaux de spermatogonies chez les trois lots traités peut
traduire un désordre fonctionnel.

Par ailleurs, le rétrécissement de la surface des noyaux de cellules de Leydig chez les
rats des groupes DJA et NOAEL laisse suggérer une réduction de I’activité de ces cellules
endocrines et éventuellement de leur sécrétion en testostérone. Ce qui pourrait étre a 1’origine
des modifications morphologiques de certaines cellules germinales, comme une réduction de
la surface des noyaux des spermatogonies chez les rats de ces mémes lots traités avec du
Thiamethoxame.

Chez les rats du lot NOAEL x2, I’augmentation de la surface des noyaux des cellules
de Leydig pour dépasser celle des témoins, peut s’expliquer par un état d’hyperactivité des
cellules endocrines testiculaires. Cette hypothese appuie 1’étude faite sur des jeunes lapins (6-

7 mois) ayant regus du Thiaméthoxame par voie orale pendant 90 jours, a raison d’une dose

.
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de 250 mg/kg de poids corporel et chez qui I’analyse hormonale a révélé une importante
élévation des taux de testostérone par rapport au groupe contréle (EI-Sawasany et al., 2016).

De plus, la diminution du nombre de spermatozoides au niveau de la lumiére des tubes
séminiféres des rats du lot NOAEL x2 suggere une modification du déroulement de la
spermatogenese avec une perturbation de la phase de différenciation des spermatogonies
immatures en spermatides matures, puis en spermatozoides. Cette hypothése renforce les
données rapportées par 1’étude de Abouelghar et al., (2020) qui ont examiné la toxicité
subaigue [6 et 30 mg/kg du poids corporel] par gavage du TMX sur une période de 28 jours
sur les souris males et dont I'examen histo-pathologique de la section du testicule a montré
une absence de spermatozoides dans la lumiére.

Cet effet néfaste sur les spermatozoides a été également obtenu dans une récente étude
faite sur des cochons d’Inde males, gavés par voie orale par un autre insecticide
néonicotinoides « Acétamipride » ayant le méme principe actif que le TMX, avec des doses
de 26.67, 40, 80 mg/kg du poids corporel, durant 90 jours (Kenfack et al., 2018). En effet, ces
auteurs ont rapporté que la toxicité par ce pesticide cause une diminution du nombre de
spermatozoides.

Quant a I’apparition des vacuoles ainsi que la dilatation des vaisseaux sanguins
observée dans I’espace intertubulaire au niveau du tissu testiculaire des rats ayant recu du
Thiaméthoxame, des deux lots NOAEL et NOAEL x2, elle est aussi décrite par EI-Sawasany
et ses collaborateurs (2016) dans une étude de toxicité subchronique du Thiaméthoxame sur la

reproduction du lapin male adulte.

2. Effets du Thiaméthoxame sur I’histo-physiologie de I’épididyme

Concernant 1’épididyme, les rats traités par des doses différentes du TMX présentent
une augmentation de surface épithéliale, ainsi la présence d’une hyperplasie focale de
I’épithélium épididymaire et un espace inter tubulaire important chez ceux traités par la dose
NOAEL x2 (5.2 mg/kg/j). Le processus d’hyperplasic a déja été décrit dans une étude
antérieure réalisée par Hasan et ses collaborateurs (2017) sur I’effet du TMX sur 1’appareil
reproducteur de souris albinos méales ayant recu un traitement subchronique d’une dose de
83.7mg/kg/jour. En effet, les résultats ont montré une hyperplasie focale des cellules
épithéliales de I'épididyme ainsi que la présence des cellules inflammatoires, principalement
des neutrophiles, infiltrées sous la couche épithéliale de I'épididyme et dans le tissu

interstitiel.
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L’hyperplasie peut avoir diverses causes dont principalement le déclenchement d’une
réponse inflammatoire chronique, elle peut avoir lieu également en cas de certains
dysfonctionnements hormonaux (Porth, 2011).

D’autres changements de 1’aspect structural de 1’épididyme des rats du lot NOAEL x2
ont été enregistrés par rapport aux témoins et aux autres lots traités, en 1’occurrence : une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique des cellules principales de la paroi
épididymaire et une diminution du taux des spermatozoides dans la lumiére épididymaire. 1l
est important de rappeler que 1’épididyme est le si¢ge de 1’acquisition de la maturité pour les
spermatozoides. Les cellules composant I’épithélium épididymaire sont responsables de
différentes fonctions : la sécrétion, I’absorption des ions, macromolécules, protéines, ainsi que
la synthese et le métabolisme de stéroides et autres substances (Bagnis et al., 2001 ; Leung et
al., 2001 ; Badran et Hermo., 2002).

De ce fait, une perturbation de 1’activité des cellules composant [I'épithélium
épididymaire sous I’effet du Thiaméthoxame pourrait engendrer un déreglement des fonctions
précédemment citées, une chute de la concentration des spermatozoides et la diminution de
leur mobilité.

De plus, les cellules principales qui représentent le type majoritaire des cellules
épithéliales de 1’épididyme sont andogeno-dépendantes (Pastor-Soler et al.,2002), ainsi la
perturbation de la fonction endocrine testiculaire par la perturbation de 1’activité des cellules
de Leydig peut engendrer un effet néfaste sur I’activité normale de ces cellules.

En revanche, Bal et al. (2012) ont constaté que I’exposition a I’insecticide
néonicotinoide « Clothianidine » pendant 90 jours diminue de maniere significative la
concentration de spermatozoides épididymaires chez les rats males, ces résultats sont en

accord avec ceux obtenus dans notre étude.

3. Effet du Thiaméthoxame sur I’histo-physiologie de la prostate et de la vésicule
séminale

Les principales manifestations observées au niveau de la prostate apres traitement au
Thiamethoxame se traduisent par la présence de foyers hyperplasiques au niveau de
1’épithélium prostatique accompagnés parfois d’une réduction du liquide prostatique.

Ces affections structurales sont confirmées chez les lots NOAEL et NOAEL x2 par
une diminution de la surface de 1’épithélium prostatique et un rapport nucléo-cytoplasmique

legerement supérieur.
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La prostate secréte une substance dite liquide prostatique, ce dernier rentre dans la
composition du sperme en se mélangeant avec les spermatozoides qui proviennent des
testicules, (Helminen et al,. 1975), ce liquide favorise la survie des gamétes males et empéche
la coagulation du sperme. Pour cela une hyposécretion de cette glande peut diminuer la

qualité du sperme produit.

Quant a la perte d’intégrité de 1’épithélium glandulaire dans certains endroits chez les
rats traités par la dose NOAEL x2, le méme résultats a été révélé par Asgari Hasanluyi et
al,(2016) dans leur étude sur 40 rats Wistar males agés de quatre semaines (200 - 250 gr)
traités par le Bisphénol A (un composé organique de la famille des aromatiques de formule
C15H1602, utilisé principalement dans la fabrication du plastique) par voie intrapéritonéale
pendant 15 jours. Leurs résultats ont montré que cette exposition a une dose de 100 pg/kg au
Bisphénol A entraine des ruptures dans I'épithélium glandulaire de la prostate.

D’autre part, des défauts de la sécrétion des androgénes peut avoir un impact sur
I’histologie prostatique vu que cette glande est hormono-dépendante.

De plus, des études ont conclut a une relation causale probable entre le risque de
survenue de cancer de la prostate et 1’exposition aux pesticides, certains de ces produits
peuvent affecter la stimulation androgénique de la prostate, conduisant potentiellement a la
prolifération cellulaire et au cancer (Cockburn et al., 2011). Parmi ces pesticides, les
insecticides organophosphorés : le fonofos, le malathion et le terbufos (Koutros et al., 2013) ;

les DDT ; les fongicides tel que dichlone, , soufre, zirame (Pluth et al., 2019)...etc

La vésicule séminale semble également subir 1’effet du TMX, notamment pour la dose
NOAEL x2. En effet, parmi les modifications marquantes et vérifiées, la réduction de la
hauteur de [D’épithélium, donc de sa surface et la densité des noyaux cellulaires
(hyperchromatiques) témoignant d’une hyperactivité transcriptionnelle. Ces changements
structuraux peuvent étre derriere des perturbations des cycles cellulaires et des
caractéristiques fonctionnelles de la vésicule.

Loin de I’'impact des pesticides sur la vésicule séminale, 1’exposition de cet organe a
certains métaux tel que au plomb a révélé les mémes conséquences que notre étude, cependant
I’auteur dans cette étude a montré que les rats exposés au plomb a une dose de 250 mg/l
présentent des noyaux hyperchromatiques au niveau de 1’épithélium pseudo stratifi¢ de la

vésicule séminale (Ait Hamadouche, 2009).
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La vésicule séminale secrete un liquide qui entre dans la composition du sperme, ce
liquide est alcalin et riche en glucide, il sert & nourrir les spermatozoides stockes dans ces
glandes (Guyton et Hall, 1996). L’atteinte de la vésicule séminale par les pesticides peut avoir
plusieurs conséquences, parmi eux la mort des spermatozoides.

Ainsi, Pactivité de I’épithélium sécrétoire de la vésicule séminale est androgéno-
dépendante (Creasy et al, 2012), pour cela une perturbation de la fonction endocrine
testiculaire par la perturbation de I’activité des cellules de Leydig peut avoir un effet sur
I’activité normale de 1’épithélium de la vésicule s€éminale, ces donnés peuvent expliquer 1a
présence des zones focales d’hyperplasie de 1’épithélium de revétement dans la vésicule

séminale chez les rats du lot NOAEL x2.

Nous tenons a noter que le peu d’études réalisées sur 1’effet des insecticides
néonicotinoides, comme le Thiamethoxame, sur 1’histologie et les fonctions de la prostate et
de la vésicule séminale se sont limités a I’examen des donnés pondérales des deux organes
annexes apres le traitement. Parmi ces études celle de Maxwell et al., (2016) qui ont montré
que I’insecticide néonicotinoide « Acétamipride » diminue significativement le poids corporel
et le poids des testicules, de I'épididyme, de la vésicule séminale et de la prostate.

L’impact toxique sur ces organes doit étre examiné en détail afin de comprendre le
mécanisme insecticide des néonicotinoides et leurs effets secondaires, tels que la

cancérogenese, la tératogenese et la mutagenese.
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Conclusion

Dans cette étude d’initiation aux méthodes et techniques d’expérimentation dans le
domaine de la biologie et la physiologie de la reproduction, nous avions examiné 1’impact
d’un insecticide, le Thiamethoxame, sur les caractéristiques histologiques des gonades et des

organes annexes de 1’appareil reproducteur.

Les résultats obtenus ont démontré que 1’exposition subchronique au Thiamethoxame,
surtout a des doses NOAEL x 2, provoque des changements histologiques non négligeables
aussi bien au niveau du testicule que des organes annexes : épididyme, prostate et vésicule
séminale. Les changements observés au microscope optique et confirmés par des examens
morphomeétriques se résument entre autres a une hausse de la surface du noyau des cellules de
Leydig, une dilatation des vaisseaux sanguins du tissu testiculaire, I’apparition des vacuoles
dans I’espace entre les tubes séminiféres, des modifications de la densité des noyaux
cellulaires, une réduction de la surface et/ou de la hauteur de 1’épithélium, avec parfois des
foyers hyperplasiques au sein de I'épididyme, la prostate et la vésicule séminale. Ainsi qu’une

perte de I’intégrité de I’épithélium prostatique dans certaines régions.

Ces modifications structurales accompagnées d’une réduction du taux des
spermatozoides dans la lumiére des tubes seminiféres et la lumiére épididymaire, ainsi que
d’une baisse du liquide prostatique, laissent suggérer des altérations fonctionnelles au niveau
des différents organes de I’appareil reproducteur male sous I’effet d’un traitement

subchronique au Thiamethoxame.

L’étude que nous avions effectuée reste insuffisante pour tirer des conclusions

probantes, ainsi il serait intéressant de la compléter par :

- Une augmentation de I’effectif des animaux.

- L’analyse du sperme.

- Un dosage hormonal, notamment de la testostérone.

- L’exploration des effets du Thiaméthoxame sur la descendance de la premiére
géneération.

En perspective a long terme, nous suggérons :

- L’exploration de I’impact du Thiaméthoxame sur le systeme hypothalamo-
antéhypophysaire dont dépend fortement la fonction de reproduction.

- Des études de toxicité chronique du Thiaméthoxame afin d’évaluer et prévenir

des risques probables chez 1’étre humain.
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Tableau I: Donneées du diamétre des tubes séminiferes (um) des rats témoins, et traités par le

Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
178,92 220,96 161,52 243,64
159,87 252,47 172,31 265,56
177,59 155,12 192,21 295
174,01 219,27 170,41 271,11
199,7 163,07 229,54 149,56
189,69 163,06 232,31 181,71
174,06 167,82 239,46 148,33
156,33 172,01 236,85 160,42
261,91 202,05 237,94 155,73
225,35 213,77 204,02 136,13
238,79 187,24 202,1 161,4
220,71 140,52 171,33 171,55

Tableau I1: Données de la surface de la lumiére des tubes séminiféres (um?) des rats témoins,
et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
3496,23 4302,93 1223,75 4827,29
3768,23 5663,42 3047,73 5590,62
2683,05 6556,01 1120,3 3104,44
2643,52 3353,26 1400,56 4330,28
3720,45 4044,33 8450,53 1516,49
5535,74 5768,46 7138,55 2887,44
4077,73 4440,89 5805,23 2813,66
4066,65 3477,75 6623,92 2575,55
9664,31 2853,49 7553,34 1137,31
9159,1 7182,54 4598,3 5038,23
7972,48 2973,15 5824,2 3609,59
9761,16 4925,3 3338,14 1896,04
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Tableau I11: Données de la surface des noyaux des spermatogonies (Um?) des rats témoins et
traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
16,38 10,4 115 16,22
14,21 16,66 15,61 15,23
19,49 18,11 22,32 17
18,04 16,56 18,37 13,98
18,58 16,67 10,12 21,05
25,8 22,72 10,29 19,15
19,65 25,21 4,89 10,26
22,4 13,18 4,49 8,09
14,95 5,82 14,63 15,98
15,03 11,21 12,94 17,91
15,08 14,56 13,46 17,23
15,25 16,64 15,48 16,6

Tableau VI: Données de la surface des noyaux des cellules de Leydig (um?) chez les rats

témoins, et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOEL NOEL x2
3,92 7 591 10,13
5,51 2,72 7,09 8,02
9,81 1,94 8,74 14,82
13,01 7,51 6,59 12,18
8,07 7,78 10,12 11,32
7,15 7,3 10,29 15,64
7,28 7,77 4,89 9,66
8,2 7,81 4,49 6,83
12,09 5 6,39 8,55

13,749, 7,98 6,3 7,51
9,68 5,82 8,69 10,37
15,28 11,21 11,33 14,93
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Tableau V: Données du diamétre des tubes épididymaires (um) chez les rats témoins et
traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
152,17 140,22 158,52 167,19
154,43 145,35 175,41 194,13
162,49 131,38 185,82 182,01
164,29 200,67 209,65 256,69
178,46 161,38 189,24 266,81

Tableau VI: Données de la surface des épithéliums épididymaires (um?) chez les rats
témoins, et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
4725,73 4764,19 5511,05 6135,35
5944,71 5798,45 8028,95 6676,92
1968,29 6567,55 6515,61 6063,34
2328,58 7513,16 7035,54 6710,18
4376,71 5147,87 7409,21 7918,69

Tableau VII: Donnés du rapport nucléo-cytoplasmique de 1’épididyme chez les rats témoins,
et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
4,65 5,32 4,33 3,88
9,56 4,66 5,93 5,42
5,16 4,01 5,37 6,69
4,83 5,18 4,37 7,18
5,44 5,39 6,17 6,36




Tableau VIII : Donnés de la surface de 1’épithélium prostatique (um?) chez les rats témoins,

et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Annexes

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
10198.48 7414.2 4423.2 7264.41
9033.44 5753.26 6634.86 4471.98
7145.18 12071.21 7115.71 5843.32
11248.64 3304.51 8338.91 5586.27
10441.49 7281.11 10782 7488.47

Tableau IX: Donnés du rapport nucléo-cytoplasmique de la prostate chez les rats témoins, et

traites par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
8,12 7,35 5,64 6,98
7,41 6,74 5,94 5,97
7,42 7,2 521 6,78
6,83 8,81 6,28 4,86
8,31 5,42 3,84 5,89

Tableau X: Donnés de la hauteur de 1’épithélium de la vésicule séminale (um) chez les rats
témoins, et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOEL, NOEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
14,52 14,38 14,39 12,63
16,61 15,74 13,27 10,95
13,85 12,02 13,88 12,69
13,98 15,15 11,15 8,88
12,21 10,27 13,42 10,44
15,46 13,08 11,89 10,92
11,2 14,05 14,65 8,4
12,12 13,47 10,98 9,06
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Tableau XI: Donnés du rapport nucléocytoplasmique de la vésicule séminale chez les rats

témoins, et traités par le Thiaméthoxame (DJA, NOAEL, NOAEL x2).

Témoins DJA NOAEL NOAEL x2
4,42 5,14 4,57 3,99
4,75 5,49 4,18 59
6,4 4,71 4,57 3,83
4,7 4,4 3,69 5,25
4,66 5,52 3,42 3,56
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