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RESUME

Résumé

Le but de cette étude est d’évaluer I’effet reprotoxique d’un pesticide de la famille des
pyréthrinoides de type Il « lambda-cyhalothrine » (LCT), sur 1’épithélium épididymaire de
lapin et de déterminer I’éventuel effet amélioratif des vitamines C et E, considérés comme des

antioxydants forts.

Nous avons réalisés deux colorations topographiques, 1’Hématoxyline Eosine et le
Trichrome de Masson, pour mettre en évidence I’effet histopathologique de la LCT sur
I’épithélium épididymaire.

Nous avons étudié les variations morphométriques causées par la LCT en réalisant des
mesures des différentes structures épithéliales épididymaires, pour confirmer les lésions

engendrés.

Nos résultats montrent une perturbation du poids corporel moyen des animaux exposes
et des organes de reproduction (testicule et eépididyme). Sur le plan tissulaire, les lésions
observées ont montré une dégénérescence de I’épithélium épididymaire, notamment celle des
cellules basales et une irrégularité du contour des tubes épididymaires. Ces résultats
histologiques sont confirmés par ceux de 1’étude morphométrique qui montre une
augmentation du diameétre de la lumiére des tubes épididymaires et une diminution de la

hauteur de 1’épithélium de 1’épididyme remarqué a I’exposition a la LCT.

Cependant, concernant les lapins chez qui nous avons administrés les vitamines C et E,
nos résultats montrent une atténuation et une régression des lésions générées par le

biopesticide en comparaison avec les lapins témoin.

En conclusion, notre étude montre que 1’exposition subaigiie des lapins a la LCT
perturbe les parametres histomorphométriques de 1’épididyme, et 1’administration des

vitamines C et E ont un effet protecteur contre ces dommages.

Mots clé: Lambda-cyhalothrine, Epididyme, Vitamines C et E, Morphométrie,
Histopathologie, Lapin.
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ABSTRACT

Abstract

The aim of this study is to evaluate the reprotoxic effect of Lambda-cyhalothrin (LCT),
a type Il pyrethroid insecticide on epididymis of rabbit, and the protective effect of the vitamins
C and E administrations, which are considered as strong antioxidants.

Histomorphometric study in addition to two topographical staining, Hematoxylin Eosin
and Masson's trichrome, were performed in order to evaluate the histopathological damages
caused by subacute toxicity to LCT and co-administration of two vitamins C and E on the
epididymal epithelium. Morphometric variations were studied by measuring different epithelial

parameters.

The obtained results show a disturbance of the body weight and that of the considered
organs. Histopathological tissue lesions were observed and have shown the degeneration of the
epididymal epithelium, especially that of the basal cells and an irregular contour of the tubes.
The treatment with LCT leads to different morphometric changes such as an increase in the

diameter of the lumen of the epididymal tubes and a decrease in the height of the epithelium.

However, regarding the rabbits co-administered with vitamins C and E, the study we
carried out shows an attenuation of the lesions generated by the biopesticide in comparison with

the results of the control group.

In conclusion, LCT disrupt histomorphometric parameters of epididymis, however,

vitamins C and E have a protective effect against this damages.

Key words: Lambda-cyhalothrin, Epididymis, Vitamins C and E, Morphometric,
Histopathology, Rabbit.
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GLOSSAIRE

Mots
Acidophilie

Antérocytaire

Aposome

Aquaporine

Artefacts

Athérome

Autolyse

Busulfan

Cadium

Calmoduline

Carnitine

Cyano

Cystatine
Edaphique
ERO

Définition

Affinité pour un colorant acide

(Entérocyte) Les entérocytes sont un des quatre principaux types de cellules de
I'épithélium intestinal, au sein de la muqueuse intestinale.

Excroissance du cytoplasme apicale de certaines cellules épithéliales.

Classe de protéines membranaires qui forment des pores perméables aux molécules
d’eau dans les membranes biologiques.

Le terme désigne a l'origine un phénomene créé de toutes pieces par les conditions
expérimentales, un effet indésirable, un parasite.

Un athérome est un dép6t par accumulation de différents éléments (graisse, sang, tissu
fibreux, dép6t calcaire) sur une partie de la paroi interne d'une artére, lI'intima. Le
diamétre de celle-ci diminue, ce qui peut entraver la circulation sanguine. L une des
causes de la formation de la plaque d’athérome est I’oxydation par les radicaux libres
des lipoprotéines de basse densité (LDL).

L’autolyse est un processus enzymatique d’autodestruction qui se produit a 1’intérieur
des cellules.

Diester sulfonique utilisé comme anticancéreux dans le conditionnement préalable a
une greffe de cellules souche hématopoiétiques. Son activité pharmaceutique de
s’exerce que sur la moelle osseuse.

Le cadmium est I'elément chimique de numero atomique 48, de symbole Cd.

Protéine ubiquitaire, capable de s’associer aux ions calcium présents dans le milieu
cellulaire.

Cette molécule intervient au sein de la cellule dans le transport des acides gras du
cytosol vers les mitochondries lors du catabolisme des lipides dans le métabolisme
énergeétique.

Le radical cyano *CN est une espece chimique de type monoradicalaire fréquemment
rencontrée en combustion chimique.

Protéine de type protéase a cysteine.

Caractérise un facteur écologique lié aux caractéristiques du sol.

Les espeéces réactives de I’oxygéne (EROs) sont moléculaire. Elles représentent la
plus importante classe d’especes réactives générées dans les organismes vivants a

cause de I’importance du métabolisme aérobie.



GLOSSAIRE

Glucuroconjugaison

Heme

Homéostasie
Oligoazoospérmie
Procarcinogene
Quinone

Radical libre

Stéréocils

La glycuroconjugaison ou la glucuroconjugaison est la réaction chimique qui permet
la formation d'une nouvelle molécule par fixation sur un substrat d'une molécule
d'acide glucuronique. Cette réaction se produit souvent dans l'organisme humain pour
permettre d'éliminer un produit toxique (ou un médicament).

L'héme est une structure aromatique contenant un atome de fer.

Processus de régulation par lequel I’organisme maintient les différentes constantes du
milieu intérieur entre les limites des valeurs normales.

Présence de spermatozoides en quantité anormalement faible.

Toute substance qui se transforme en une substance cancérigene par le métabolisme.
Composeé benzémique dans lequel deux atomes d'hydrogéne du noyau sont remplacés
par deux atomes d'oxygeéne.

Un radical libre est une espece chimigque possédant un électron célibataire (non
apparié) sur leur couche périphérique.

Expansions cytoplasmiques ramifiées longues, fines et immobiles présentes au niveau

du pble apical de certaines cellules épithéliales.
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INTRODUCTION

Introduction

Prés de 12% des couples en &ge de procréer rencontrent des difficultés pour avoir des
enfants. Dans 20% des cas, I’infertilité est d’origine masculine (BERRAH, 2011). Diverses
causes en sont a 1’origine, parmi elles figure la pollution environnementale qui agit par le
biais de molécules chimiques, comme les pesticides. Ces derniers engendrent un stress
oxydatif, qui est défini comme étant un état de déséquilibre entre la production d’especes
réactives et I’action des défenses antioxydantes de 1’organisme (SIES., 1991).

Le stress oxydatif induit des altérations membranaires et nucléaires entrainant une perte
de mobilité et une diminution du pouvoir fécondant du spermatozoide, facteurs de risques de
faible taux de fécondation, d’anomalies du développement préimplantatoire et de fausses
couches (METHORSTA et al., 2014).

Les vitamines, en tant qu’antioxydants majeurs, ont pour réle la neutralisation des ERO
(Espéces Réactives Oxygénés) et la réduction des dommages oxydants. Parmi les molécules
antioxydantes pouvant empécher la formation non contr6lée des radicaux libres ou leur
réaction aux sites biologiques et également leur destruction pour prévenir I’oxydation des

antioxydants endogenes, figure la vitamine C et la vitamine E (DJEFFAL, 2014).

La vitamine C, encore appelée acide ascorbique, est une vitamine hydrosoluble qui ne
peut étre synthétisée par I'organisme, ce qui rend indispensable son apport exogene. L'acide
ascorbique est le plus puissant agent réducteur physiologique, il inhibe la formation des
nitrosamines, augmente l'absorption du fer et renforce les effets immunitaires et anti-
infectieux (LE MOEL, 2004).

La vitamine E quant a elle, est une substance organique liposoluble. Elle joue un réle
important dans I’organisme grace a ses propriétés antioxydantes : elle prévient les réactions
chimiques néfastes qui sont provoquées par les radicaux libres et impliquées dans la survenue
de nombreuses pathologies (LEBOULANGER, 1984).

Les pesticides sont des produits destinés a lutter contre les parasites animaux et
végétaux indésirables des cultures, des plantes des voiries et espaces de loisirs. Ils sont
constitués d’une ou plusieurs substances actives associées a des agents de formulation et

peuvent étre dommageables pour la santé et I’environnement a cause de leur toxXicité.
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Les pyreéthrinoides font partie des insecticides les plus usuels. Elles sont extraites des
fleurs de chrysanthéme et agissent sur le systeme nerveux des insectes provoquant leur
paralysie rapide et leur mort (HEMINGWAY et al., 2004).

La lambda-cyhalothrine fait partie de la famille des pyréthrinoides de synthése de type

IL. 11 a été démontré qu’elle affecte plusieurs tissus de 1’organisme, parmi eux, nous citerons

1’épithélium épididymaire (ZOUMENOU et al., 2015).

L’épididyme est un organe de I’appareil reproducteur masculin jouant un role trés
important dans la fertilité des males. A leur sortie du testicule, les spermatozoides sont
fonctionnellement immatures et ce n’est qu’au cours de leur transit a travers 1’épididyme
qu’ils acquiérent progressivement la capacité a se mouvoir et a féconder un ovocyte
(BEDFORD, 1976).

Le présent travail a pour principal objectif de rechercher I’effet de 1’administration
subaigué de lambda cyhalothrine seule ou supplémenter par les deux vitamines C et E sur
I’architecture tissulaire de 1’organe de maturation des spermatozoides « 1’épididyme » en
¢tudiant I’histopathologie et I’histomorphométrie de 1’épithélium épididymaires chez le lapin

de souche locale (Orictolagus cuniculus).

Ce manuscrit est scindé en deux parties essentielles. La premiere partie, essentiellement
descriptive, présente une synthese bibliographique, a travers laquelle nous introduisons des
généralités sur 1’épididyme, 1’organe de maturation des spermatozoides, des généralités sur les
pesticides, leur classification et leur impact sur la santé humaine, puis la famille des
pyréthrinoides et enfin des généralités sur les vitamines C et E.

Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, nous avons décrit le protocole expérimental suivi
pour la réalisation de ce travail et nous avons présenté et discuté les différents résultats
obtenus.

Enfin, nous conclurons cette étude en mettant en lumiere les principaux résultats obtenus et

quelques perspectives.
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Dans cette premiére partie, nous développons des rappels anatomo-structuro-fonctionnels de
1‘organe génial male chez les mammiféres.

1. Généralités sur I’appareil génital méle

1.1. Anatomie du tractus génital male du lapin

L'organe reproducteur du lapin male se compose de différentes structures. L’une d'entre elles
est le testicule, qui est composé des parties suivantes :

a. Scrotum (poche des testicules) : il est localisé dans la région inguinale, ventral par rapport
a l'anus, et peut étre comparé a un sac entouré de peau et composé de muscles ou de tissu
conjonctif. 1l contient le testicule.

b. Testicules : ils représentent la glande reproductrice, composee de boucles tubulaires, lobules
et d’un plexus tubulaire central. Les lobules tubulaires sont composés de lignées de cellules qui
développent le sperme, a travers un processus de divisions cellulaire (méioses) et de maturation.
c. Epididyme : c'est un tube enroulé situé a la surface des testicules (QUESENBERRY et al.,
2004). La position relative des différents organes est indiquée sur la figure 1.

L'APPAREIL REPRODUCTEUR

du LAPIN MALE Poche scrotaie (retournee)

Ligament
retracteur
inferieur

Poche scrotale Ligament

retracteur
superieur

Tete Corps Queue |

Spermiducte

v

Epididyme

Vesicule séminaie

/ —— Glande vésiculaire

Ampoules deéféerentes (2)
Vessie

Canal éjaculateur

Prostate

Giande de Cowoper
Racines du corps
caverneux (2)
Urétre

Glandes prépucizaies

Vésicule seminale
(retournée)

Pénis sans gland

Figure 1 : Schéma de I'appareil génital du lapin méale (LEBAS et al., 1996).
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1.2. Généralités sur I’épididyme

1.2.1. Anatomie

L'épididyme est un long canal contourné (5 m chez I'homme, 60 m chez le verrat et 80 m chez
I'étalon) accolé a la face postérieure du testicule, reliant les canaux efférents au canal déférent
(Figure 2). La paroi de ce tube est entourée d’une mince couche de fibres musculaires lisses
dont les contractions permettent le transit des spermatozoides (DACHEUX ET DACHEUX,
2001).

Téte de
I'épididyme

Canalicules
efférents

Tube droit

Rete testis

Tubules {
sém iniféres'-.\

Tunique

albuginée [ /Corps de

/ A répididyme

Canal
déférent

" Queue de I'¢pididyme

Figure 2 : Représentation schématique de 1’épididyme et du testicule (MULLER et CLOS,
1997).

L’épididyme est divisé en trois régions anatomiques et fonctionnelles (Figure 3) : la téte
(faisant suite aux canaux efférents), le corps et la queue (précédant le canal déférent). Plus
précisément, chez la souris, la téte de I’épididyme est constituée de cinq segments, qui different
dans la hauteur de 1’épithélium, la position du noyau dans les cellules, les caractéristiques
cytologiques et histochimiques des cellules apicales et principales, ainsi que par la
concentration de spermatozoides dans la lumiere du canal (ABOU-HAILA et FAIN-
MAUREL, 1984).

Le corps et la queue peuvent étre respectivement subdiviseés en deux et trois segments. L’étude
transcriptionnelle globale de ces segments a permis de mettre en évidence qu’ils sont quasiment
tous indépendants du point du vue de la synthése de messagers. En effet, transcriptionnellement,
1I’épididyme peut étre divisé en dix segments, I, I1, I, IV-V-VI, VII, VIII-IX-X (JOHNSTON
et al., 2005).

Cette subdivision repose sur des analyses ultrastructurales, ainsi que sur 1’étude des activités

enzymatiques et transcriptionnelles de 1’organe (TAKANO, 1980).
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Figure 3 : Evolution de la régionalisation épididymaire murine (Abe et al., 1983 (a), Abou-

Haila et Fain-Maurel., 1984 (b), et Johnston et al., 2005 (c)).
1.2.2. Histologie
Le canal épididymaire comprend deux compartiments : un épithélium pseudo stratifié, entouré
de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et du tissu conjonctif, contenant des terminaisons
nerveuses et des capillaires sanguins, et une lumiere bordée par cet épithélium (ROBAIRE et
HERMO, 1988).
Differents types cellulaires constituent I'épithélium épididymaire. Certaines cellules sont
retrouvées sur toute la longueur du canal, alors que d'autres sont plus spécifiques d'une région,
elles présentent des caractéristiques structurales et fonctionnelles tres variées de la région
proximale & la région distale du tubule (Tableau 1).
Les types cellulaires retrouvés dans I'épithélium épididymaire : les cellules principales,
apicales, claires, en halo et basales (Figure 4) (ROBAIRE et HERMO, 2002).

a. Cellules principales
Les cellules principales encore appelées cellules stéréociliées sont les plus représentées au
niveau de I'épithélium épididymaire. Elles représentent 65-80% de la population des cellules
épithéliales épididymaires totales. Ces cellules sont retrouvées dans la totalité du canal, mais
présentent des variations structurales selon la région épididymaire (ROBAIRE et HERMO,
2002).
Ces cellules présentent un noyau basal, ainsi que des stéréocils qui diminuent en longueur entre

la téte et la queue épididymaire. De plus, la hauteur des cellules diminue, alors que leur largeur
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augmente tout au long du canal. Cette variation concerne aussi la longueur des microvillosités
qui tapissent leur pole apical (JONES et al., 1979).

Ces cellules prismatiques sont tres actives quant au transport et a la sécrétion de petites
molécules organiques, la synthése et la sécrétion de protéines, et a I’absorption du fluide

épididymaire (COOPER, 1998).

Cellule en halo ' Cellule principale du
Cellule claire corps épididymaire

Cellule apicale de la
téte épididymaire

Cellule principale de Cellule basale

la téte épididymaire

Figure 4 : Représentation schématique des différents types cellulaires épididymaire de
mammiféres (HERMOS et ROBAIRE, 2002).
Cp : puits recouverts de clathrine, E : endosomes, L : lysosomes, G : appareil de Golgi, rER
réticulum endoplasmique rugueux, lip : gouttelettes lipidiques, Mv : microvillosités, BM :
membrane basal, N : noyau, V : petites vésicules apicales.

b. Cellules apicales
Elles sont retrouvées principalement dans la téte épididymaire. Ces cellules ont un noyau
sphérique en position apicale, d’ou leur qualification. Leur cytoplasme est dense, trés riche en
mitochondries (MARTINEZ-GARCIA et al., 1995).
Elles sont capables d'endocyter des substances contenues dans la lumiere (ROBAIRE et
HERMO, 2002), et interviendraient dans 1’acidification du fluide épididymaire (MARTINEZ-
GARCIA et al., 1995).
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c. Cellules claires
Les cellules claires sont des cellules larges, présentent essentiellement dans le corps et la queue
de I’épididyme. Elles contiennent des vésicules de tailles diverses dans leur région apicale, des
lysosomes dans leur région médiane, et des gouttelettes lipidiques dans leur partie basale
(ROBAIRE et VIGER, 1995).
Cette distribution d’organites est cohérente avec une fonction d’élimination active de matériel
depuis la lumiére épididymaire. En effet, elles présentent une forte capacité d'endocytose
(ROBAIRE et VIGER, 1995). De plus, a I’instar des cellules apicales, un réle dans
I’acidification du fluide épididymaire a été proposé pour les cellules claires (HERMO et al.,
2000).

d. Cellules en halo
Les cellules en halo sont de petites cellules présentes sur toute la longueur de 1’épididyme,
généralement situées a la base de 1’épithélium (HERMO et ROBAIRE, 2002). Identifiées
comme des lymphocytes intra-épithéliaux ou des monocytes qui migrent dans 1’épithélium
durant le développement post-natal, ces cellules sont disséminées tout le long du canal
épididymaire. Elles pourraient intervenir dans la réponse immune innée de ce tissu qui échappe
a la réponse immune adaptative a cause de la barriere hémato-épididymaire (SERRE et
ROBAIRE, 1999).

e. Cellules basales
Les cellules basales sont de petites cellules allongées réparties tout autour de 1’épididyme
(ROBAIRE et VIGER, 1995). Elles sont présentes sur I'ensemble du canal épididymaire et
représentent 10 a 20% de la population cellulaire épididymaire totale. Elles ont une forme
hémisphérique, adhérent & la membrane basale et ne semblent pas avoir d’acces direct a la
lumiere du tube. Leur noyau est irrégulier et leur cytoplasme pauvre en organites (SORANZO
etal., 1982).
Leur fonction est inconnue mais il semblerait qu’elles jouent un réle dans 1I’élimination des
radicaux libres ainsi que dans le protection immunitaire des spermatozoides en participant a la
barriére hémato-épididymaire (SEILER et al., 2000).
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Tableau 1 : Synthése des caractéristiques structurales et fonctionnelles des différents types

cellulaires constituant 1’¢pithélium épididymaire chez les mammiferes.

Principales

Basales

En halo

Claire

Apicale

Larges cellules
prismatiques

Aspect variable d’un
segment a I’autre

Cellules petites, allongées
Forme triangulaire
Reposent sur la lame
basale

Noyaux irréguliers,
cytoplasme pauvre en
organites

Lymphocytes intra-
épithéliaux

Monocytes

Cellules larges a I’aspect
prismatique

Zone apicale : vésicules
claires

Région médiane :
lysosome

Région basal : inclusions
lipidiques

Aspect caliciforme
Noyaux situé dans le tiers
apical

Cytoplasme dense, tres
riche en mitochondries

f. Lumiére du canal épididymaire

Téte
Corps
Queue

Téte
Corps
Queue

Téte
Corps
Queue

Corps

Queue
essentiellement

Téte,
majoritairement
dans le segment

initial

Transport et sécrétion
de petites molécules
organiques

Synthése et sécrétion
de protéines
Réabsorption du
fluide épididymaire
Elimination des
radicaux libres
Protection
immunitaire des
spermatozoides

Défense immunitaire

Absorption de
composants du fluide
épididymaire
Endocytose de
gouttelettes
cytoplasmiques
éliminées par les
spermatozoides
Secrétions d’ion H*
réabsorption de
bicarbonates
acidification du
fluide épididymaire
(Synthese originale).

Pour rejoindre le systéme éjaculateur depuis les gonades males, les spermatozoides transitent a

travers 1’épididyme au niveau de sa lumicre, ou ils baignent dans un milieu de nature trés
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complexe : le fluide épididymaire. Ce dernier est composé principalement d’ions, de petites
molécules organiques, de protéines et de macromolécules.

Mais en raison d’une forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de synthese, de
sécretion et réabsorption des cellules épithéliales, la composition du fluide épididymaire varie
tout le long du canal (HERMOS et ROBAIRE, 2002).

1.2.3. Vascularisation et innervation

La vascularisation artérielle du testicule et de 1’épididyme est assurée par I’artére spermatique
naissant de 1’aorte abdominale. Cette artére spermatique est-elle méme subdivisée en artére
testiculaire vascularisant le testicule, artére épididymaire antérieure vascularisant la téte de
I’épididyme et de I’arteére épididymaire postérieure vascularisant le corps et la queue.
L’innervation du testicule vient du systeme nerveux autonome orthosympathique
essentiellement. 1l existe deux groupes nerveux issus des ganglions de la chaine sympathique,
le plexus spermatique (superior spermatic nerve, niveau Th10) et le plexus différentiel
(inferior spermatic nerve).

1.2.4. Mode de sécrétion de I’épididyme

La sécrétion des protéines est réalisée essentiellement par les cellules principales et est
accomplie selon deux modes de sécrétions différents : le mode mérocrine et le mode apocrine.
(Figure 5).

La sécrétion merocrine est le mode de sécrétion protéique classique (THIBAULT et
LEVASSEUR, 2001). Effectivement, ce mode de sécrétion se produit dans la plupart des
différents types cellulaires y compris les cellules principales de 1’épithélium épididymaire
(SHERWOOD, 2006).

La sécrétion mérocrine implique le mécanisme d’exocytose. Les protéines ne présentent pas
d’ancrage membranaire, sont libérées dans la lumiere de 1’épididyme (GIROUARD, 2009).
La sécrétion apocrine a été mise en évidence par microscopie électronique dans les cellules
principales de 1’épididyme et dans le canal déferent et dans différentes glandes telles que la
glande mammaire, la prostate et les glandes accessoires (GIROUARD, 2009).
Les protéines sont plutdt emmagasinées dans une excroissance du cytoplasme apicale, nommée
aposome (REJRAUJI et al., 2006).

Plusieurs de ces aposomes ont été observés dans la lumiere de I'épididyme par microscopie
électronique. (REJRAJI et al., 2006). Ces aposomes contiennent entre autres des ribosomes
libres, des vésicules de différentes grosseurs de méme que quelques citernes du réticulum
endoplasmique. Par la suite, les aposomes se fragmentent et liberent leur contenu dans la
lumiére de I'épididyme (GIROUARD, 2009).
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Figure 5 : Représentation schématique de la sécrétion apocrine dans les cellules principales de
I’épididyme (GIROUARD, 2009).
AB : Aposomes ; EP : Epididymoses ; ILC : Compartiment intra-Laminal.

1.2.5. Physiologie et fonctions de I’épithélium épididymaire

a. Maturation épididymaire
A leur sortie du testicule, les spermatozoides sont non fécondants et immobiles. Ils sont
également inactifs du point de vue de la synthése protéique car leur ADN, tres fortement
condensée depuis les dernieres étapes de la spermatogenese, est soumis a une condensation
accrue durant la maturation.
C’est au cours de leur transit a travers 1’épididyme , assuré par les contractions des fibres
musculaires lisses qui entourent les cellules épithéliales, que les spermatozoides acquiérent
progressivement 1’aptitude a féconder un ovocyte in vivo, a se mouvoir, a se maintenir en vie
lors de leur stockage dans la queux épididymaire, avant 1’éjaculation (BEDFORD, 1967).
On parle alors de maturation post testiculaire des gamétes. Ce processus est le résultat d’une
constante interaction, tout le long de I’épididyme, entre les spermatozoides immature et le fluide
intraluminal, microenvironnement spécifique créé par les activités d’absorption et de sécrétion
des cellules épididymaires.
En raison de la spécificité tissulaire, la composition du fluide épididymaire est propre a chaque
région, a chaque segment qui constitue 1’épididyme, créant un environnement luminal unique,

en chaque point de ce long canal circonvolutionné.

10



CHAPITRE | DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Ainsi les spermatozoides rencontrent un environnement unique en chaque point parcouru au
sein de cette lumiére (OLSON et al., 2002).
Les spermatozoides subissent lors de ce transit de nombreuses modifications morphologique et
biochimiques. Ceci se traduit essentiellement par 1’acquisition de la mobilité et la modification
de protéines membranaire du spermatozoide (EDDY et al, 2003).

b. Fluide eépididymaire
Le fluide épididymaire da part sa composition trés variée, riche en protéines, ions divers,
inositol, L-carnitine et en acide sialique (RIAR et al., 1973) provenant du sang ou sécrétés par
I’épithélium, participe a la survie et au maintien de I’intégrité des spermatozoides (BRITAN,
2006).

c. Réabsorption d’eau, d’ions et des protéines
L’¢épithélium épididymaire réabsorbe 1’eau, les ions et les protéines présents dans le fluide
testiculaire, particulierement dans les premiéres régions eépididymaires, entrainant une
concentration des spermatozoides.
La réabsorption de I’eau se fait en association avec les mouvements des ions Na* et CI
réabsorbés et des ions K* et POs* sécrétés, ce qui aboutit & une diminution du rapport Na/K
d’un facteur 10 entre la téte et la queue de I’épididyme.
La majorité des protéines présentes dans le fluide testiculaire sont réabsorbées par endocytose
fluide ou spécifique, ou par trancytose, et sont remplacées par de nouveau composés sécrétés
par les cellules épithéliales (THIBAULT et LEVASSEUR, 2001).

d. Sécrétion de substances organiques et concentration de substance sanguines

dans la lumiere du tube

L’¢épithélium épididymaire sécrete des protéines telle que la Glycéryl Phosphoryl Choline
(GPC) et des protéines spécifiques, ou la plus part sont des enzymes, phosphatases acides et
alcalines, glucosidases, glycosyl transférases qui peuvent modifier le fluide épididymaire et la
membrane des spermatozoides au cours du transit épididymaire ; les glucosidases et les
protéases procathépsine L quant a elles modifient la membrane des spermatozoides et assurent
la maturation épididymaire (THIBAULT et LEVASSEUR, 2001).
La fonction de concentration de substances sanguines dans la lumiére tu tube de 1’épithélium
épididymaire est illustrée par la concentration en carnitine et acetylcarnitine dans le fluide
épididymaire. La carnitine produite par le foie, véhiculée par le sang et réabsorbé par transport

actif est concentrée dans la lumiére du tube.

11
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Il semble qu’elle soit transformée en acétylcarnitine, et utilis€é comme substrat énergétique pour
la mobilité des spermatozoides (THIBAULT et LEVASSEUR, 2001).
e. Modifications morphologiques des spermatozoides

Dans la partie proximale de la téte de 1’épididyme, I’acrosome des spermatozoides est long et
large et présente des gouttelettes cytoplasmiques sur la piece intermeédiaire, pres de la téte. Au
cours du transit, I’acrosome se raccourcit, la gouttelette cytoplasmique glisse le long de la piéce
intermédiaire et la densité des spermatozoides s’accroit. Dans la queue de 1’épididyme, les
spermatozoides ont un acrosome réduit et n’ont plus de gouttelette cytoplasmique (BELFORD,
1936).
1.2.6. Mobilité et stockage des spermatozoides

a. Acquisition de la mobilité des spermatozoides
A la sortie du testicule et au niveau de la téte antérieure, les spermatozoides sont immobiles.
Dans la téte distale, les cellules présentent une courbure statique avec oscillations de I’extrémité
du flagelle sans déplacement. Dans le corps apparaissent les mouvements transitoires
caractérisés par une grande courbure ce qui va entrainer des mouvements circulaires et
erratiques. Dans la région caudale, les cellules présentent un mouvement mature caractérisé par
une distribution symétrique des ondes de part et d’autre des flagelles permettant une trajectoire
rectiligne (YANAGIMACHI, 1994).

b. Controle endogene et exogéne de la mobilité des spermatozoides
Le contrdle de cette mobilité dépend des facteurs exogénes et endogenes. L apparition de la
mobilité est associée a I’augmentation intracellulaire de I’AMPc (PARISET et al., 1985) et des
protéines kinases AMPc dépendantes et a la diminution du Ca™ et de la calmoduline. Les
facteurs responsables du déclanchement de la mobilité ne sont pas encore connus, mais la
phosphorylation des protéines dépendantes de I’AMPc pourrait intervenir (EDDY et al, 2003).
Chez certaines especes, les spermatozoides maintiennent leur mobilité au niveau de la partie
caudale grace aux éléments fournis par le fluide épididymaire. Chez d’autres especes, les
spermatozoides sont immobiles, cet état de sommeil des spermatozoides est lié en partie aux
contraintes mécaniques comme 1’augmentation de la viscosité du fluide épididymaire suite a
I’augmentation de la concentration de I’immobiline. Lors de 1’¢jaculation, I’immobiline est soit
diluée par les secrétions des glandes séminales, soit dégradée par des protéases présentes dans
ces secrétions ce qui permettrait aux spermatozoides de devenir motile (EDDY et al, 2003).
Au niveau de 1’épididyme, les spermatozoides subissent de nombreuses modifications

morphologiques et biochimiques assurant leur maturation (USSELMAN et CONE, 1983).

12
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c. Stockage des spermatozoides
L’épididyme et le lieu de stockage des spermatozoides. Le stock total de 1000 x 10°
spermatozoides est répartie comme suit : 275 x10° dans la téte et le corps, 650 x 10° dans la
queue de I’épididyme et 50 x 10° dans le canal déférent. Néanmoins, le stock des
spermatozoides au niveau de la queue épididymaire, varie selon I’activité sexuelle et la durée
de la photopériode (ALVARINO, 1993).

d. Autre fonction de I’épithélium épididymaire
La protection des spermatozoides matures, qui sont les cibles de multiples agressions. La
barriere hémato-épididymaire les protége contre les attaques du systéme immunitaire et
certaines protéines sécrétées par 1’épithélium ont, quant a elles, une action protectrice contre
les dommages protéolytiques et oxydatifs. Elles protegeraient ainsi les spermatozoides de
dommages protéolytiques, qui pourraient avoir lieu lors d’une libération prématurée des
enzymes acrosomiales durant le transit épididymaire (POLLANEN et COOPE, 1994).
1.2.7. Durée du transit dans I’épididyme
Selon ALVARINO (1993), le transit dans 1’épididyme dure 8 a 10 jours, dont 2 jours au niveau
de la téte, 2 jours dans le corps et 5 a 6 jours dans la queue du conduit épididymaire. Chez le
lapin par exemple, la durée du transit est de 10 jours, 3 jours dans la téte, 1 jour dans le corps
et 6 jours dans la queue (ROBAIRE et HERMOS, 1988) (Figure 6).

Bl réce
[j Corps

_I [ Queue

Homme

Singe

Etalon -

Verrat

Taurecau

Bélier

Lapin

Rat

Figure 6 : Durée du transit (en jours) des spermatozoides dans la téte (noir), le corps (clair) et
la queue (gris) de I’épididyme chez différentes especes (ROBAIRE et HERMO, 1988).
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1.2.8. Régulation des fonctions de I’épithélium épididymaire

La régulation des fonctions de 1’épithélium épididymaire fait appel a un réseau complexe de
molécules biochimiquement trés variées et d’origines diverses, qui vont agir spécifiquement au
niveau des cellules de 1’épithélium épididymaire pour réguler 1I’expression de génes-cibles, et
par conséquent, agir sur les fonctions physiologiques de cet organe (ROBAIRE et al., 2003)
(Figure 7).

Lumiére

Epithélium

Cellule basale
Cellule en halo

Cellule principale

Cellule claire

Jonctions sermées
ant 1a bamriere hemato-epididymaire

Muscle lisse Spermatozoides
Tissu conjonctif
Vaisseaux sanguins

FACTEURS ENDOCRINES
FACTEURS PARACRINES
FACTEURS LUMICRINES

Figure 7 : Représentation schématique de [’organisation cellulaire de 1’épithélium
épididymaire de rat en coupe transversale et des différentes voies de régulation des fonctions
épididymaires (ROBAIRE et al., 2003).

1.2.8.1. Les controles endocriniens
1.2.8.1.1. Les androgénes :

L’action de ces hormones stéroides, et notamment de la testostérone, arrivant par la voie
sanguine liées a la SBP (sexsteroid-bindingprotein) (MERCIER-BODARD et al., 1970) et par
le fluide testiculaire liée a I’ABP (androgenbindingprotein) (BROOKS., 1981 ; HOLLAND
et ORGEBIN-CRIST., 1988) au niveau epididymaire, est médiée par la S5a-

dihydrotestostérone (DHT), obtenue aprés conversion de la testostérone par la Sa-réductase de
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type | et 11, principalement au niveau du segment initial (ROBAIRE et HERMO., 1988 ;
ROBAIRE et AL., 2000 ; EZER et ROBAIRE., 2003).

Les récepteurs au androgenes sont présents au niveau des cellules principale de toutes les
régions de 1’épididyme chez la souris (ZHOU et al., 2006), les caprins (GOYAL et al., 1997),
le rat(ZHU et al., 2000) et I’étalon (PARLEVLIET et al., 2006) ; ces récepteurs sont présents
au niveau des cellules principales, des cellules basales et les cellules musculaires lisses chez le
verrat (PEARL et al., 2006).

Les androgénes sont important pour plusicurs fonctions de 1’épididyme ; ils sont nécessaire
pour le maintien de la morphologie des cellules principales et préviennent leur apoptose (EZET
et ROBAIRE, 1998), I’expression et la sécrétion des protéines (SYNTIN et al., 1999), le
transport des ions et des molécules organiques comme la L-Carnitine, la régulation des
protéines qui interviennent dans le remodelagemembranaire, la régulation des ions et des
protéines intervenant dans la motilité des spermatozoides(BRIZ et al., 1995),1’expression des
protéines intervenant dans le stockage des spermatozoides au niveau de la queue et de la
glycosylation des protéines (CASTELLON et HUIDOBRO., 1999).

1.2.8.1.2. Les cestrogenes

Les cestrogenes présentent une importance majeur dans le fertilité puisque 1’invalidation du RE
chez la souris induit un phénotype épididymaire anormal (EDDY et al.,1996) et une infertilité

(HESS et al., 1997) suite a un retard dans 1’absorption du fluide au niveau des canaux efférents.

I1 est clairement bien connu que les cestrogéne interviennent dans 1’absorption du fluidluminal,
transition pubertaire (PARLEVIET et al., 2006), I’expression des protéines comme la
lactoferrine (YU et CHEN, 1993), la cystatine 12 (LI et al., 2005), le R-OT chez le
lapin(FILIPPlet al.,, 2002), et probablement elles interviennent dans le remodelage
membranaire et le stockage puisque par traitement par les E-antagonistes les spermatozoides ne
sont pas mobiles chez le singe (SHAYU et al., 2005). La source des cestrogénes au niveau du
systeme reproducteur est la cellule de Sertolichez les animaux immatures (PAYNE et al.,
1976 ; CARREAU et al., 1999 ; 2007).

1.2.8.1.3. Les hormones corticosurrénaliennes

Les  minéralocorticoides  (corticostérone et surtout a  95%  I’aldostérone),

glucocorticoides(Cortisol) et gonadocorticoide (déhydropandiandrostérone) sont synthétisés
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respectivement par la zone glomérulée, fasciculée et réticulée de la cortico-surrénale. Ces
hormones dérivent du cholestérol et agissent toutes via des récepteurs nucléaires spécifiques
pour régulerl’activité transcriptionnelles des cellules cibles. Des études ont montrés que les
récepteurs au minéralocorticoides et au glucocorticoidesétaient exprimésau niveau des cellules
claire de I’épithéliumépididymaire(PEARCE et al., 1986 ; HINTO et KEEFER, 1985 ;
SCHULTZ et al., 1993) suggérent une action de 1’aldostérone, dans 1I’absorption de I’eau et le
contrdle des mouvements d’ions entre la lumicre et les cellules épithélialesépididymaires(AU

etal., 1978 ; TURNET et CESARINI, 1983 ; JENKINS et al., 1983).

1.2.8.1.4. Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes (tri-iodothyronine [T3], thyroxine ou tétra-iodothyronine[T4])
jouent un rdle important dans les fonctions épididymaire. L’action de ces hormones, et en

particulier de T3, est médiée par un récepteur nucléaire, dont on a montré 1I’expression au niveau

des cellules épididymaire de rat (DEL RIO et al., 2000).

Les animaux présentant une hypo-thyroidie souffrent d’une diminution du nombre et de la
motilité des spermatozoides ainsi que d’une atteinte sévere de la morphologie et de 1’histologie
de leur épididyme, caractérisée par une diminution de I’activité mitotique, une vascularisation
insuffisante, une diminution de la taille des noyaux et une décondensation de la chromatine
(DEL RIO et al., 2000).

De méme I’hyperthyroidie cause, chez des rats males pré pubéres, de nombreux changements
au niveau de la composition en lipides épididymaire et une diminution du nombre et de la
motilité des gamétes (KUMAR et al., 1996).

Par conséquents, ces hormones apparaissent essentiellement au maintien de 1’intégrit¢ des

fonctions épididymaire.
1.2.8.1.5. La prolactine (Prl)

La prolactine est une hormone hypophysaire impliquée dans diverses fonctions biologique dont
la fonction testiculaire (REGISFORD et KATZ., 1993). Chez les rongeurs elle stimule la
sécrétion de la testostérone via la maintien du récepteur du LH au niveau de la cellules de
Leydig(TAKASE et al., 1998). R-Prl a été exprimé au niveau de I’épithélium épididymaire du
cerf rouge (JABBOUR et al., 1998). Elle maintient le poids épididymaire, promeut les
¢changes du fluide le long de 1’épithélium épididymaire (BRUMLOW et ADAMS., 1990).

16



CHAPITRE | DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.2.8.1.6. L’ocytocine (OT)

L’ocytocine (OT) présente dans 1’épididyme, contrdle la progression du sperme le long de
I’appareil génital. Chez I’homme, le géne du R-OT est exprimé au niveau de I’épithélium
épididymaire, il n’est plus exclusif aux cellules musculaires lisses (FILIPPI et al., 2002). Des
résultats similaires ont été observés chez 1’étalon (WATSON et al., 1998).

L’OT intervient dans la motilité et la progression du sperme d’ou son usage pharmacologique
dans le traitement des patients oligoazoospermiques (ROLF et al., 2000 ; FILIPPI et al.,
2002).

L’OT jouerait un role de démarreur de I’émission du sperme au cours de 1’¢jaculation. Il
semblerait que 1’endothéline (ET) et OT agissent en synergie puisque les antagoniste de I’ET

réduisent la contractilité induite par I’OT (ORLANDO et al., 1990 ; MAGGI et al., 1993).
1.2.8.1.7. L’inhibine, I’activine, la follistatine

Il est bien connu que I’inhibine disparait aprés castration (ISHIDA et al.,1990) tandis que
I’activine reste inchangeable (MACFARLANE et al., 1996) ce qui laisse suggérer une origine
extra-gonadique. Chez I’homme, les cellules principales expriment ’activine, la follistatine et
la sous unité de I’inhibine (BAHATHIQ et al., 2005). llsemblerait que ces molécules
interviennent dans la maturation du sperme et le pouvoir fécondant durant le transit et le
stockage des spermatozoides (BAHATHIQ et al., 2005).

1.2.8.1.8. La mélatonine

La progression des spermatozoides au cours de leur maturation post-testiculaire est liée aux
contractions péristaltiques exercées par le canal épididymaire qui regoit une innervation
sympathique modulée par lamélatonine. La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est
une hormone synthétisée et libérée par la glande pinéale dans 1’obscurité. Elle agit via des
récepteurs spécifiques, MEL1A et MEL 1B, dont on a montré 1’expression au niveau des
cellules épithéliales de corps de 1’épididyme de rat (LI et al., 1998). L’expression et I’activité
de ces récepteurs sont sous le contréle des androgénes (SHIU et al., 1996). De par sa liaison a
son récepteur, la mélatonine stimule la prolifération de ces cellules épithéliales épididymaire.
Cet effet est dependant de la concentration et du temps d’exposition a I’hormone (LI et al.,
1999 ; SHIU et al., 2000).
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1.2.8.2. Controle paracrine et /ou autocrin
1.2.8.2.1 Angiotensine 11

L’¢épididyme semble posséder tous les éléments nécessaire a la synthése locale d’angiotensine
I1, & savoir une synthese rénine-angiotensine qui lui serait propre, puisque 1’angiotensine I,
I’angiotensine I, ’ACE (WONG et UCHENDU, 1990, 1991) et I’angiotensinogéne
(précurseur) (LEUNG et al., 1999, 2000) ont été mis en évidence au niveau de 1’épididyme.

L’angiotensine II est plus précisément localisée au niveau des cellules basales de 1’épithélium
épididymaire (ZHAO et al., 1996). Il existe deux types de récepteurs AT1 et AT2, localises au
niveau de la membrane basale des cellules principales (GROVE et SPETH, 1989 ; LEUNG
et al., 1997). Une étude a été réalisée par LEUNG et al.,(1997), ou il a été démontré que
I’angiotensine II via les récepteur ATI, stimule le transport des spermatozoides, le fluide
épididymaire et régule la balance électrolytique nécessaire pour la maturation des
spermatozoides ; tandis que le role des AT2 reste incertain chez 1’adulte. Ceci laisse suggére
une action paracrine/autocrrine de 1’angiotensine II au niveau de I’épithélium épididymaire, ou
une fois libérée par les cellules basales, elle stimulerait les cellules principales et leur fonction

de sécrétion.
1.2.8.2.2. lons et eau

Les cellules épithéliales épididymaire participent activement & la formation du fluide
épididymaire (ORGEBIN-CRIST, 1967 ; WONG et al., 2001). La sécrétion du fluide a
I’intérieur de la lumicre épididymaire est controlée par un transport actif secondaire d’ion CI’
par I’intermédiaire des canaux CFTR, canaux CI’, activés par I’AMPc et localisés a la surface
des cellules principales épididymaires(tHUANG et al., 1992 , 1993 ; LEUNG et WONG,

1994). Le calcium al’origine de ce phénomeéne sécrétoire.

Ces canaux ioniques sont primordiaux dans la physiologie épididymaire notamment dans la
fonction sécrétrice de cet organe responsable de la formation du fluide épididymaire et donc de
maniere indirecte, dans la maturation gamétique. Ils agissent en synergie avec d’autre protéines
membranaires, les aquaporines, impliquée dans la réabsorption d’eau du compartiment luminal

vers le compartiment épithélial (WONG et al., 1999).

Comme les canaux efférents, responsables de la réabsorption de plus de 90 % du fluide

testiculaire (CLULOW et al., 1994), le segment initial de I’épididyme est pleinement impliqué
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dans ce phénomene (CLULOW et al., 1998). L’importance de cette fonction est majeur, a
savoir qu’elle permet d’augmenter la concentration spermatique, dans le but de faciliter leur
maturation et stockage au sein de I’épididyme (ILO et HESS, 1994 ; HESS, 2002 ; HESS et
al., 2002).

1.2.8.3. Controle lumicrine
1.2.8.3.1. Endothéline (ET)

L’endothéline a été localisée au niveau du fluide séminal chez I’homme (CASEY et al., 1992).
D’autre études ont montré sa production par la cellule de Sertoli chez le rat (FANTONI et al.,
1993). La présence des R-ET et ’enzyme de conversion de I’ET au niveau de 1’épididyme
humain laisse supposer qu’elle est responsable de la progression du sperme, par la stimulation

de I’activité contractile de 1’épididyme (PERI et al., 1997).
1.2.8.3.2. Androgénes

Acheminés par le fluide testiculaire, complexés a I’ABP (androgenbindingprotein), les
androgénes ont une action lumicrine au niveau de 1’épididyme pour controler les fonctions

physiologiques de cet organe (BROOKS, 1981 ; HOLLAND et ORGEBIN-CRIST, 1988).
1.2.8.3.3 Facteurs de croissances

L’analyse de la composition du fluide testiculaire dévoile dans un premier temps une grande
richesse en facteurs de croissance. Bien que I’identification de tous ces facteurs reste
incompléte, leur importance dans le maintien de 1’épithélium épididymaire a clairement été
prouvée (ABE et al., 1984).

Les principaux facteurs de croissances, ayant une action au niveau de I’épididyme supposée ou

plus ou moins démontré sont :

e PDGF (Platelet-DerivedGrowth Factor),

e HGF(HepatocyteGrowth Factor),

e VEGF (VascularEndothelial Growth Factor),
e NGF (NervGrowth Factor).
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Dans cette seconde partie, nous allons présenter des genéralités sur les pesticides.
2. Géneralités sur les pesticides
2.1. Définition

La réglementation algérienne définit le pesticide a travers I’article 2 de la loi algérienne du
journal officiel N° 87-17 du 1 aout 1987 relative a la protection phytosanitaire designe un
pesticide ou produit phytosanitaire comme : « substance ou melange de substances destinées a
repousser, détruire ou combattre les organismes, en vue de la protection ou de I'amélioration de
la production végetale. Le terme comprend les agents biologiques, les régulateurs de croissance,
les correcteurs de carence, les défoliants, les agents de dessiccation, les agents d'éclaircissage
ainsi que les substances appliquées sur les cultures avant ou aprés récolte, pour protéger les
produits contre la détérioration durant I'entreposage et le transport» (Anonyme 1, 1987).

2.2. Classification

La grande majorité des pesticides utiliseés sont des produits phytopharmaceutiques,
principalement utilisés en milieu agricole. Celles-ci sont habituellement classées par famille en
fonction de leur structure chimique : organochlorés, organophosphorés, carbamates,
thiocarbonates, pyréthrinoides, urées substituées, phénoxyherbicides, pyridines, etc.

Elles peuvent étre également regroupées selon leurs cibles principales qui sont pour la majorité
d’entre elles des végétaux, des champignons ou des insectes considérés comme nuisibles a
I’agriculture. On détermine les principales classes suivantes de pesticides : les insecticides, les
herbicides, les fongicides, les rodenticides, les molluscicides et les fumigants. (Tableau 2)
(BOLAND et al., 2004).

2.3. Composition

Un pesticide est composé de plusieurs substances :

e Une (ou plusieurs) matiére active : c’est la matiére active qui donne au pesticide un effet
toxique. Les propriétés d'un pesticide découlent pour I'essentiel de sa matiére active.

e Un diluant : qui est une matiére liquide (solvant) incorporé a une préparation et destiné a
abaisser la concentration en matiére active. Ce sont le plus souvent des huiles végeétales.

e Des adjuvants (ou synergistes) : qui sont des substances dépourvues d'activité biologique,

mais susceptibles de faciliter I’utilisation de la matiére active (HAMDALLAYE, 2000).
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Tableau 2 : Quelques familles chimiques de pesticides et leur classement selon leur cible

Famille chimique Exemples de molécules Classement
selon cibles
Organochlorés DDT, Chlordane, Lindane, Dieldrine,Heptachlore... Insecticides
Organophosphorés  Malathion, Parathion, Chlorpyrifosa, Diazinon... Insecticides
Pyréthrinoides Permethrine, Lambda cyhalothrine... Insecticides
Carbamates - Aldicarbe, Carbaryl, arbofuran, Méthomyl... Insecticides
, _ Herbicides
- Asulame, Diallate, Terbucarbe, Triallate ...
S Fongicides
- Benthiavalicarbe ...
Dithiocarbamates =~ Mancozebe, Manebe... Fongicides
Phtalimides Folpel, Captane, Captafol Fongicides
Triazines Atrazine, Simazine... Herbicides

(BERRAH, 2011)

2.4. Toxicité
Elle dépend d’un certain nombre de facteurs :

e Ladose et I’activité biologique

e Les modalités de I'exposition.

e Le temps pendant lequel la personne est exposeée.

e Le degré d'absorption.

e La nature des effets de la matiére active et de ses métabolites.

e L'accumulation et la persistance du produit dans I'organisme.

e La "sensibilité" personnelle (antécédents, patrimoine génétique, etc.) (BERRAH,

2011).

On distingue deux types de toxicité :
2.4.1. Toxicité subaigué : elle se manifeste généralement immédiatement ou peu de temps
apres une exposition unique ou de courte durée (quelques minutes, heures ou jours).
2.4.2. Toxicité chronique : L’intoxication chronique survient normalement suite a I’absorption
répétée de faibles doses de pesticides, le délai avant I’apparition des symptomes ou d’une

maladie peut parfois étre long, dans certain cas plusieurs années (BOLAND et al., 2004).
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2.5. Effet sur la santé

Tous les pesticides sont potentiellement dangereux pour I'homme. Dans la littérature
scientifique, I'exposition & certains pesticides a été liee chez I'homme & des cancers associés a
la suppression immunitaire, des réactions allergiques, des réponses auto-immunes et une plus
grande sensibilité aux agents pathogenes. Certains pesticides peuvent affecter les fonctions et
le développement du systéme nerveux, chez le feetus, l'enfant et 'adulte et altérer de ce fait le
potentiel des individus exposés in utéro (MULTIGNER, 2005).

Les pesticides peuvent affecter le systéeme endocrinien par plusieurs mécanismes.
Ces perturbateurs endocriniens peuvent agir differemment selon I'dge ou la phase de
développement de lI'organisme touché. Des expositions réguliéres, méme a faibles doses, sur de
tres longues périodes a des pesticides perturbateurs endocriniens pourraient également causer
des dommages importants. Le feetus en développement et le nouveau-né sont extrémement
sensibles aux effets des pesticides. L'exposition du feetus a des pesticides a certaines périodes
de la grossesse peut conduire & un avortement spontané, a des retards de croissance, des
handicaps a la naissance, etc. (BERRAH, 2011).

2.5.1. Pesticides et reproduction

La fertilité masculine dans les pays développés n'a cessé de décroitre depuis un demi-siecle,
comme le prouvent de nombreuses études (PONCELET et SIFER., 2011). Les concentrations
du sperme en spermatozoides diminuent régulierement depuis 60 ans (BERRAH, 2011).
Selon Multigner (2005), I’étude des impacts potentiels des pesticides sur la reproduction porte
sur la fertilité et le développement embryonnaire et feetal. Les principales manifestations de ces
altérations sont : Infertilité ; Mort feetale et 1’avortement spontané ; Prématurité et hypotrophie ;
Malformations congénitales. (FERRAGU et al., 2010).

3. Pyrethrinoides de synthese

Insecticides dits « de troisieme génération », cette famille de pesticide dérive de l'acide
chrysanthémique, un insecticide naturel présent dans les variétés sauvages de pyrethres, la
sélection a affaibli les facultes de résistance de ces plantes aux insectes, en méme temps que la
chimie multipliait par mille ou d’avantage la toxicité de ses dérivés vis-a-vis des invertébrés.
Comme les organochlorés, ils tuent I'insecte en bloquant le fonctionnement des canaux sodium
indispensables a la transmission de I'influx nerveux (HEMINGWAY et al., 2004).

Les insecticides de la famille des pyréthrinoides se divisent en deux groupes distincts :

- Les pyréthrinoides naturels sont des insecticides d’origine végétale tels que les roténones et

les nicotinoides (TISSUT et al., 1979).
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- Les pyréthrinoides synthétiques sont divisés en deux catégories (type | et type Il) selon la
structure chimique : le type | ne posséde pas de groupe cyano (CN), alors que le type 11 posséde
un groupe cyano (CN) (BURR et RAY, 2004).
3.1. Mode d'action
Tres tot il apparut que I'essence de pyrethre prolonge la conduction nerveuse, en induisant des
décharges répétées, les mécanismes moléculaires impliquent une altération ou
dysfonctionnement des canaux sodiques et potassiques. Le radical cyclopropane joue
certainement un role a part dans la toxicité des pyréthroides, ses propriétés de franchissement
des barrieres cérébrales et de perturbations neuronales lui conferent des propriétés
anesthésiques, qui pourrait étre impliquées dans le phénomene de « Knock down » qui
immobilise les insectes avant que les processus thanatogénes n'aillent a leur terme (Li-Ming,
2008).

- Action sur les canaux voltage-dépendant
Les pyréthrinoides de type | interférent avec les canaux sodium (Na*) des membranes
neuronales en induisant des décharges répétitives dans les neurones et prolongent la fin du
potentiel d’action. Le prolongement de 1’ouverture des canaux Na* permet une entrée excessive
de I’influx Na*, ce qui empéche la repolarisation de la membrane neuronale, et les impulsions
ne sont plus bloquées (DAEWOO et al., 1999).
Les pyréthrinoides de type II engendrent un retard encore plus grand dans I’inactivation des
canaux Na* avec une dépolarisation de membrane sans décharges répétitives, une réduction de
I’amplitude du potentiel d’action et un bloc de conduction.
L’action dépolarisante a un effet plus prononcé sur les neurones sensoriels, du moment qu’ils
ont tendance a décharger méme apreés de faibles dépolarisations. Ce qui provoque une libération
augmentée de neuromédiateurs avec des troubles au niveau synaptique (NARAHACHI, 2000).
(Figure 8).
Aussi, les pyréthrinoides de type Il sont capables de se lier avec un site allostérique pour le
récepteur GABA 4, dans le systéme nerveux central. Cette liaison empéche 1’influx des ions CI°
et blogque la fonction inhibitrice de ce type de récepteur.
La puissance insecticide élevée des pyréthrinoides de type Il peut étre justifiée par 1’inhibition
de récepteurs GABA a périphériques qui se trouvent exclusivement dans la musculature des
arthropodes (SPENCER et al., 2005).
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Figure 8 : Représentation schématique du dysfonctionnement de la transmission induit par les

pyréthrinoides sur les canaux ioniques sodium et sur le neurone (KADALA, 2011).

Certains composés (permethrine, cypermethrine), agissent en inhibant les ATPases, ce qui
implique une augmentation de la concentration des ions Ca*™* et de Mg** intracellulaire. Il en
résulte une augmentation soutenue de la libération des neuromédiateurs, induisant une
dépolarisation post-synaptique. Par ailleurs, les études in vitro ont montrés que 1’augmentation
de la concentration de la permethrine et de la cypremethrine inhibe la calmoduline, protéine qui
lie le calcium intracellulaire, réduisant la libération spontanée de neurotransmetteurs (BURR
et RAY, 2004).

3.2. Toxicocinétique

Les pyréthrinoides diffusent rapidement sur la surface corporelle. Lors d’ingestion orale,
souvent accidentelle, leur métabolisation par les estérases sanguines et hépatiques est trés rapide
et limite leur toxicité chez les mammifeéres. lls sont conjugués puis éliminés par les urines
(CAZET, 2007).

4. Lambda-cyhalothrine

La lambda cyhalothrine est un insecticide pyréthrinoides de type 2. Utilisé pour le contrdle des
insectes nuisibles dans I'agriculture, la santé publique, dans la construction etc.

Nomenclature chimique : 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-dimethyl-cyano(3-
phenoxyphenyl) methyl cyclopropane carboxylate.

Formule moléculaire : C23H19CIF3sNO3
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Masse moléculaire Relative : 449.9
Numéro CAS : 91465-08-6

H et}

o S I

. /.-c=c , COOCH : o :

CH; CH4

Figure 9 : Structure chimique de lambda-cyhalothrine (FETOUI et al ., 2008).

4.1. Propriétés physiques et chimiques

Etat physique : liquide

Forme : liquide transparent & Iégérement turbide

Couleur : jaune a jaune pale

Odeur : aromatique

PH:>4.0-6.5a1% wl/v

Point de rupture : > 38 °C Abel-Pensky c.c.

Densité : 0.905 g/cm® a 20 °C (SYNGENTA, 2010).

4.2. Mécanisme d*action

Modulation au niveau du canal ionique sodium. Action toxique au niveau des axones par
interférence avec le fonctionnement du canal sodium au niveau du SNC et du SNP, par
stimulation de décharges nerveuses a répétition causant la paralysie (KADALA, 2011).

4.3. Toxicité chez les mammiferes

4.3.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué par voie orale est trés élevée chez le rat et la souris et elle est modérée par la
voie cutanée ou par inhalation chez ces especes. Elle est faiblement irritante pour les yeux du
lapin et n’irrite pas sa peau (ANONYME 2, 2004).

4.3.2. Effets a long terme

Des études sur la toxicité tant aigué (rats et souris) que subchronique (chiens) montrent que le
principal effet de seuil toxicologique préoccupant pour la lambda-cyhalothrine est représenté
par les signes cliniques de neurotoxicité, caractéristiques des effets neurotoxiques attribuables
aux pyréthroides synthétiques. De plus, une étude tératologique avec les rats a mis en évidence
des signes cliniques de neurotoxicité (mouvements désordonnés des membres). La cyhalothrine
n'a pas démontré de sensibilité accrue des petits apres une exposition in utero ou postnatale
dans les études sur la reproduction et le développement. Elle est non génotoxique et elle ne
perturbe pas la fonction endocrinienne (ANONYME 2, 2004).

25


javascript:showGlossaire('M%C3%A9canisme%20d%E2%80%99action');
javascript:showGlossaire('Toxicit%C3%A9%20aigu%C3%AB');
javascript:showGlossaire('Effets%20%C3%A0%20long%20terme');

CHAPITRE | DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Cette derniere partie des données bibliographiques englobe des rappels généraux sur les
vitamines C et E.

5. Vitamine C

5.1. Définition

La vitamine C, de formule brute CeéHgOs, est le nom communément donné a I’acide ascorbique.
C’est une vitamine hydrosoluble, chimiquement trés proche d’un sucre, le glucose.
Comme toutes les vitamines, elle n’est pas synthétisée par I’organisme, et doit donc étre
apportée par ’alimentation. Sa carence provoque le scorbut (affection mortelle) et la carence
partielle favorise diverses maladies comme les infections, les allergies, 1’arthrose, les maladies
cardiovasculaires, le stress ou encore le cancer.

Au sein de 1’organisme, c¢’est un cofacteur enzymatique impliqué dans un certain nombre de
réactions physiologiques et biologiques, notamment dans la synthese du collagene et de la
carnitine, dans les processus de métabolisme de la dopamine, de la noradrénaline et de
I’hémoglobine, dans la régénération de la vitamine E et un role promoteur dans 1’absorption
intestinale du Fer (BOSSOKPI, 2002).

5.2. Structure chimique

Sa caractéristique essentielle est d’exister sous trois degrés d’oxydoréduction différents : la
forme réduite ou acide ascorbique, la forme semi-réduite ou mono-oxydée, appelée acide-

mono-hydro-ascorbique, et la forme oxydée ou acide mono-déhydro-ascorbique.

HO OH

O O CH—CH,OH
I
OH

Figure 10 : Structure chimique de I'acide ascorbique (DIALLO, 2005).
5.3. Sources de la vitamine C
La vitamine C se trouve essentiellement dans les végétaux frais, particulierement dans les
agrumes, les fruits frais, les Iégumes verts. Elle est également présente sous forme de vitamine
pure de synthése ou sous forme d’extrait de fruits. La vitamine C est généralement combinée
avec d’autres vitamines choisies et le complexe résultant est vendu en tant que supplément

« antioxydant » (PADAYATTY et al., 2003).
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5.4. Métabolisme de la vitamine C

La vitamine C est sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a 1’oxygene. Le pool total de
I’organisme est de 1500 a 2500 mg. Le turnover quotidien est de 45 a 60 mg/jour. La demi-vie
est de 10 a 20 jours. L’acide ascorbique se décompose a 200° C (FAIN, 1986).

5.4.1. Absorption digestive

La vitamine C est absorbée essentiellement au niveau du duodénum et du jéjunum proximal,
par un mécanisme de transport actif saturable au-dela de 180 mg/jour et diminue avec la dose,
sodium-dépendant et pouvant étre inhibée par des analogues structuraux.

5.4.2. Distribution

Aprés ingestion, la vitamine C passe rapidement dans le sang puis diffuse de facon variable
dans tous les tissus. Dans le plasma, I’acide-ascorbique est lié¢ réversiblement a 1’albumine.
Dans le sang totale, on retrouve principalement 1’acide-ascorbique (80 a 95%) (Cette forme
prédomine parce qu’elle est protégée par le glutathion et les composés a groupe SH) et I’acide
déhydro-ascorbique qui ne représente que 5 a 20% de la vitamine C circulante. Sa concentration
est basse (5 a 15 mg/l) dans le plasma et les globules rouges, et trés élevée dans les plaquettes
et les globules blancs (80 fois supérieure) (ADIKWU et al., 2012).

5.4.3. Elimination

La vitamine C est réabsorbée a plus de 90% au niveau tubulaire rénal apres filtration
glomérulaire. L’élimination urinaire se fait sous la forme native et de métabolites dont le
principal est I’acide oxalique (55%). Lorsque la concentration plasmatique dépasse 14 mg/l, la
vitamine C absorbée est éliminée dans les urines. L’hypophyse et la corticosurrénale sont les
organes les plus riches en acide ascorbique alors que le muscle et le foie ont les concentrations
les plus faibles. Il n’existe ni synthése ni stockage de la vitamine C dans 1’organisme. Ceci est
une particularité de I’homme, du singe et du cobaye, du fait de la mutation du gene codant pour
la L-gluconolactone oxydase nécessaire a la transformation du gluconate en acide ascorbique
(WANDZILAK et al., 1995).

5.5. Roles physiologiques de la vitamine C

L’acide-ascorbique et I’acide déhydro-ascorbiques ont les mémes propriétés anti-scorbutiques,
et présentent surtout les deux formes oxydées et réduites d’un systéme d’oxydoréduction
réversible. L’ascorbate est un puissant réducteur capable de piéger et d’éliminer les radicaux
libres (anion superoxyde ou radical hydroxyl OH"), produit par 1’activit¢é métabolique des

cellules, notamment lors de leur lutte contre des agents pathogénes. L ascorbate est capable de
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prévenir la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres oxygénés en favorisant la
régénération de la vitamine E (LEBOULANGER et al., 1984).

5.5.1. Role antioxydant

Le role antioxydant de 1’acide ascorbique découle de ses propriétés réductrices. C’est le plus
puissant antioxydant hydrosoluble. Il est capable de réagir directement avec les espéces
réactives oxygénées et azotées en particulier O™ et HO® de méme que HOCI, H20- et Oy et les
neutralisées (BALL, 2004).

I1 réduit I’anion superoxyde sous forme acide ou basique :
AH +HO2 — A + H202

Il limite la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux peroxyle et les complexes

oxoferryle :

AH + ROO — A" + ROOH
AH +[Fe (IV)=O] —— A +Fe (lll) + OH"

Il intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques fer dépendantes en tant que
transmetteur d’électrons. 1l permet aussi de régénérer la vitamine E. Son pouvoir antioxydant

I’implique dans les mécanismes de défense contre plusieurs pathologies.

5.5.2. Effet sur la reproduction

La vitamine C est retrouvée a un niveau élevé dans le fluide épididymaire et le plasma séminal
en concentration 8 a 10 fois plus élevée que dans le plasma sanguin, cette concentration élevée
protege les spermatozoides en évitant les lésions de leur ADN, une supplémentation en vitamine
c a un effet positif sur la croissance des gonades et la qualité du sperme : augmentation du
nombre de spermatozoide, amélioration de la mobilité et la morphologie des spermatozoides
(PONCELET C, 2011).

5.5.3. Role enzymatique

a) Absorption du fer : La vitamine C est nécessaire a 1’absorption gastroduodenale du fer
(LABRER et LECLERCQ, 1992 ; VIDACS, 1992), en tant qu’agent réducteur, elle participe
a la reaction de reduction du fer ferrique en fer ferreux qui est absorbé plus facilement.

b) Réaction d’hydroxylation : Elle participe en tant que donneur d’électron a 1’oxydation des
résidus proline et lysine respectivement en hydroxyproline et hydroxylysine lors de la synthése

du collagéne et a un moindre degré a I’hydroxylation d’hormones stéroides. Le collagéne forme
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30% de la totalité des protéines de I’organisme et entre dans la composition de la peau, de I’os,
des dents, du cartilage (LARBIER et LECLERCQ, 1992).

Vit C, Fe?* CO;

Proline \ Hydroxyproline

5.5.4. Agent d’oxydoréduction
La vitamine C participe a la réduction des acides foliques en coenzymes actifs, les acides
tétrahydrofoliques (THF). Toujours par réduction des formes oxydées, elle réduit les effets
nocifs des mycotoxines, des métaux lourds et des polluants sur la santé et les performances. A
forte dose (1000 mg/kg aliment), elle protége contre 1’accumulation du cadmium dans
I’organisme. La vitamine C a en effet un role détoxifiant vis-a-vis d’un grand nombre de métaux
lourds (plomb, mercure, cadmium, strontium), car elle favorise leur élimination ou diminue
I’absorption intestinale de certains d’entre eux (GUILLOT et al., 1998).
5.5.5. Autres effets d’oxydoréduction
La vitamine C joue le role de transporteur d’électrons et participe a diverses hydroxylations :

a. Biosynthese de la carnitine a partir de la lysine : L’acide ascorbique favorise les
réactions d’hydroxylation de la triméthyllysine et de la butyrobétaine, précurseurs de
la carnitine.

b. Hydroxylation de certains médiateurs : Hydroxylation de la dopamine en
noradrénaline sous I’influence de la B-dopamine hydroxylase. Cette réaction nécessite,
en outre, la présence de cuivre. Elle intervient également dans le métabolisme de la
tyrosine et de la phénylalanine dans les réactions d’hydroxylation aboutissant a la
production des catécholamines (dopamine, adrénaline, noradrénaline) (LARBIER et
LECLERCQ, 1992).

c. Transformation du cholestérol en acides biliaires : Ceci explique le faible effet
hypolipémiant de la vitamine C, surtout lorsqu’elle est associée a la pectine qui fixe les
acides biliaires et empéche leur réabsorption digestive (DUPIN, 1992).

6. Vitamine E

6.1. Définition

La vitamine E est un terme générique qui désigne 1I’ensemble tocophérols et tocotriénols, dérivé
du 6-chromanol. Parmi I’ensemble de ces composés, 1’alpha-tocophérol est celui qui posséde
I’activité biologique la plus importante et représente la forme plasmatique la plus abondante
(environ 88%) (SOUCCAR et al., 1996).

29



CHAPITRE | DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

La vitamine E est un micro-élément essentiel de la nutrition humaine et animale, c’est une
substance liposoluble, isolée pour la premiére fois par EVANS en 1936. Une carence
alimentaire en vitamine E peut provoquer des troubles neuromusculaires ou ophtalmologiques
graves.

La vitamine E est le principal anti-oxydant de 1’organisme dans le sang. Son action est
principalement de protéger les structures membranaires des cellules contre les effets
destructeurs des radicaux libres, notamment ceux provoquant 1’auto-oxydation des acides gras
polyinsaturés (GUILLAND et al., 2009).

6.2. Structure chimique

La vitamine E existe sous huit formes, quatre tocophérols et quatre tocotriénols. Les tocophérols
sont des substances constituées par un noyau hydroxychromane et une chaine latérale saturée
phytyle a 16 carbones. Le nombre et la position des groupements méthyle sur le noyau
hydroxychromane définissent les différentes formes de tocophérols et tocotriénols. La forme la
plus active est I’a-tocophérol que I’on rencontre le plus fréquemment dans la nature (GIROUD,
2017).

CH; Tocophérol

Figure 11 : Structure chimique du Tocophérol (LANDRIER, 2011).

6.3. Propriétés physico-chimiques

Tous les tocophérols se présentent, a température ambiante, sous la forme d’une huile visqueuse
de coloration jaune pale. Ils sont insolubles dans I’eau, tres solubles dans les graisses, les huiles
et les solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme, méthanol, alcools méthyliques et
éthyliques). Ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiére et aux acides, mais trés sensibles a
I’oxydation et aux bases (BOURGEOIS, 2003).

6.4. Sources de la vitamine E

Les tocophérols sont largement répandus dans les produits naturels d’origine végétale ou
animale. Les sources alimentaires les plus riches en vitamine E sont les céréales (seigle, blé,

avoine...) dont leurs germes, les fruits (bananes, fraise, melon...), la plupart des oléagineux,
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dont leurs huiles (tournesol, soja, mais, olive, arachide...). On trouve de la vitamine E dans les
Iégumes a feuilles (salade, épinard, chou, poireau), dans la graisse animale ainsi que dans le
lait, le beurre et le fromage et également dans le poisson (CUVELIER et al., 2003).

6.5. Métabolisme

Aprés hydrolyse intestinale et antérocytaire des esters, les tocophérols sont transportés dans le
sang associés aux lipoprotéines. Le taux d’absorption de 1’alpha-tocophérol et voisin de 70% et
est conditionné par la présence de sels biliaires, de lipase pancréatique, et par la teneur en lipides
de la ration alimentaire.

Aprés digestion, la vitamine E est transportée par les chylomicrons et gagne la circulation
générale par voie lymphatique. Apres action de la lipoprotéine lipase, la vitamine E est captée
par les hépatocytes, puis 1’alpha-tocophérol est incorporé aux VLDL dont il suit le métabolisme
vasculaire. La vitamine E est éliminée par voie biliaire, soit directement, soit apres oxydation
en quinone, puis réduction en hydroguinone et glucuroconjugaison (GUILLAND et al., 2009).
Les tissus qui contiennent les concentrations les plus élevées de vitamine E sont les graisses,
certaines glandes endocrines et les thrombocytes. Au niveau cellulaire, la vitamine E est
présente a forte concentration dans les membranes et les mitochondries. La vitamine E est peu
ou pas métabolisée dans I’organisme (GIROUD, 2011).

6.6. Physiologie de la vitamine E

Au plan physiologique, la vitamine E est un antioxydant majeur des structures lipidiques. Elle
prévient notamment 1’oxydation des lipoprotéines et s’oppose au développement de la plaque
d’athérome. Par ailleurs, les tocophérols exercent une action stabilisatrice des membranes
cellulaires. La vitamine E pourrait aussi jouer un rdle dans la régulation de la synthese de
I’héme. Enfin, étant donné le rdle procarcinogéne probable des peroxydes lipidiques, la
vitamine E pourrait exercer un réle protecteur du cancer (KAMOUN, 2007).

6.7. Propriétés biochimiques et métaboliques

La fonction naturelle de la vitamine E est d'étre anti-oxydante. Grace a ce r6le, elle assure la
protection des membranes cellulaires et prévient le durcissement des cellules. Elle aide
également a maintenir la santé du systeme immunitaire en protégeant la vie des globules rouges
dans la circulation sanguine (BOURGEOIS, 2003).

a. Protection des membranes cellulaires : La vitamine E aide a protéger les membranes
cellulaires : les acides gras insaturés, insolubles dans 1’eau, servent a la constitution de la
structure interne des parois de chaque cellule de 1’organisme et des membranes des organes

internes. Elle ralentit le vieillissement cutané en protégeant les membranes cellulaires. Sa
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présence permet la conservation de l'intégrité de ces acides gras, trés sensibles a 1’oxydation.
Grace a sa longue chaine lipidique, la vitamine E se fixe au sein des membranes lipidiques, et
c'est sa fonction phénolique qui est responsable de son activité anti-oxydante. En protégeant les
membranes cellulaires, la vitamine E aide le foie a détoxiquer 1’organisme sans lésions
hépatiques. En inhibant la formation de radicaux au niveau de la cellule, la vitamine E protége
également les constituants cellulaires comme les protéines et les acides nucléiques
(BOURGEOIS, 2003).

b. Prévention des caillots sanguins : La vitamine E prévient la formation anormale de caillots
dans le sang. L’exposition aux crises cardiaques et attaques cérébrales est ainsi diminuée. En
effet, la carence en vitamine E entraine la dégradation des parois des vaisseaux sanguins qui
s’accompagne de la formation de caillots pour éviter ’hémorragie lorsqu’un vaisseau sanguin
est percé. La vitamine E est aussi efficace dans le traitement de certains désordres circulatoires
des jambes, comme les varices ou les crampes (TRAORE, 2006).

6.8. Activités Co-enzymatiques

L'a-tocophérol aurait un réle dans la prolifération des cellules musculaires lisses de la paroi des
vaisseaux, modulerait le métabolisme de I'acide arachidonique par la phospholipase A2 et
interviendrait dans I'activité de la protéine kinase C. La vitamine E inhiberait la formation de
prostaglandines et de thromboxanes intervenant ainsi dans les processus inflammatoires et
d'agrégation plaquettaire. Elle augmenterait la production de substances endogenes
vasodilatatrices, I'adhésion des monocytes et diminuerait la flambée respiratoire des phagocytes
(MULTON, 2002).

6.9. Action anti-oxydante de la vitamine E

La vitamine E (molécule réductrice) va stopper I’oxydation des acides gras en s’oxydant a leur
place. C’est la réaction qui nécessite le moins d’énergie qui se fera préférentiellement. La
vitamine E intervient surtout au stade de I’initiation, en cédant un de ses atomes d’hydrogene
au radical peroxyde qui se stabilise et devient non réactif. Cela permet ainsi d’arréter les
réactions en chaine (MULTON, 2002).

6.10. Toxicité de la vitamine E

Des études sur des animaux de laboratoire montrent que la vitamine E présente une tres faible
toxicité tant aigue que chronique, lorsqu’elle est administrée oralement. Les symptomes de
surdosage sont plutdt non spécifiques. Une certaine toxicité hémorragique existe néanmoins,
mais elle ne se manifeste que lors de ’administration de doses importantes de vitamine E a des

sujets carencés en vitamine K ou ingérant simultanément des anticoagulants (Cuvilier, 2003).
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7. Anti-oxydation :
7.1. Définition

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant défini comme l'incapacité de I'organisme a se
défendre contre I'agression des radicaux libres, suite a un déséquilibre lié, soit a une production
accrue des radicaux libres, soit a une diminution de la capacité de défenses antioxydants (SIES.,
1991). Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en degradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acide
nucléiques (ANGELOS et al,. 2005). L'exposition chronique au stress oxydatif peut favoriser
I'apparition de, dépot de lipides oxydés fibrose, cancers et maladies cardiovasculaires, mutation
(FAVIER., 2003).

7.2. Conséquences du stress oxydatif

L'accumulation des ERO a pour conséquence l'apparition de dégats cellulaires et tissulaires
souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les

lipides, I'acide désoxyribonucléique et glucides.
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CHAPITRE 2 MATERIEL & METHODES

Dans cette partie, nous allons décrire les différentes etapes et conditions expérimentales que

nous avons adoptées pour la réalisation de ce travail.
Cette derniére a eté réalisée au sein de différents établissements hospitaliers :

- Laboratoire de zoologie de ’ENS Kouba dans lequel le sacrifice des animaux, le
prélevement et la pesée des organes ont été réalisés.

- Laboratoire d’anatomie-cytologie-pathologie du CHU Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou,
dans lequel I’¢tude histologique des épididymes ainsi que la coloration a
I’Hématoxyline éosine ont été faites.

- Laboratoire d’anatomie pathologie CHRU Parnet, Alger, dans lequel les colorations

Trichrome de Masson et P.A.S ont été faites.
1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Le présent travail vise a contribuer a 1’é¢tude de 1’effet reprotoxique d’une exposition subaigué
a la Lambda-cyhalothrine (LCT), un insecticide de la famille des pyréthrinoides de synthese,
sur I’épididyme du lapin male et I’effet amélioratif de la co-administration des vitamines C et

E sur cet organe.

De ce fait, 16 lapins méales adultes de souche locale Orictolagus cuniculus, provenant de
I’élevage de ’ITELV, Alger, et ayant un poids corporel moyen de 2kg + 20g, ont servi a
1’étude toxicologique.

Les lapins ont été acclimatés pendant 21 jours. Ces animaux ont eu acces a la nourriture et a

I’eau ad libitum.
1.1.1. Taxonomie du Lapin
Selon GRASSE, (1949) et LEBAS et al., (1984), la systématique du lapin est la suivante :

- Reégne : Animalia

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : Mammiferes

- Ordre : Lagomorphes

- Famille : Léporides (lievre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae

- Genre : Oryctolagus

- Espéce : Oryctolagus cuniculus
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1.2. Matériel non biologique

La molécule testée dans la présente étude est une formulation d’un insecticide dont la matiére
active est lambda-cyhalothrine (LCT), ajouté a cela les deux vitamines C (ou acide

ascorbique) et E (ou a-tocophérol).

Le matériel disposé a cet effet est constitué de verrerie de laboratoire, d’appareillages

électroniques, de réactifs chimiques et de différents colorants organiques (Annexe 1).
2. Méthodes

Les lapins males codifiés de fagon spécifique ont été répartis en 4 lots de poids moyen
homogeénes, contenant un nombre de lapins de 4 par lots et répartis comme indiqué dans le
tableau ci-apres :

Tableau 3 : Répartition des lapins par lots

N° de lot Nombre de lapins Traitement ‘
Lot 1: Témoin 4 Eau distillé

Lot 2 : Témoin 4 Vits CetE

Lot 3: Traité 4 LCT

Lot4: Traité 4 LCT + Vit CetE.

Afin d’évaluer I’effet reprotoxique de LCT et aprés une durée d’acclimatation de 21 jours, des
doses journaliéres de 10mg/kg/p.c. (ajustés en fonction du poids corporel des animaux) ont été
administrées par gavage durant 21 jours, ainsi que des doses de 200 mg/kg/p.c. de vitamine C
et E (Tableau 3).

2.1. Sacrifice des animaux et prélevement des organes

Les animaux ont été maintenus a jeun 24 heures avant le sacrifice, ce dernier est effectué au
22¢éme jour de I’expérimentation. Les prélévements sanguins sont faits au méme moment par

ouverture de la carotide avant décapitation.

Les organes sont préleves soigneusement et pesés, ils sont ensuite imprégnés dans du formol a

10% dans des piluliers afin de bien les conserver avant I’étude histologique.
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2.2. Etude histologique
+« Etude macroscopique

Les épididymes prélevés sont coupés délicatement en petit fragments, déposes dans des
cassettes d’inclusion, fix¢é dans du formol a 10%, le tout est soumis a I’analyse

histopathologique.
% Fixation des échantillons

La fixation vise a maintenir les cellules et le tissus dans un état aussi proche que possible de
I’état vivant en s’opposant au processus d’autolyse qui est due a la libération d’enzymes

contenues dans les lysosomes cellulaires.

La fixation est une étape essentielle en histologie et le choix du fixateur ainsi que la
détermination des conditions de son action constituent des préalables indispensables pour
mener a bien une étude histologique a des fins d’analyse morphologiques, histochimiques ou
immunocytologiques. Une mauvaise appréciation de ces paramétres expérimentaux est
susceptible d’engendrer des aspects cytologiques artificiels désignés sous le terme d’artefacts.
Il est nécessaire que le liquide de fixation pénétre rapidement dans I’échantillon et se

répartisse de maniére homogéne a I’intérieur de celui-ci.

Les fragments de 1’épididyme sont alors imprégnés dans du formol a 10%, communément
utilisé comme fixateur standard. Il permet de durcir I’échantillon sans ’endommager. Les
échantillons sont ensuite mis dans des cassettes d’inclusion (Figure 12), outil indispensable

pour la réussite de la fixation en vue des prochaines manipulations.

Figure 12 : Cassette d’inclusion + Organe (Originale).

Les coupes histologiques ont été faites au CHU Nedir Mohamed, au laboratoire d’anatomie-

cytologie-pathologie. Le protocole de la technique suit les étapes suivantes :
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+« Déshydratation des échantillons

Les organes fixés doivent étre imprégnés par la paraffine. Comme la paraffine n’est pas
miscible dans 1’eau, la déshydratation a pour but de substituer I’eau contenue dans les cellules
par de I’alcool. Les organes fixés sont déshydratés progressivement par un passage dans des
solutions alcooliques a degrés croissant. L’alcool est alors remplacé par un solvant organique,
miscible a la fois dans 1’alcool et dans la paraffine fondue, il s'agit du xylene.

La déshydratation se fait grace a un automate de déshydratation (Figure 13) qui fait immerger
les échantillons dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70%, 96 % et 100 %),
puis dans des bains de xyléne. Au fur et a mesure de leur infiltration par ce solvant (xyléne),
les tissus ont tendance a s'éclaircir : cette étape est donc parfois appelée éclaircissement ou

clarification.

Figure 13 : Automate de déshydratation (Originale).

% Imprégnation : A la fin de I’étape de déshydratation, les organes sont plongés dans 3

bains successifs de paraffine, de 2 heures chacun a 60°C.

R/

¢ Inclusion des échantillons (ou enrobage)

Une machine a enrobage (Figure 14) est nécessaire a cette étape, celle-ci contient de la
paraffine fondu a 56/60°C. Les échantillons sont placés dans des moules qui seront ensuite
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remplis par de la paraffine fondue, les cassettes sont respectivement placés a la surface des
moules selon la codification initiale, ils sont enfin déposés sur une plaque réfrigérante, ce qui
provoque le durcissement de la paraffine et donc la rigidification des fragments tissulaires
prélevés.

On procéde alors au démoulage : on obtient des fragments tissulaires inclus dans un bloc de

paraffine (Figure 15).

Figure 14 : Machine a enrobage (Originale).

Figure 15 : Bloc de paraffine (Originale).

0,

++ Confection des coupes histologiques

Des coupes transversales de 2 um sont réalisées a partir des blocs refroidis sur une plague a -
7°C. On utilise pour cela un microtome a paraffine (Figure 16). L'ensemble des tranches vont
former un ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées de prélevement tissulaire, elles
sont étalées a la surface de 1’eau du bain marie (Annexe 1) a 40 °C puis déplissés. Les coupes
sont recueillies sur des lames de verre qui seront ensuite incubées dans une étuve (Annexe 1)

a 60°C afin d’initier le processus de déparaffinage avant la coloration.
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Figure 16 : Microtome (Originale).

« Déparaffinage et réhydratation des coupes

Les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux et ne peuvent donc pas agir sur un
tissu saturé en paraffine, il faut donc les déparaffiner et les réhydrater. Le déparaffinage est
effectué par un passage dans un solvant, comme le xyléne. L’hydratation est ensuite effectuée
par un passage dans des bains d’alcool éthylique a concentration décroissante (100°,
90°,80°,70°), et enfin dans de I’eau distillée.

«+ Coloration des lames

Les tissus de l'organisme ne sont pas spontanément colorés, ce qui rend les observations au
microscope difficiles. Les colorations réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour

mieux reconnaitre les différents éléments de la préparation.

Nous avons effectué deux types de colorations : Topographiques et Histochimiques.
» Coloration a ’hématoxyline éosine (HE)

Principe et protocole :

Coloration histologique topographique, associe une coloration nucléaire par 1’hématoxyline

de Harris a une coloration des cytoplasmes et du collagéne par 1’éosine.
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L’éosine colore les cytoplasmes en rose et les fibres dans une gamme de roses plus ou moins
vifs selon I’acidophilie des différents éléments. (MARTEL, 2007). Cette coloration a été

effectuée a I’aide d’un automate de coloration (Figure 17), selon le protocole suivant :

- 06 bains de xyléne,

- 04 bains d’alcool absolu,

- 02 bains d’eau de robinet,

- 01 bain d’hématoxyline de Harris,
- 03 bains d’eau de robinet,

- 01 bain de carbamate de lithium,
- 01 bain d’eau de robinet,

- 01 bain d’éosine,

- 02 bains d’eau de robinet,

- 02 bains d’alcool absolu,

- 04 bains de xylene.

- Montage des lames en Eukitt®.

Figure 17 : Automate de Coloration (Originale).

» Coloration par le Trichrome de Masson
Principe :

Coloration histologique, topographique, trichromique, associant & une coloration nucléaire
(hématoxyline), une coloration cytoplasmique par un mélange de colorants acides (Fuchsine-

Ponceau) et une coloration élective du collagéne (vert lumiére) (MARTEL, 2007).

Protocol : D’aprés Martoja et Martoja (1967), modifié par le laboratoire d’anatomie
pathologie CHRU Parnet :
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- Déparaffinage dans le xylene pendant 15 min,

- Hydratation dans 1’éthanol 70°, 90° et 100° pendant 3 minutes chacun,
- Lavage a I’eau distillé pendant 1 min,

- 01 bain d’hématoxyline de Groat pendant 2 min,

- Rincer a I’eau courante pendant 5 min,

- Colorer dans la fuchsine-ponceau pendant 30 secondes,

- Ringage avec de I’cau distillé,

- Solution phosphomolybdique phosphotungstique pendant 5 min,
- Coloration vert lumiere pendant 3 a 4 min,

- Ringage avec de I’eau acétifiée a 1%,

- Faire passer dans 1’alcool a 100°,

- Bain de xyléne pendant 3 min,

- Montage des lames en Eukitt®.

» Coloration Acide Périodique-Schiff (PAS)

Principe :

Cette méthode est trés utilisée dans plusieurs applications, en particulier pour la mise en
évidence par une coloration magenta de différents sucres, soit isolés comme le glycogéne, soit
combiné a d’autres molécules telles que des protéines comme les glycoprotéines. La méthode
sert aussi a visualiser les membranes basales et les mucines neutres sécrétées par différentes
cellules épitheliales (MARTEL, 2007).

Protocol : D’aprés Martoja et Martoja (1967), modifié par le laboratoire d’anatomie
pathologie CHRU Parnet :

- Déparaffinage dans le xylene pendant 30 minutes,

- Hydratation dans 1’éthanol 70°, 90° et 100° pendant 10 min,
- Ringage a I’eau courant pendant 1 min,

- Oxydation a I’acide périodique pendant 10 min,

- Ringage a ’eau distillée,

- Traitement par le réactif de Schiff pendant 20 min,

- Ringage a ’eau distillée,

- Séchage et montage des lames en Eukitt®.
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% Montage

Les lames sont montées pour préserver les colorations. Elles sont déshydratées grace a des
bains de xyléne, puis on colle des lamelles de verre par-dessus grace a des résines
synthétiques comme I’Eukitt (indice de réfraction proche du verre) afin de préserver les
préparations. Les lames ainsi montées sont prétes pour 1’observation microscopique, et

pourront étre conservées pendant plusieurs années.
% Observation microscopique

L’observation microscopique a été faite sur un microscope photonique, a différents

grossissements (G10 x 4, G 10 x 10, G 10 x 40, G 10 x 100).
2.4. Etude morphométrique

Nous avons procédé a 1’histomorphométrie afin d’évaluer I’état physiologique des différents
constituants cellulaires et tissulaires des épididymes.

Pour cela, nous avons utilisé le logiciel AxioVision, développé par Carle Zeiss, ce logiciel
permet de mesurer les structures histologiques des organes étudiés a partir des observations
microscopiques. (Figure 18).

Nous avons pris les mesures suivantes :

- Surface des tubes,

- Hauteur de I’épithélium,

- Diamétre de la lumiere,

- Espace intertubulaire.
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Figure 18 : Exemple d’une fenétre du logiciel AxioVision (Originale).
2.5. Etude statistique

Les données obtenues, & savoir le poids des animaux, le poids des organes ainsi que les
valeurs des paramétres morphométriques ont été analysées statistiquement par le test
d’ANOVA a un facteur au moyen du logiciel STATISTICA Version 7, en comparant le lot

témoin a chacun des lots traités par lambda cyhalothrine (LCT) et Vitamines C/E +LCT.

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement. Les valeurs sont données par la

moyenne + I’écart type.
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Résultats

Notre travail est axé sur les variations histologiques et histomorphométriques au niveau de
I’épididyme de lapins males apres une exposition subaigué a la lambda-cyhalothrine (LCT),
un insecticide de la famille des pyréthrinoides de synthese, et sur I’effet amélioratif de la

co-administration des vitamines C et E sur cet organe.

Les résultats qui suivent regroupent les variations du poids corporel et du poids absolu et
relatif des testicules et des épididymes en fonction du traitement effectué en fin
dexpérimentation, ainsi que I’¢tude histologique et histomorphométrique des tubes
épididymaires chez les lapins témoins en comparaison avec ceux traités par les vitamines C et

E, ou par la LCT, ou ceux traités par la LCT et co-administrés par les vitamines C et E.

Bien que les prélévements sanguins aient été effectués dans le but d’une étude hormonale,

cette derniere n’a pas pu étre réalisée, faute de réactifs.

1. Etude du poids corporel des lapins et du poids absolu et relatif des organes
1.1. Etude du poids corporel des lapins

Les poids corporels finaux sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Poids finaux des lapins témoins, traités par les vits C et E, par la LCT et par LCT
+VitsCetE.

Poids corporels (kg) Control LCT +CE

Poids Final 3.13+0,028 2.88 +0.53 2.72+0.28 3.17+0.34

D’aprés le tableau 4 et la figure 19 nous avons remarqué que :

A la fin de I’expérimentation, les poids corporels des lapins traités par la LCT (2.88 kg + 0.53
g) et par les vitamines C et E (2.72 kg £ 0.28 g) sont relativement inférieurs par rapport au
groupe témoin (3.13 kg £+ 0,028 g).

Le poids corporel final des lapins co-administrés par la LCT + Vits C et E (3.17 kg £ 0.34 )
est supérieur en fin d’expérimentation en comparaison au groupe traité par LCT et s’est

fortement rapproché du groupe témoin (Figure 19).
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Figure 19 : Représentation graphique du poids corporel final des lapins témoins, traités par
les vits C et E, par LCT, et par LCT + vits C et E.
C : Groupe témoin. LCT : Groupe traité par LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par

LCT et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.
1.2. Etude du poids absolu et relatif des testicules et épididymes

Les résultats des poids absolus et relatifs des testicules et épididymes sont représentés dans le
tableau suivant :
Tableau 5 : Poids absolus et relatifs des testicules et épididymes chez les lapins témoins,
traités par les vits C et E, par la LCT, et par LCT + Vits C et E.
Poids absolus 5.31+0.44 459 +0.10 4.32+0.22 5.99 + 0.87
Poids relatifs ‘ 0.16 £ 0.01 0.15 £ 0.027 0.16 £ 0.019 0.18 £ 0.026
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D’apres le tableau 5 et la figure 20 nous remarquons que :

A la fin de I’expérimentation, les poids absolus des testicules et des épididymes des lapins
traités par LCT (4.32 g + 0.22 g) sont significativement inférieurs par rapport au groupe
témoin (5.31 g £ 0.44 g).

Les poids absolus des testicules et des épididymes chez les lapins traités par les vitamines C et
E (4.59 g = 0.10 g) et ceux co-administrés par LCT + Vits C et E (5.99 g + 0.87 g) sont
relativement supérieurs en fin d’expérimentation en comparaison au groupe traité par la LCT
(4.32 g £0.22 g) (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation graphique du poids absolu final des testicules et épididymes des

lapins témoins, traités par les vits C et E, par LCT, et par LCT + vits C et E.

C : Groupe témoin. LCT : Groupe traité par LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par LCT

et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.
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Le poids relatif des organes renseigne sur 1’évolution de 1’organe par rapport a I’organisme en
entier. Dans notre expérimentation, le poids relatif des organes (poids de 1’organe X 100/poids
de I’animal) reste relativement stable chez les groupes traités par LCT (0.16 g £ 0.019 g) et
Vits C et E (0.15 g £ 0.027 g), en comparaison au groupe témoin (0.16 g + 0.01 g).
Cependant, on note également une légére augmentation du poids relatif des organes chez les
lapins co-administré par LCT et les vitamines C et E (0.18 g + 0.026 g) (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation graphique du poids relatif des testicules + épididyme, des lapins
témoins, traités par les vits C et E, par LCT, et par LCT + vits C et E.

C : Groupe témoin. LCT : Groupe traité par LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par

LCT et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.

2. Histologie et histomorphométrie de 1I’épididyme

2.1. Histologie

Dans le présent travail, nous avons réalisé des colorations topographiques, HE et trichrome de
Masson, et une coloration histochimique PAS.

L’hématoxyline éosine est une coloration de base qui met en évidence les tubes
épididymaires et leur différents constituants.

Le trichrome vert de Masson permet de reconnaitre les différents tissus, le cytoplasme, le

noyau et les principales inclusions cytoplasmiques. Les noyaux sont colorés en noir, les
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cytoplasmes acidophiles et les nucléoles en rose, les sécrétions sont soit rouges soit vertes, les
muscles sont rouges et les fibres de collagene sont vertes.

Le PAS colore la membrane basale des tubes épididymaire en plus des sécrétions des
différentes cellules de [D’épithélium épididymaire. Les résultats obtenus dans notre
expérimentation ne sont pas exploitables suite a une erreur commise dans le protocole

expérimental.

2.1.1. Histologie epididymaire des lapins témoins

Selon les planches 1 et 2, I’épididyme est un cylindre musculaire lisse bordé par un
épithélium haut pseudo-stratifié. Ce dernier est constitué de différents types cellulaires, parmi
eux les cellules principales qui portent de tres longues microvillosités appelées stéréocils,

ainsi que de volumineuses cellules basales a la partie inférieure de 1’épithélium.

v" Coloration par ’Hématoxyline Eosine

- Au grossissement 10 x 10 (a), nous distinguons une forme réguliére de 1’épithélium et
des tubes épididymaires entourés par une fine couche de tissus musculaire lisse, ainsi
qu’un amas de spermatozoides dans la lumiére tubulaire.

- Au grossissement 10 x 100 (b), I’épithélium pseudo stratifi¢ est bien démarqué, bordé

par des stéréocils sur la partie apicale de ces cellules principales.

v Coloration par le Trichrome de Masson

- Au grossissement 10 x 10 (c), des tubes épididymaires, un épithélium régulier, des
spermatozoides occupant la lumiére, ainsi qu’un espace intertubulaire sont mis en
évidence.

- Au grossissement 10 x 100 (d), nous observons un épithélium haut pseudo-stratifié, et
plusieurs types cellulaires qui le composent dont les cellules principales, basales et en

halo.
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Planche 1 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin témoin coloration HE.
a:G10x10;b:G10x100
Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, lu : Lumiére

épididymaire, Stc: Stéréocils, Ti: Tissus interstitiel, Mul : Muscle lisse, Vs: Vaisseaux
sanguins, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ca: Cellule apicale, Ch: Cellule en

halo.
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Planche 2 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin témoin coloration
Trichrome de Masson.c: G 10x 10;d: G 10 x 100

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, Lu : Lumiere
épididymaire, Ti : Tissus interstitiel, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ch : Cellule

en halo.
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2.1.2. Histologie epididymaire des lapins traités par les vits C et E

Selon les planches 3et 4, nous remarquons que les lapins traités par les vitamines C et E
pendant 21 jours sont relativement similaires aux lapins témoins, avec une hyperplasie
régénératrice des cellules basales de I’épithélium épididymaire de plusieurs tubes. Cette
hyperplasie se traduit par une diminution du diamétre de la lumiere et de I’espace

intertubulaire et une augmentation de la hauteur de 1’épithélium par rapport au groupe témoin.

v Coloration par I’'Hématoxyline Eosine

- Au grossissement 10 x 10 (e), nous notons des tubes épididymaires bordés par un
épithélium qui présente des hyperplasies localises a certains endroits, avec des amas
de spermatozoides occupant la lumiére.

- Au grossissement 10 x 40 (f), nous remarquons la présence de stéréocils au péle
apicale des cellules constituant 1’épithélium épididymaire, ainsi qu’une régénération et

multiplication des cellules basales (hyperplasie).

v' Coloration par Trichrome de Masson

- Au grossissement 10 x 10 (g), nous observons distinctivement la lame basale de
I’épithélium des tubes épididymaires, ainsi que I’hyperplasie de cet épithélium.

- Au grossissement 10 x 100 (h), les stéréocils, 1’épithélium pseudo-stratifié,
I’hyperplasie régénératrice ainsi qu'un amas de spermatozoides occupant la lumiere,

sont bien mis en évidence par la coloration.
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Planche 3 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin traité par les
vitamines C et E coloration HE. e: G 10x 10;f: G 10x 40

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, lu : Lumiére
épididymaire, Ti : Tissus interstitiel, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ca : Cellule
apicale, Ch : Cellule en halo. Tep CT : Tube épididymaire coupe transversale. Ml : Muscle

lisse, Hp : Hyperplasie, Stc : Stéréocils.
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Planche 4 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin traité par les vits
C et E coloration Trichrome de Masson. g: G 10x 10; h: G 10 x 100

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, Lu : Lumiere
épididymaire, Ti : Tissus interstitiel, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ch : Cellule

en halo. Ca : cellules apicales, Lb : lame basale, Stc : stéréocils, Hp : Hyperplasie,

Vs : Vaisseaux sanguins. <=p: Hyperplasie.
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2.1.3. Histologie epididymaire des lapins traités par LCT

Selon les planches 5 et 6, nous remarquons que I’exposition subaigué€ pendant 21 jours a LCT
cause une importante dégénérescence des cellules épithéliales épididymaires, notamment des
cellules basales et principales. Il est intéressant de remarquer aussi la présence d’cedémes
diffus au niveau de la lumiére épididymaire, ainsi qu'une augmentation du diameétre de la
lumiére des tubes et de I’espace intertubulaire, mais aussi par une réduction de la hauteur de

1I’épithélium en comparaison a I’épithélium épididymaire des lapins du groupe témoin.

v" Coloration par I’Hématoxyline Eosine

- Au grossissement 10 x 10 (i), nous observons des tubes épididymaires de forme

irréguliere, un espace intertubulaire important, ainsi que des cedémes diffus.

- Au grossissement 10 x 100 (j), nous notons une dégénérescence de 1’épithélium

¢pididymaire, ainsi qu’un cedéme diffus.

v Coloration par Trichrome de Masson

- Au grossissement 10 x 40 (k), nous notons une irrégularité du contour des tubes
épididymaires avec un épithélium réduit présentant des hyperplasies a certains

endroits, ainsi qu’un espace intertubulaire important.

- Au grossissement 10 x 100 (I), nous distinguons une lame basale bien délimitée et un

cedéme diffus.
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Planche 5 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin traité avec la LCT
coloration HE. i: G10x10;j: G 10 x 100

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, lu : Lumiére
épididymaire, Ti : Tissus interstitiel, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ca : Cellule
apicale, Ch: Cellule en halo, Vs : Vaisseau sanguin, Hp : Hyperplasie, Od : (Edéme, Stc :

Stéréocils.

55



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

HIRER A2 e ribdaitl
Planche 6 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin traité par LCT
coloration Trichrome de Masson. k : G 10 x 40 ; 1 : G 10 x 100
Lu: Lumiére épididymaire, Ti: Tissus interstitiel, Stc: stéréocils, Hp : Hyperplasie, Od :

cedéme, <« - -» : Espace intertubulaire.
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2.1.4. Histologie epididymaire des lapins traités par LCT + vitamines C et E

- Selon les planches 7 et 8, nous constatons que les lapins co-administrés par LCT et
vitamines C et E présentent une hyperplasie régénératrice importante des cellules
basales en comparaison aux traités par LCT et une régularité de la forme des tubes.
Ceci se traduit par une augmentation et une amélioration de la hauteur de 1’épithélium,
une diminution du diamétre de la lumiére des tubes et une réduction de l’espace

intertubulaire en comparaison au groupe traité par LCT et au groupe témoin.

v" Coloration par I’Hématoxyline Eosine

- Au grossissement 10 x 10 (m), nous observons des tubes épididymaires réguliers avec
un espace intertubulaire réduit et une normalisation de 1’épithélium et des amas de
spermatozoides dans les lumiéres tubulaires.

- Au grossisement 10 x 100 (n), nous remarquons un tube épididymaire au contour
régulier, bordé par un épithélium pseudo-stratifié ayant des stéréocils au pdle apical de
ses cellules principales, ainsi qu’une hyperplasie régénératrices au sein de cet

épithélium.

v Coloration par Trichrome de Masson

- Au grossissement 10 x 10 (0), nous observons des tubes épididymaires de forme
réguliere, bordé¢ par un épithélium d’aspect normal présentant des hyperplasies
régénératrices par endroit ainsi qu’une lumiére occupée par des amas de
spermatozoides.

- Au grossissement 10 x 100 (p), nous notons une hyperplasie au sein de 1’épithélium
pseudo-stratifié présentant des stéréocils au p6le apicales de ses cellules principales
reposant sur une lame basale bien mise en évidence par la coloration, nous notons

¢galement la présence d’amas de spermatozoides occupant la lumiére tubulaire.
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— - s ==
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Planche 7 : Structure histologique du fube épididymaire chez le lapin traité par la LCT
co-administré avec les vitamines C et E coloration HE.

m:G10x10;n:G 10x 100

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, lu : Lumiére
épididymaire, Stc: Steréocils, Ti: Tissus interstitiel, Mul: Muscle lisse, Cp: Cellule
principale, Cb : Cellule basale, Ca : Cellule apicale, Ch : Cellule en halo, Hp : Hyperplasie.
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Planche 8 : Structure histologique du tube épididymaire chez le lapin traité par la LCT
co-administré avec les vitamines C et E coloration Trichrome de Masson. 0 : G 10 x 10 ;

p: G 10 x 100.

Tep : Tubes épididymaires, Spz : Spermatozoides, Ep : épthélium épididymaire, Lu : Lumiére
épididymaire, Ti : Tissus interstitiel, Cp : Cellule principale, Cb : Cellule basale, Ch : Cellule
en halo, Ca: cellules apicales, Lb: lame basale, Stc: stéréocils, Hp : Hyperplasie, Vs:

Vaisseaux sanguin, Tep CT : tubes épididymaires coupe transversale.
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2.2. Histomorphométrie

Parallelement & 1’étude histologique, nous avons effectué des mesures morphométriques sur
les photos prises sur les coupes histologiques observées au microscope photonique.

Nous avons effectuée les mesures suivantes :

- Surface des tubes,

- Hauteur de 1’¢épithélium,

- Diamétre de la lumiere,

- Espace intertubulaire.
Les moyennes des valeurs obtenues sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Moyennes des mesures morphométriques des différents paramétres.

Groupe/parametre Surface des tubes Hauteur de Diameétre de la Espace
(um?) Iépithélium (um)  lumiére (um) intertubulaire (um)
Controéle 113338,25 £ 27953,41 45,18 £ 9,79 261,947 + 98,2 45,613 24,11
CE 59780,95 + 28592,44 58,105+ 11,7 246,077 + 80,63 26,151 £11,71
LCT 112498,12 + 89263,93 37,745 £ 10,45 308,272 + 77,84 114,739 146,86
LCT + CE 99243,45 + 40565,11 49,555 + 10,23 258,159 + 84,952 + 32,85
104,79

Les résultats obtenus sont présentés sous formes de graphiques comme suit :
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2.2.1. Surface des tubes

p = 0,00012
1,5E5
1,4E5
1,3E5 }
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Figure 22 : Surface des tubes en fin d’expérimentation chez les différents lots.
C - : Groupe témoin. LCT : Groupe traité par LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par LCT

et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.

Interprétation
Comparativement au groupe témoin, les surfaces des tubes du groupe traité par LCT ainsi que
celle du groupe co-administré ont relativement diminué. Cette diminution est plus accentuée

dans le groupe traité par les vits C et E.
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2.2.2. Hauteur de I’épithélium
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Figure 23 : Hauteur de 1’épithélium des tubes en fin d’expérimentation chez les différents

lots.

C -: Groupe témoin. LCT : Groupe traité par la LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par

LCT et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.

Interprétation

Les lapins traités par les vitamines C et E présentent un épithélium épididymaire d’une

hauteur trés élevée (58.1 + 11.7 um) par rapport au groupe témoin (45.18 + 9.79 um).

Apreés traitement par LCT, nous constatons une nette diminution de la hauteur de 1’épithélium

(37.45 £ 10.45 um) comparativement au groupe témoin (45.18 £ 9.79 um), cependant nous

notons une amélioration de cette derniére aprés administration des vitamines C et E (49.55 +
10.23 pm).
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2.2.3. Diamétre de la lumiére
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Figure 24 : Diametre de la lumiére des tubes en fin d’expérimentation chez les différents lots.
C - : Groupe témoin. LCT : Groupe traité par LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par LCT

et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.

Interprétation

Apres traitement par les vitamines C et E, nous notons une diminution du diamétre de la
lumiere tubulaire (246.07 + 80.63 um) comparativement au groupe témoin (261.94 + 98.2
pum).

Le traitement par LCT induit une augmentation significative de ce parameétre (308.27 + 77.84
pUm) par rapport au témoin (261.94 + 98.2 um) et aux traités par les vits C et E (246.07 +
80.63 um).

Concernant le groupe co-administré par les vits C et E et par LCT, une importante diminution
du diametre de la lumiére est constatée (258.15 + 104.79 um) par rapport au groupe traité par
LCT (308.27 £ 77.84 um).
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2.2.4. Espace intertubulaire
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Figure 25 : Espace intertubulaire en fin d’expérimentation chez les différents lots.
C -: Groupe témoin. LCT : Groupe traité par la LCT. LCT+CE : Groupe co-administré par
LCT et les vitamines C et E. CE : Groupe traité par les vitamines C et E.

Interprétation

Nous remarquons une diminution de 1’espace intertubulaire pour les groupes traités par les
vitamines C et E (26,151 + 11,71 um) par rapport au groupe témoin (45,613 + 24,11 pm).
Cet espace intertubulaire a significativement augmenté apres exposition au xénobiotique
(LCT) (114,739 + 46,86 um).

Concernant le groupe co-administré par les vits C et E et par LCT (26,151 + 11,71 pm),
I’espace intertubulaire a diminué comparativement au groupe traité par LCT (114,739 + 46,86
pum).
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2.2.5. Rapport Epithélium/lumiére

L’intérét du rapport Epithélium/Lumicre est d’évaluer I’activité de 1’épithélium épididyaire.

Tableau 7 : Résultats du rapport épithélium/lumiere des mesures des tubes epididymaires.

Controle LCT LCT + CE

Rapport épithélium/lumiere (um) 0,19+ 0.08 0,26 +0.1 0,12+0.05 0,21 +0.07

p = 0,00000
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Figure 26 : Rapport Epithélium/Lumiére en fin d’expérimentation chez les différents lots.

Interprétation

Nous remarguons une augmentation du rapport épithélium/lumiére chez les lapins du groupe
traité par les vitamines C et E (0.26 £ 0.1 um), et une diminution de ce dernier dans le groupe
traité par LCT (0.12 £ 0.05 um) en comparaison au groupe témoin (0.19 + 0.08 um).

La co-administration des vitamines C et E avec la LCT améliore le résultat (0.21 + 0.07 pum)

en comparaison au groupe traité par le xénobiotique (0.12 + 0.05 pum).
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Discussion

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est définit comme I'incapacité de I'organisme
a se défendre contre I'agression des radicaux libres, suite a un désequilibre lié, soit a une
production accrue des radicaux libres, soit a une diminution de la capacité de défense
antioxydant qui peut étre causée par des produits exogenes tels que les pesticides (SIES.,
1991).

L'accumulation des especes réactives oxygénées (ERO) a pour conséquence l'apparition de
dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus
vulnérables sont les protéines, les lipides, l'acide désoxyribonucléique et les glucides
(ANGELOS et al., 2005).

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I'organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques d'ERO (FAVIER., 2003). Il existe une quantité
innombrable d'antioxydants, parmi elles nous citerons les Polyphénols, le Sélénium, les
Vitamines C et E (YOU et al., 2003).

Notre présente étude a pour objectif d’évaluer ’effet d’une toxicité subaigué (pendant 21
jours) par un pyrethrinoides de synthese, LCT, sur 1’épithélium épididymaire de lapins de
souche locale (Oryctolagus cuniculus), en parallele a un possible effet protecteur d’une co-
administration des vitamines C et E. Nos résultats ont montré que :

Les principales manifestations de toxicité subaigué observées se traduisent dans un premier
temps par une importante baisse du poids des animaux traités par la LCT a la fin de
I’expérimentation (2.72 kg * 0.28 g) comparativement aux lapins témoins (3.13 kg + 0,028 g),
et un gain de poids remarqué chez les lapins co-administrés par les vits C et E + LCT (3.17 kg
+ 0.34 g). Ces résultats corroborent ceux obtenus par YOUSEF, (2010) qui a montré que
I’effet cytotoxique des pyréthrinoides sur les lapins males se manifeste par une baisse

significative du poids corporel.

KHALDOUN et al., (2015) ont étudié I’effet de ce méme pesticide sur des rats et ont montré
une différence significative du pourcentage de prise de poids corporel a la fin des périodes de
traitement dans le groupe traité par la LCT en comparaison avec le groupe témoin.

D’autres travaux ont egalement montré que les pesticides de la famille chimique des

pyréthrinoides de syntheése agissent sur 1’évolution pondérale chez diverses especes

(KILIAN, 2007 ; FETOUI et al., 2010).
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Dans notre étude, la co-administration des vitamines C et E avec la LCT a permis d’améliorer
le poids corporel de ces animaux. Ces résultats sont compatibles avec ceux obtenus par AL-
SHINNAWY, (2008) ; MESSARAH et al., (2012) ; MOSSA et al., (2014) qui ont constaté
une augmentation significative du poids corporel suite a une administration de la vitamine C
seule aprés exposition au pesticide. YOUSEF, (2010) a constaté un gain de poids corporel des
lapins méles traités par la LCT aprées administration de la vitamine E seule.

Jusqu’a présent, peu d’études ont été réalisées sur I’effet amélioratif de la co-administration
des vitamines C et E sur I’évolution des poids des lapins traités par la LCT, de ce fait, nous ne
pouvons comparer nos résultats avec ceux de la littérature.

En ce qui concerne le poids relatif et absolu des organes, nous avons constaté une baisse des
poids des testicules et des épididymes traités par la LCT (0.16 + 0.019; 4.32 £ 0.22 g) en
comparaison au groupe témoin (0.15 + 0.027; 459 + 010 q).
Ces résultats sont en accord avec ceux de YOUSEF (2010) qui a obtenu une baisse
significative des poids relatifs des testicules, des épididymes, des vésicules séminales et de la
prostate des rats males exposés a des pyréthrynoides.

Cette baisse observée dans le poids de ces organes peut étre directement attribuée a la
cytotoxicité de cet insecticide sur ces tissus (KHALDOUN et al., 2015), cette diminution
peut également étre liée a une réduction de la synthése de la testostérone et une perturbation
des taux des androgenes (HOSSAIN et RICHARDSON, 2011).

EL-DEMERDASH (2007), a également démontré une réduction significative dans I’indice
pondéral des testicules des animaux exposés a la cyperméthrine ou autres pyréthrinoides de
type- II.

Quant au groupe co-administré, nous avons constaté une augmentation du poids relatif et
absolu de ces organes (0.18 + 0.026 ; 5.99 £ 0.87 g), ces résultats sont compatibles avec ceux
trouvés par YOUSEF , (2010), qui a constaté que I’administration de la vitamine E seule a
permis I’augmentation significative du poids relatif des testicules et des épididymes.
Actuellement, I’effet amélioratif de la co-administration des vitamines C et E sur 1’évolution

des poids relatifs et absolus des lapins traités par la LCT n’a pas été développé.

Concernant le lot traité par les vitamines C et E, nos résultats montrent une baisse du poids
corporel des lapins (2.72 kg + 0.28 @), ainsi qu’une diminution des poids relatifs et absolus
des testicules et épididymes de ces mémes animaux (0.15 = 0.027; 4.59 + 0.10 Q).

Nous n’avons trouvé aucune observation a 1’appui afin d’affirmer ou d’infirmer nos résultats.
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L’examen histologique structural de I’épididyme des lapins traités par les vitamines C et E
montre une importante hyperplasie régénérative des cellules basales par rapport au groupe
témoin qui se traduit par un renouvellement cellulaire accru. Ceci est di au réle protecteur et
antioxydant des vitamines C et E qui protégent les cellules contre les dommages infliges par
les radicaux libres. Ces résultats sont confirmés par 1’histomorphométrie, qui montre un
rapport épithélium/lumiére de 0.26 £ 0.1 um comparativement a la valeur obtenue pour le
groupe témoin qui est de 0.19 £ 0.08 um, cette augmentation se traduit par I’hyperplasie des
cellules épithéliales du groupe traité par les vitamines C et E.

Nous avons constaté aprés exposition au pesticide « LCT » la présence d’une altération au
niveau de I’épithélium désignant une dégénérescence des cellules épithéliales, notamment des
cellules basales et une réduction de ce dernier; des cedémes diffus indiquant une
désorganisation de la structure histologique de 1’épididyme, une irrégularité dans la forme des
tubes, une lumiere épididymaire importante, et un espace intertubulaire important, néanmoins
aucune ¢tude n’a été effectuée sur 1’effet de ce xénobiotique sur 1’épididyme de lapin.
Cependant, 1’effet reprotoxique de cet insecticide sur les vésicules séminale et les testicules
ont été étudiés par Khaldoun et al., (2015), ’examen histolopathologique a montré au niveau
du testicule une dégénérescence cellulaire avec congestion et cedéme, et au niveau des
vésicules séminales une détérioration de 1’épithélium avec ectopie de ce dernier, ceci
concorde avec nos résultats. Par conséquent, la LCT pourrait causer des dommages au niveau

de la membrane plasmique des cellules suite a ses propriétées lipophiles (ISSAM et al., 2009).

Nos résultats histomorphométriques viennent confirmer nos résultats histopathologiques, qui
montrent une réduction de la hauteur de 1’épithélium (37,745 + 10.45 pm) et une
augmentation du diameétre de la lumiere des tubes (308.272 £ 77.84 um) en comparaison au
groupe témoin qui présente une hauteur de 1’épithélium de (45.18 + 9.79 um) et un diameétre
de lumiére de (261.947 + 98.2 um). Le rapport épithélium/lumiere affirme ces précédent
résultats, la valeur de cette derniere (0.12 + 0.05 um) est inférieur a celle obtenue pour le
groupe témoin (0.19 = 0.08 pum), ce qui se traduit par une dégénérescence de 1’épithélium

épididymaire suite a une exposition subaigué a la LCT.

Les examens microscopiques ont montré des lésions pathologiques induites par la LCT qui
ont été remarquablement reduites par I'administration des vits C et E. Nous notons une

régularité¢ de la forme des tubes épididymaires, ainsi qu’une hyperplasie compensatrice des
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cellules basales en comparaison a 1’épithélium du groupe traité par la LCT, si¢ge d’une
dégénérescence.

Nos résultats corroborent avec ceux trouvés par BEN ABDELLAH et al., (2013) , qui ont
mené une étude histologique sur 1’effet antioxydant de la quercétine, un puissant antioxydant,
sur I’effet reprotoxique de la LCT. Ces derniers ont démontré que la co-administration d’une
dose de (50 mg/kg/jour) de quercétine avec la LCT induit une réduction des Iésions au niveau
des tubes seminiferes permettant de distinguer les différents stades de la spermatogenese avec
un tissu interstitiel normal. Ils suggerent que la co-administration de la LCT avec la
quercétine prévient les dommages causés par les radicaux libres et maintient le bon
fonctionnement du systéme pro-oxydant, antioxydant. De ce fait, la co-administration de la
quercétine atténue 1’effet reprotoxique de la LCT sur la structure testiculaire. Peu d’études ont
¢té menées sur I’effet amélioratif de la co-administration des vitamines C et E sur la

reprotoxicité en générale et sur 1’épididyme en particulier, ce qui limite notre discussion.

Nos resultats histomorphométriques confirment nos résultats histopathologiques, qui montrent
une nette amélioration de la hauteur de 1’épithélium épididymaire (49.555 + 10.23 pum) et une
diminution du diamétre de la lumiere des tubes (258.159 + 104.79 um) concernant le groupe
co-adminitré par la LCT + C et E, comparativement au groupe traité par la LCT dont les
valeurs sont respectivement les suivantes 37.745 £+ 10.45 pum et 308.272 £ 77.84 yum. Ceci se
confirme par le rapport épithélium/lumiére dont la valeur pour le groupe co-administré (0.21
+ 0.07 um) est supérieure a celle trouvée pour le groupe traité par la LCT (0.12 + 0.05 um) ce

qui affirme I’hyperplasie régénératrice observée au niveau de cet épithélium.
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Conclusion

L’objectif de ce travail de recherche est d’explorer I’effet reprotoxique d’un
biopesticide de la famille des pyréthrinoides, lambda-cyhalothrine, et de tester les effets
protecteurs de la supplémentation en vitamines C et E connues pour leur réle antioxydant sur

I’épithélium épididymaire.

Les résultats obtenus nous ont permis de montrer que 1’exposition subaigiie a ce
xénobiotique provoque une perte de poids corporel et une diminution du poids absolue et
relatif des épididymes et des testicules, une augmentation du diamétre de la lumiere et une
irrégularité du contour des tubes, ainsi que des dommages structuraux, des Iésions tissulaires
et cellulaires au niveau des tubes épididymaires qui se refletent par une dégénérescence de
I’épithélium épididymaire, notamment celle des cellules basales induisant la réduction de sa

hauteur.

La supplémentation des vitamines C et E induit un gain de poids corporel et une
augmentation du poids des organes, et sur le plan histologiques, une réparation et un
renouvellement de 1’épithélium épididymaire se traduisant par une hyperplasie compensatrice
des cellules épithéliales et une normalisation de cette structure. Ces résultats sont confirmés

par I’examen histologique et 1’étude histomorphométrique.

En se référant a la littérature et a nos résultats, nous pouvons conclure que d’une part,
I’exposition a lambda cyhalothrine cause des 1ésions tissulaires de 1’épithélium épididymaire
et d’autre part que la co-administration des vitamines C et E rétablis 1’état normale des

différentes structures épididymaires.
Perspectives

Des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans les différents effets observes. Par conséquent, notre travail pourrait étre
complété par une analyse des profils hormonaux a savoir les gonadostimulines LH et FSH
afin d’évaluer I’effet de ce pesticide sur 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadotrope et sa
possible répercussion sur la physiologie épididymaire ainsi que 1’éventuel effet amélioratif

des antioxydants.
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La réalisation d’une coloration histochimique par le PAS serait un complément plus que
nécessaire afin de mettre en évidence les différentes sécrétions des cellules épididymaires et

les dommages engendreés par le xénobiotique sur ces dernieres.

Estimer I’effet du stress oxydatif sur les tissus épididymaires en dosant les éventuelles

variations des marqueurs biologiques notamment le Glutathion.

Des études histopathologique et histomorphométrique des différents segments
caractérisant 1’épididyme s’avérent nécessaires afin d’évaluer I’impact du pesticide sur ces
derniers et I’existence d’un possible effet néfaste sur leur physiologie. Il est également
intéressant d’étudier I’impact probable de cet insecticide sur la qualité de la semence

(spermogramme).

Etudier les mécanismes cellulaire et moléculaire des effets protecteurs des antioxydants
en générale et de la co-administration des vitamines C et E en particulier sur la reprotoxicité

induite par les pesticides.
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ANNEXE

Annexe 1 : Matériel non biologique utilisé

Produits utilisés :

Lambda-Cyhalothrine

Vitamine C (acide ascorbique)

Vitamine E (a-tocophérol)
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Solutions utilisés :

Acide périodique

Baume d'inclusion Eukitt

Eosine

Ethanol
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Fuschine Ponceau

Hématoxyline

Paraffine

Phosphomolibdique phosphotungstique
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Vert lumiére

Xyléne

Appareillages :

Bain marie

Etuve




