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Notre étude porte sur I’évaluation de la toxicité d’un pesticide largement utilisé en agriculture
comme un antifongique et ses effets sur quelques parametres liés a la fonction hépatique,
thyroidienne et reproductrice. 32 rats males du genre Albinos Wistar ont été répartis en 4
groupes de 8 rats chacun ; le groupe témoin a recu de 1’eau de robinet par contre les 3 autres
groupes ont recu per os des doses respectives de mancozébe de 250,500 et 1000 mg/kg/jour
pendant 8 semaines. L’analyse des resultats obtenus a montré que le traitement par le
mancozébe provoque des effets nocifs au niveau de l’organisme se traduisant par une
augmentation significative de la masse corporelle en dépit d’une consommation d’eau et
d’aliment significativement réduite. La masse absolue des organes a été impacté par le
traitement dévoilant une augmentation de la masse du foie et de la thyroide; en revanche la
masse des testicules et de 1I’épididyme a significativement diminué.

Sur le plan biochimique, des changements notables dans les parameétres liés a la fonction
hépatique et thyroidienne se manifestent par une augmentation significative de la
concentration sérique des transaminases (ASAT, ALAT), de la phosphatase alcaline (PAL)
alors que la concentration de 1’albumine, des protéines totales, de la bilirubine totale et
directe, la Triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4) a significativement diminuée chez les
groupes traités par comparaison au groupe témoin. Des anomalies du spermogramme ont été
observées chez les groupes traités, dénotant une diminution du nombre la mobilité et le des
spermatozoides ainsi que la testostérone. L’effet pro-oxydant du mancozébe a induit une
déplétion du glutathion réduit (GSH) mais il a généré une augmentation du taux tissulaire de
malondialdéhyde (MDA). Par ailleurs, une diminution de I’activit¢ de la glutathion
peroxydase (GPx) a été enregistrée. Les altérations histologiques observées au niveau du foie,
des testicules et de la thyroide ont confirmé les résultats biochimiques précites.

En résumé, I’ensemble des résultats a bien montré que 1’exposition aux pesticides notamment
le mancozébe a provoqué des perturbations au niveau de I’organisme qui se manifeste par une
altération des paramétres liés a la fonction hépatique, thyroidienne et reproductrice.

De cela, il y’a lieu d’affirmer que les personnes exposées aux pesticides et principalement les
agriculteurs comme aussi les consommateurs de produits traités aux pesticides, encourent un

danger réel de voir leur sante affectée.

Mots clés : Fongicides, mancozébe, glutathion, sperme, thyroide, testicules, rats.



The study has focused on the evaluation of a fungicide toxicity widely used in agriculture on
few parameters related to liver, thyroid and reproductive functions. Male Albino Wistar rats
were divided into 4 groups of 8 rats each; the control group received tap water and the
remaining 3 groups were given oral doses of 250, 500 and 1000 mg / kg/day respectively, for
8 weeks. Results have showed that the administration mancozeb causes deleterious effects on
the body, resulting in a significant increase in total body weight despite the consumption of
water and food was significantly decreased. The absolute organ weights was influenced by
treatment showing an increase in liver and thyroid weights, however the weight of the testes
and epididymis were significantly decreased.

Biochemically, important changes in parameters related to liver and thyroid function
characterized primarily by a significant increase in serum transaminases (AST, ALT), alkaline
phosphatase (ALP). While the concentrations of albumin, total proteins and total and direct
bilirubin, free Triiodothyronine (T3) and thyroxin (T4) were significantly decreased in the
treated groups compared to the control. Sperm analysis abnormalities were observed in all
treated groups, noting a decrease in sperm count, motility and testosterone level. The pro-
oxidant effect of mancozeb induced depletion of tissue reduced glutathione level and an
increase in the tissue concentration of malondialdehyde (MDA). Furthermore, a decrease in
the activity of glutathione peroxidase (GPx) has been recorded. The histological alterations
observed in the liver, testicular and thyroid confirmed the above biochemical results.

In conclusion, most results clearly showed that mancozeb caused alterations of liver, thyroid

and reproductive functions after 2 month exposures.

Key words: Fungicides, mancozeb, glutathione, sperm, thyroid, rat.
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ACh : Acétylcholine

AChE : Acétylcholinestérase

AcP : Acide phosphatase

ADN : Acide désoxyribonucléique
ATP : Adénosine-5'-triphosphate

BSA : Bis (triméthylsilyl) acétamide
CS,: Disulfure de carbone

DDT : Dichlorodiphényi trichloréthane
DIT : 3,3'-diiodothyronine

DTC: Dithiocarbamate

DTNB : 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique
EBIS : Ethyléne bis isothiocyanate sulfite
EDTA : Ethyléne diamine tétra acétique
EDA : Ethyléne diamine

ETU : Ethyléne thiourée

EU : Ethyléne urée

EBDTC : Ethyléne bis dithiocarbamate
FSH : Hormone folliculo-stimulante

FTs : Tri-iodothyronine libre
FT, : Thyroxine libre

GnRH : Hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires



GPx : Glutathion peroxydase

GSH : Glutathion réduit

GSSG : Disulfure de glutathion (Glutathion oxydé)
H,0; : Peroxyde d’hydrogéne

H,SO, : Acide sulfurique

HCH : Hexachloro-cyclohexane

HRP : Peroxydase de raifort

IBS : Inhibiteurs de la synthese des stérols
LDH : Lactates déshydrogénases

LH : Hormone lutéinisante

MDA : Malondialdéhyde

MDH : Malate déshydrogénase

MIT : 3'-monoiodothyronine

NaCl : Chlorure de sodium

NAD : Coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide
NH2 : Groupements amines

NOEL : Dose sans effet observable

PON1 : Paraoxonases 1

SH : Groupement thiol

SSA: Sulfosalicylique

TBA : Acide thiobarbiturique

TBS : Tris-buffered saline



TCA : Trichloracétique

Tg : Thyroglobuline

TMB : 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine

TPO : Thyroperoxydase

Tris : 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol
UDP : Glucuronyl transférase

Unités/Divers

°C : Degré Celsius

DO : Densité optique

mol : Mole

pH: Potentiel hydrogéne

pKa: Constante d'acidité

U/l : Unité internationale / litre
ul : Microlitre

ug/L : Microgramme/ litre
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INTRODUCTION GENERALE



La rivalitt mondiale pour la domination du marché des produits alimentaires avec
I’application de nouvelles techniques culturales fondées sur 1’obtention de rendements
toujours performants a bouleversé les méthodes de production traditionnelles et généré une
situation de surabondance alimentaire qui cependant comporte bien des défis a I’humanité.
Cette surabondance n’est pas toujours un bon acquis résultant d’une compétition saine pour
produire mieux qu’avant en quantité et en qualité mais une sorte de domination par I’usage
intensif d’intrants généralement nocifs a la santé humaine et hostiles a la nature. Produire plus
qu’avant et moins bien que demain est certes louable pour nourrir une humanité sans cesse
croissante et plus exigeante qu’avant mais cela comporte un défi: accomplir cette noble
mission mais dans le respect de certaines valeurs humaines et environnementales : santé et
environnement. En paralléle a ces évolutions, les toxicologues ont commencé a prendre en
considération D’existence d’éventuels effets indésirables conséquents a 1’exposition des
composés chimique, en plus de ceux occasionnés par les reprotoxiques, les mutagénes, les
carcinogenes ; d’ailleurs certains produits réputés hautement toxiques et interdits d’usage dans
les pays développés (DDT etc.. ) sont encore écoulés dans les pays sous-développés ou qui
connaissent des famines cycliques comme en Afrique (Baldi & Lebailly, 2007).

Pour étre productive, 1’agriculture moderne fait aujourd’hui appel a plus d'insecticides, de
fongicides et d'herbicides pour assurer ainsi la pérennité des exploitations agricoles fondées
principalement sur la rentabilité maximale et qui ont une vocation d’exportation de leurs
produits vers les pays d’Afrique et d’Asie (Ascherio et al., 2006). C'est pourquoi leur
croissance va de pair avec l'utilisation intensive des pesticides. En 2001, la dépense mondiale
lice a I'achat de pesticides totalisait prés de 30 milliards de dollars avec 2,3 milliards de kg de
pesticides étaient utilisés en 2001, dont 70% était destinés au secteur agricole (U.S. EPA,
2004). Cette utilisation de pesticides a malheureusement un impact pernicieux sur
I'environnement car les pesticides sont signalés parmi les polluants les plus dangereux de
I’environnement en raison de leur persistance, leur mobilité dans la nature et les effets a long
terme sur les organismes vivants. De nombreuses études épidémiologiques suggérent une
corrélation entre [’utilisation professionnelle des pesticides et 1’apparition de certaines
pathologies chez les populations concernées. Des effets cancerigenes, neurotoxiques ou de
type perturbation endocrinienne, des problemes d’infertilit¢é ou encore du systeme

immunitaire affaibli sont plus fréquents chez ces populations (Alavanja, 2004).



Dans les pays en développement, le manque de conscience publique sur les risques provenant
de cette exposition, le manque d’information sur les dangers encourus ainsi que la pauvreté, et
le manque d’infrastructures de santé dans les milieux ruraux font que les pesticides
constituent une véritable menace pour la sécurité alimentaire, la santé et I’environnement (Mc
Cauley et al., 2006).

D’apres I’Institut National de la Protection des Végétaux (INPV), plus de 480 pesticides sont
homologués et commercialisés en Algérie, sous I’euphémisme admis : « pesticides a usage
agricole». Ces derniers, se répandent de plus en plus avec le développement de 1’agriculture
(Bouziani, 2007). Actuellement dans notre pays, le dispositif de déclaration des cas
d’intoxications par les pesticides, mis en place par le Ministere de la Santé en Mai 2004, a
permis d’enregistrer quelques dizaines de cas de contaminations accidentelles résultant de la
manipulation des pesticides au cours des opérations de lutte antiacridienne (Bouziani, 2007).
Par ailleurs, les laboratoires nationaux analysent rarement les produits alimentaires pour
déterminer leur contenance en pesticide et cela par défaut d’équipements appropriés, tout
comme le suivi et la gestion de ces produits toxiques qui échappent totalement au contrdle
publique. Puis encore, des pesticides interdits de commercialisation et d’usage dans 1’Union

Européenne depuis les années 70 (Merhi, 2008) existent encore en Algérie.

Ce manuscrit se décline en trois parties; la premiére consistent en une étude bibliographique
assez élargie aux études effectuées par des chercheurs renommeés et dont les résultats font
référence dans le domaine. Leur précieuse contribution dans la compréhension des
mécanismes et effets liés aux perturbateurs endocriniens en général et les pesticides en
particulier est incontournable pour toute étude qui se veut a la fois prospective en dépassant
les connaissances actuelles sur le sujet et exhaustive pour une identification de tous les
mécanismes et impacts par I’exploration de leurs relations complexes.

Sur la deuxieme partie nous développons les méthodes utilisées dans I’é¢tude de I’effet des
pesticides sur la fonction hépatique, thyroidienne et reproductrice des rats. Cette partie fait le
deétail sur le cheminement suivi et fixe le protocole qui a abouti aux résultats obtenus selon la
démarche scientifique adoptee.

La troisieme partie est enfin consacrée aux résultats obtenus ; une discussion générale est

engagée et les perspectives de notre travail sont clarifiées. Dans cette partie, nos résultats sont



largement commenteés et des comparaisons sont faites par rapport a des recherches antérieures

et a d’autres qui font référence dans le domaine.
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I. LES PERTURBATEURS DU SYSTEME ENDOCRINIEN
I.1. Rappel sur le systéme endocrinien.

Le systéeme endocrinien est I’ensemble de glandes qui sont distribuées dans tout le corps et qui
produisent une ou plusieurs hormones. Ces dernieres sont des substances chimiques naturelles
libérées dans le systeme circulatoire et véhiculées par le sang jusqu'a ce qu'elles atteignent un
tissu ou un organe cible. La, elles se lient a des récepteurs spécifiques, déclenchant une
réponse telle que la production d'une autre hormone, un changement dans le métabolisme, une
réponse comportementale, ou d'autres réponses, en fonction de I'hormone spécifique et sa
cible (Counis et al., 2005).

Hypothalamus
Pituitary

Parathyroid
Thyroid

Cardiovascular
System

Mammary
Glands
(female)

Adipose
Tissue

Uterus
{female)
Ovaries
(fernale)

Prostate
(Mate)

Testes
(Male)

Figure 01. Schéma des grandes glandes endocrines du corps humain (Gore et al., 2009).

Pour réagir a une hormone, une cellule cible doit posséder des récepteurs auxquels 1’hormone
peut se lier de maniere complémentaire. En d’autres termes, c’est la présence du récepteur
hormonal qui confére a la cellule cible sa sensibilité vis-a-vis de ’hormone (Ludwig, 2011).

Ces récepteurs sont présents soit dans la membrane plasmique pour les hormones peptidiques
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(Figure 02, cellule cible A), soit dans la cellule pour les stéroides et les hormones
thyroidiennes (Figure 02, cellule cible B). (Nussey & Whitehead, 2006).

Cellule endocrine

Cellule A Cellule B

(récepteur transmembranaire présent)

(récepteur intracellulaire présent)

Effet
biologique
induit

Effet
biologique
induit

Cellule endocrine Cellule insensible
(récepteur absent)

@ Hormone hydrophobe 3 Protéine plasmatique de « transport »

@ Hormaone hydrophile L__I_S: Récepteur transmembranaire

G:@ Récepteur intracellulaire

Figure 02. Mécanismes d’action des hormones (Ludwig, 2011).

I. 2. Les perturbateurs endocriniens.

I. 2.1. Historique et définition
Depuis la fin du XXeme siecle, la problématique des composés chimiques actifs sur le
systeme hormonal suscite de fortes préoccupations au sein de la communauté scientifique en
raison des effets déléteres de ces composés sur la santé des organismes. La prise de
conscience de I’impact de ces composés chimiques dits «perturbateurs endocriniens » a
conduit a un développement accru des recherches dans ce domaine (Hotchkiss et al., 2008).
Les progres de I’industrialisation qui ont certes contribué a I’amélioration de nos conditions et
modes de vie, nous exposent cependant a plus de 100 000 nouvelles molécules exogenes dont
I’innocuité pour certaines est de plus en plus mise en cause (Hotchkiss et al., 2008). Certains
contaminants environnementaux interagissent avec les hormones et peuvent exercer des
conséquences néfastes en raison de leurs actions en tant que perturbateurs endocriniens (PE).
En population générale, 1’eau et 1’alimentation (migration de substances depuis 1’emballage,
contamination des sols, des cultures, résidus hormonaux dans la viande) mais également 1’air

et les cosmétiques, sont les principales sources d’exposition aux PE (Yang et al., 2011).
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En milieu professionnel, les expositions sont le plus souvent multiples, mais a des doses plus
importantes que dans la population générale (Frye et al., 2012). Plusieurs secteurs
professionnels sont concernés, tant au niveau de la production que de I’utilisation: agriculture
(manipulation de pesticides), industries pharmaceutiques (production d’hormones) et
chimique (fabrication des pesticides, matieres plastiques) (Zhou et al., 2010; Kortenkamp,
2007).
Bien qu'il n'existe pas de définitions universellement acceptées du terme PE, certaines sont
largement admises. L une des premicres a avoir été établic est la suivante : (Kavlock et al,
1996): «Un perturbateur endocrinien est une substance exogéne qui entraine des effets
néfastes sur la santé dans un organisme intact, ou sa descendance, suite a des changements
dans la fonction endocrine». En 2002, 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (WHO, 2002) a
précisé les modes d’action au regard de la littérature, avec la définition suivante : «Un agent
exogene qui interféere avec la synthése, la sécrétion, le transport, la fixation, I'action, ou
I'élimination des hormones naturelles du corps humain responsables de I'entretien ou de
I'homéostasie, de la reproduction, du développement et/ou du comportement ».
Les PE ne sont donc pas définis par un mécanisme d’action spécifique et ils ne s’apparentent
pas a une classe chimique particuliére. Ces substances n’ont de commun que leurs propriétés a
induire des modifications de 1’homéostasie endocrinienne susceptible de produire des
conséquences déléteres pour les organismes (Vosges, 2010).

1.2.2. Mode d’action des perturbateurs endocriniens.
Les mécanismes d’action des hormones sont multiples et il existe de nombreuses réactions
avec lesquelles les agents chimiques peuvent interférer. La perturbation du systeme
endocrinien peut prendre plusieurs formes (Figure 03) :

+ Imiter I’action des hormones endogénes (effet agoniste) : la substance de structure
similaire peut interagir directement avec le récepteur de 1’hormone et 1’activer, mimant
I’action d’une hormone endogene et induisant des effets similaires, notamment par
’activation ou I’inhibition de transcription des geénes (Waring & Harris, 2005).

+ Inhiber des interactions entre les hormones et leurs récepteurs (effet antagoniste):
la substance vient se fixer sur le récepteur sans 1’activer, empéchant la liaison de ’hormone
endogene a son récepteur. Elle bloque ainsi le récepteur et son fonctionnement. Ceci affecte
les fonctions cellulaires normales liées a 1’hormone (Waring & Harris, 2005).

+ Par action sur la synthese, le transport, le métabolisme et I'excrétion des hormones,
en modifiant leur concentrations (Waring & Harris, 2005). La substance peut avoir une action

sur le métabolisme intracellulaire des glandes sécrétrices en perturbant les cascades de

6
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biosynthése des hormones elles-mémes. Ces composés affectent potentiellement des enzymes
specifiques du métabolisme en stimulant ou inhibant leur activité (Tabb & Blumberg, 2006).
<+ En altérant le développement des récepteurs hormonaux et leurs fonctions:
La substance peut activer ou supprimer le développement d’un récepteur cellulaire, et donc
altérer les activités hormonales (Zama & Uzumcu, 2009).
+ En altérant les fonctions par des interactions avec les hormones:
La substance peut interagir avec une hormone et modifier le message issu de celle-ci et ainsi

altérer les fonctions cellulaires (Tabb & Blumberg, 2006).

liaison avec les récepteurs

synthése des hormones naturelles
sécrétion
transport
métabolisme O
[ 2PN ®
Glande
endocrine :... - ...
(e} O
Altérationde la charge hormonale Action perturbée

(agoniste, antagoniste)

Figure 03. Mécanisme d’action des perturbateurs endocriniens (Chevrier et al., 2011).

1.2.3. Classification des perturbateurs endocriniens

Les PE englobent un grand nombre de molécules chimiques de deux origines distinctes :
naturelle ou anthropique, incluant notamment des constituants de plantes, des pesticides, des
composés utilisés dans I’industrie des plastiques et des produits de consommation, des sous-
produits industriels et des polluants (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

2.3.1. Les hormones naturelles.

Elles comprennent I’insuline, les cestrogénes, la progestérone et la testostérone, naturellement
présents dans 1’organisme des hommes et des animaux de méme que les phyto-cestrogénes
présents dans certaines plantes, comme les germes de luzerne et le soja, et qui ont une activité
semblable a celles des cestrogenes une fois ingérés par 1’organisme. L’organisme humain est
capable de métaboliser et d’excréter rapidement ces substances. Elles restent trés peu de
temps dans 1’organisme et ne s’accumulent pas dans les tissus comme c’est le cas de certaines
substances anthropiques. Néanmoins, la question des risques liés a une tres forte

consommation de soja (notamment par les nouveau-nés) se pose. (Barbier, 2011).



Q&unthese ot Analyse SSibliographigue \/ /

2.3.2. Les hormones de synthése.
Les hormones de synthése ont été créées par I’homme dans le but d’agir et de contrdler le
systéeme endocrinien soit pour 1’inhiber et c’est le but des contraceptifs oraux, soit pour le
pallier et c’est le role des traitements hormonaux de substitution de la ménopause, de la
fonction thyroidienne ou des hormones de croissance dans le domaine vétérinaire (Gore &
Crews, 2009; Barbier, 2011).

2.3.3. Les polluants chimiques anthropiques.

Ce sont des substances chimiques congues pour étre utilisées dans I'industrie pharmaceutique,
cosmétique, agro-alimentaire, phytosanitaire, pétroliére, automobile, du plastique... a des fins
propres en soi pour leurs propriétés physico-chimiques recherchées et dont la fonction

endocrine n’est a proprement parler non suspectée a priori. (Anway & Skinner, 2008).
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Il. LES PESTICIDES
Les pesticides constituent un enjeu important pour la qualité de notre alimentation et de notre
environnement. Leur utilisation dans les secteurs de la production agricole a pour but de
prévenir ou de réduire les pertes causées par les ravageurs et peut donc améliorer le
rendement ainsi que la qualité du produit (Oerke et al., 2004 ; Cooper & Dobson, 2007) et la
valeur nutritionnelle des aliments (Narayanasamy, 2006; Damalas, 2009). Malgré leur
popularité et leur utilisation intensive, les pesticides présentent un risque de santé lié a
I'exposition des agriculteurs a ces produits pendant leur mixtion, leur application dans les
champs ou bien la présence de ces résidus sur les aliments et I'eau potable pour la population
géneérale (Soares & Porto, 2009). La plupart de ces pesticides présentent un degré élevé de
toxicité, car ils sont congus pour tuer certains organismes et de ce fait créer ainsi un risque de
dommage (Power, 2010). Dans ce contexte, I'utilisation des pesticides a soulevé de sérieuses
préoccupations non seulement pour leurs effets potentiels sur la santé humaine, mais aussi sur
la faune et 1I’écosysteme (Asogwa & Dongo, 2009). Malgré de nombreuses études sur la
toxicité et le devenir des pesticides, il y a encore des lacunes dans la recherche, ce qui
provoque des incertitudes dans la prédiction de leurs effets a long terme sur la santé et
I’environnement (Damals & Eleftherohorinos, 2011).

I1.1. Histoire des pesticides.
L'utilisation des pesticides en agriculture remonte a l'antiquité. L’usage du soufre parait
remonter a la Gréce antique (1000 ans avant J-C.). L'arsenic était recommandé par Pline,
naturaliste romain, en tant qu'insecticide et les produits arsenicaux ou a base de plomb
(Arséniate de plomb) sont connus en Chine des le XVle siécle; c'est également vers cette
époque que sont signalées les propriétés insecticides du tabac et des racines de Derris et de
Lonchocarpus (Gatignol & Etienne, 2010).
La recherche et I’expérimentation de moyens aptes a lutter contre les maladies des céréales,
de la pomme de terre et de la vigne ; ou a limiter le développement d’insectes ravageurs, ont
été publiés dans des périodiques de I’agriculture du XVII™ siécle (Duval, 2009).
L'utilisation plus généralisée des pesticides a suivi les progres de la chimie minérale. Au
XIXe siecle, les traitements fongicides sont a base de sulfate de cuivre (dont la celebre
bouillie bordelaise) ou a base de mercure; les insecticides tels I'arsénite de cuivre, l'acéto
arsénite de cuivre, l'arséniate de plomb font aussi leur apparition. Le pyrethre, une poudre
provenant de fleurs du genre chrysanthemum est introduit comme insecticide a cette méme

époque (Duval, 2009). Autour de 1920, les insecticides arsenicaux ont vu une utilisation
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intense et on s’apergut alors que les fruits et Iégumes traités recelaient des poisons a des doses
qui pouvaient étre mortelles pour les consommateurs. Ces données ont poussé les
scientifiques a chercher d’autres produits moins dangereux (Duval, 2009). L’eére des
pesticides de synthese débute vraiment dans les années 1930 avec le pouvoir insecticide des
thiocyanates d’alkyle et d’autres produits comme [’anilide salicylique en 1931 et les
dithiocarbamates en 1934 (Duval, 2009). En 1874, Zeidler synthétise le DDT dont Muller en
1939 établit les propriétés insecticides. Le DDT est commercialisé des 1943 et ouvre la voie a
la famille des organochlorés. Ce produit domine alors marché des insecticides jusqu’au début
des années 1970. La seconde guerre mondiale a généré, a travers les recherches engagées pour
la mise au point de gaz de combat, la famille des organophosphorés qui, depuis 1945, a connu
un développement considérable, notamment pour certains produits comme le malathion. Aux
Etats-Unis, durant la période 1950-1955, les herbicides de la famille des urées substituées
(linuron, diuron) sont développés, suivis peu apres par les herbicides du groupe ammonium
quaternaire et triazines. Les fongicides du type benzimidazoles et pyrimides datent de 1966,
suivis par les fongicides imidazoliques et triazoliques dits fongicides IBS qui représentent
actuellement le plus gros marché des fongicides. Dans les années 1970-80, une nouvelle
classe d'insecticides, les pyréthrinoides apparait, dominant le marché des insecticides (Duval,
2009).

A partir des années 90, le grand nombre de produits commercialisés et les exigences
réglementaires (homologation, normalisation, etc.) rendent la compétition entre les industries
phytosanitaires de plus en plus séveres. Les industriels préferent axer leurs efforts sur la vente
d’un seul produit optimisé pour un usage bien ciblé plut6t que de se lancer dans la fabrication
simultanée d’autres produits. Pour cette raison, les recherches sont actuellement de plus en
plus orientées vers le perfectionnement des méthodes d’analyse de résidus pour la
surveillance et le contrdle de la qualité des eaux et des aliments, a la protection et a la
réhabilitation de I’environnement et des ressources naturelles (Gatignol & Etienne, 2010).

11.2. Définition d’un pesticide.

Le mot « pesticide » provient de 1’association du mot latin « pestis» qui signifie animal,
insecte, plante ou nuisible (virus, bactérie, champignon..etc) susceptible d’étre nuisible a
I’homme et a son environnement et du suffixe « cide» (du verbe latin caedo, caedere) qui
signifie tuer (Couteux & Salatin, 2009). Le vocable pesticide regroupe a la fois les produits
phytopharmaceutiques destinés a un usage agricole et les biocides anciennement dénommeés
pesticides a usage non agricole (Even et al., 2002) qui désignent également une substance

active ou une préparation commerciale constituée d'une ou plusieurs substances actives

10
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(Vigourou-Villard, 2006). La substance active (anciennement appelée matiere active) est la
substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche 1’agent nuisible pour la culture de
s'installer ou de se développer (Camard, 2010).

11.3. Classification des pesticides.
Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe
(tableau 01). D’une manicre générale, ils peuvent étre classés en fonction de la nature de
I’espéce a combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance
active majoritaire qui les compose (Merhi, 2008).

I1. 3.1. Classification chimique.
3.1.1. Les pesticides inorganiques.
Ils sont peu nombreux mais certains sont utilisés en trés grande quantité comme le soufre ou
le cuivre. Ce sont des pesticides trés anciens dont I’emploi est apparu bien avant la chimie
organique de synthése. De cette époque ne subsiste qu’un seul herbicide employé en tant que
désherbant total (chlorate de sodium) et quelques fongicides a base de soufre et cuivre comme
la bouillie bordelaise (Fillatre, 2011).
3.1.2. Les pesticides organométalliques.
Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée par un complexe fait d’un métal
comme le zinc ou le manganése et d’un anion organique dithiocarbamate (exemple:
mancozebe avec le zinc, manébe avec le manganese) (Fillatre, 2011).
3.1.3. Les pesticides organiques.
IIs sont tres nombreux et appartiennent a diverses familles chimiques (Tomlin, 2006). 1l existe
actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques dont les plus connues sont : les
organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les triazines, les
benzimidazoles et d’autres groupes (tels que le dérivé dipiridiniques, organomercuriels,
organocincades, fenoxo acétiques, pyréthrines et les dérivés triaziniques) (Bazzi, 2010).

I1. 3.2. Classification biologique.
En se basant sur le deuxiéme critére qui est 1’action sur le parasite, les pesticides sont classés
en: insecticides, acaricides, fongicides, antibiotiques a usage agricole, herbicides,
molluscicides, rodenticides, nematicides, corvicides (EIl Bakouri, 2006; Bazzi, 2010).

I1. 3.3. Classification selon I’usage
Les pesticides sont utilisés dans plusieurs domaines d’activités pour lutter contre des
organismes vivants nuisibles. Il existe six catégories de pesticides selon leur destination de

traitement, a savoir : les cultures, les batiments d’élevage, les locaux de stockage des produits

11
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végétaux, les zones non agricoles, les batiments d’habitation, I’homme et les animaux.

L’agriculture est de loin 1’activité la plus consommatrice de pesticides. L’usage non agricole

ne représente en effet que 12% du marché global (Fillatre, 2011).

Tableau 01 : Croisements entre la classification chimique et la classification biologiques des

pesticides (Calvet, 2005).

Groupe

Classe chimique

Exemples de molécules

Antiparasitaires
(insecticides et
anticoccidiens)

Insecticides
minéraux

Arseniate de plomb, fluorure
d'aluminium,

composes soufrés, mercuriques,
séléniés

Organochlorés

DDT
HCH dont le lindane

Organophosphorés

Dichlorvos, chlorfenvinphos, phorate

Carbamates

Aldicarbe, carbofuran, carbaryl,
benfuracarbe,

Pyréthrinoides

Perméthrine, cyperméthrine,
deltaméthrine

Macrolides
endectocides

Ivermectine, doramectine, abamectine,
moxidectine, sélénamectine,
éprinomictine

Herbicides Sulfates, nitrates, chlorures, chlorates,
minéraux cyanamide
Phytohormones Pichloranne, trichlopyr, fluroxypyr,
Herbicides glyphosate,
Carbamates Asulame, diallate, sulfallate
Dérivés de l'urée Monuron, diuron, linuron
Divers Triazines, dinitrophénols,
aminotriazole,
Dithiocarbamates Mancozebe, manebe, zinébe, propinébe
Carbamates Bénomyl, carbendazime
Fongicides benzimidazolés
Dérivés de Kétoconazole, niconazole, imazalil,
I'imidazole prochloraz
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11.4. Devenir des pesticides dans I’environnement.

En plus de leurs effets toxiques sur la santé humaine, Les pesticides ont également des effets
néfastes sur I'environnement (Burger et al., 2008 ; Mariyono, 2008). Leur utilisation
inappropriée est source de contamination de l'eau et de l'air ainsi que de dommages aux
cultures (par suite de pénétration des résidus d'herbicides dans le sol) (Eleftherohorinos,
2008). Environ 90% des pesticides utilisés en agriculture n’atteignent pas les organismes
cibles. De méme que de nombreux pesticides utilisés en agriculture s’introduisent dans
I’environnement par I'accumulation de leurs résidus et métabolites dans le sol, les surfaces
d’ecaux et I’air (Gamoén et al., 2003; Shalaby& Abdou, 2010). Leurs effets nefastes sur
I'environnement résultent des interactions entre les propriétés physico-chimiques (pression de
vapeur, la stabilité, la solubilité, pKa) du pesticide, lI'adsorption et la persistance au sol, les
facteurs de sol (pH, les composants organiques, I'humidité du sol, la microflore du sol) et la
variation climatique. (Eleftherohorinos, 2008). Les facteurs de sol et les conditions
climatiques sont reconnus depuis longtemps comme des facteurs importants qui influent sur le
devenir du pesticide dans I'environnement (Matthews, 2006).

Trois grands processus de dispersion des pesticides dans I’environnement (Figure 05) sont
communément admis : la volatilisation, le ruissellement et le lessivage des sols ou infiltration.
Les pesticides peuvent rejoindre le compartiment atmospheérique soit directement lors de
I’épandage (application par pulvérisation qui facilite la volatilisation), soit aprés application
sous forme adsorbée (adsorption des pesticides sur les particules puis érosion éolienne du sol)
ou bien sous forme dissoute (vaporisation directe ou via 1’évaporation de 1’eau depuis le sol
vers I’atmosphere) (Fauvelle, 2012).Une fois arrives dans 1’atmosphére, les polluants peuvent
étre entrainés par les précipitations (Rouvalis et al., 2009) et redéposés au sol ou dans les eaux
de surface. La dispersion des contaminants peut également se faire par infiltration a travers le
sol. Les composés se dissolvent alors dans 1’eau issue des précipitations puis percolent et/ou
se diffusent verticalement dans le sol.

Le processus global de dégradation des pesticides peut étre attribué a des mécanismes
biologiques ou bien abiotiques. Ces derniers regroupent principalement 1’hydrolyse, les
réactions d’oxydoréduction et la photodégradation (Bending et al., 2006). Les processus
biologiques interviennent principalement dans la couche arable du sol ou résident une grande
diversité et une grande abondance de microorganismes (Al Housari et al., 2011). La
persistance des contaminants dans 1’environnement est donc corrélée a la sensibilité des
substances a ces processus de dégradation. Il est a noter que les produits de dégradation ou

métabolites font toutefois 1’objet d’un intérét croissant tant on les retrouve a la fois dans les
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eaux souterraines et dans les eaux de surface a des concentrations excédant parfois celles des
molécules méres (Postle et al., 2004; Hladik et al., 2005).

Volatilisation

Figure 04. Devenir des pesticides dans I’environnement (Lissalde, 2010).

11.5. Modes d’exposition de ’homme aux pesticides

Les crises sanitaires récentes obligent a mieux comprendre et articuler les liens entre
agriculture, environnement et santé publique. Le risque des pesticides pour I’homme se situe a
I’interface de ces trois domaines. Il s’agit d’un risque global intégratif, qui nait du cumul des
expositions auxquelles est soumis un étre vivant. La figure 06 résume les modes d’exposition
possibles de I’environnement et de I’homme aux pesticides (CPP, 2002).

11.5.1. Exposition professionnelle.

L’exposition professionnelle concerne les personnes manipulant les produits, au moment de la
préparation, de ’application et du nettoyage des appareils de traitement. Les agriculteurs
constituent une population particuliérement exposée qui forme un groupe sentinelle pour
I’observation d’éventuels effets des pesticides (Zeljezic et al., 2006). L’absorption des
pesticides par la peau est révélée comme la voie d’exposition la plus significative en milieu
agricole (Jakubowski &Trzcinka-Ochocka, 2005). Par ailleurs, bien que les équipements de
protection individuelle (gants, masques, combinaisons) constituent les principales mesures de

prévention mises en ceuvre afin de réduire I’exposition des professionnels, une étude menée
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en France (Baldi et al., 2006), a mis en évidence une insuffisance de I’efficacité de ces
équipements.

11.5.2. Exposition non professionnelle.

L’ensemble de la population peut étre exposé aux pesticides lors des usages domestiques ou
d’entretien des jardins mais surtout a des résidus de ces pesticides au travers de son
environnement (eau, air, particules en suspension, poussiéres) et de son alimentation (Baril et
al., 2005). Les évaluations de risque attribuent 90% de 1’exposition a 1’alimentation contre
10% a I’eau. Les enfants semblent étre plus vulnérables aux pesticides que les adultes (Van
Zelm et al., 2009). Leur comportement et leur systéme en développement font en sorte qu’ils
sont plus exposes et plus sensibles aux effets potentiels des pesticides (Chen et al., 2003).
L’exposition de I’enfant aux pesticides peut avoir lieu trés tot, in utero via le placenta suite a
I’exposition de la mére (Saunders et al., 2004), mais également aprés la naissance, soit
directement par exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison
ou le jardin ou habitat dans une zone agricole) ou via le lait maternel et 1’alimentation
(Jurewicz et al., 2006), soit indirectement pour les enfants de parents professionnellement
exposés (agriculteurs). Il est a noter que I’alimentation a été montrée comme une source
d’exposition majeure des enfants aux pesticides organophosphorés (Lu et al., 2006; Lu et al.,
2008). En effet, selon une étude réalisée en Allemagne, les concentrations de composés
organochlorés sont trés significativement supérieurs dans les sérums de nouveau-nés allaités

par rapport a ceux recevant du lait commercial (Lackmann et al., 2004).

.

Environnement Chaine alimentaire

~

Alimentation Faune
Habitat
Culture Flore
Jardinage
Elevage
Transferts .
inter-compartiments Ag::vl::g‘;re
et transformations \ /

Pesticides

Figure 05. Modes d’exposition de I’homme aux pesticides (CPP, 2002).
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11.6. Impact des pesticides sur I’environnement et la santé
11.6.1. Impact sur les écosystemes.

De nombreux pesticides sont toxiques pour les insectes bénéfiques, les oiseaux, les
mammiféres, les amphibiens ou les poissons. L’empoisonnement de la faune sauvage résulte
de la toxicité d’un pesticide et de ses autres propriétés (PicO et al., 2004). Les pesticides
utilisés en agriculture peuvent réduire 1’abondance des mauvaises herbes et insectes qui sont
une source importante de nourriture pour de nombreuses especes animales. Les herbicides
peuvent aussi changer les habitats en altérant la structure de la veégétation, et finalement
conduire au déclin de la population (Boatman et al., 2007). Les insecticides
organophosphorés, comprenant le disulfoton, le fenthion et le parathion, sont hautement
toxiques pour les oiseaux ; ils ont fréguemment empoisonné les rapaces en recherche de
nourriture dans les champs (Nicolai et al., 2009). Les oiseaux en quéte de nourriture sont le
plus souvent exposés directement via I’ingurgitation des semences traitées avec un fongicide
toxique (Prosser & Hart, 2005). Il est aujourd’hui démontré que les pesticides et autres
produits chimiques sont la cause directe du déclin des populations de mammiféres sauvages
(Sarigiannis & Hansen, 2012). Ce sont principalement les chauves-souris et les rongeurs qui
sont les plus affectés par I’emploi excessif de ces pesticides (Brakes & Smith, 2005). De
méme que certains pesticides peuvent s’accumuler graduellement le long de la chaine
alimentaire et affectent particulierement les espéces des rangs supérieurs et les super-
prédateurs, comme les mammiferes ou les rapaces (Dormann et al., 2008). Des études
récentes ont démontré que les pratiques agricoles intensives sont considérées comme étant
parmi les principales menaces environnementales pesant sur les abeilles melliféres et
sauvages (Boncristiani et al., 2012; Cresswell et al., 2012; Henry et al., 2012). Le déclin
massif des populations d’abeilles, connu sous le nom de syndrome d’effondrement, reste pour
I’heure inexpliqué (Dainat et al.,, 2012). Une étude majeure sur les communautés
d’amphibiens a mis en évidence que, entre autres facteurs, les champs agricoles a proximité
des eaux de surfaces et les pesticides, nuiraient a la richesse des espéces d’amphibiens (Beasly
et al., 2002). Dans des tests sur le terrain, I’insecticide carbaryl est apparu comme affectant la
composition d’une communauté aquatique d’amphibiens et d’insectes en modifiant la
colonisation des bassins et le nombre d’ceufs pondus (Vonesh & Kraus, 2009). Egalement,
dans des études de terrain, il ressort que I’atrazine affecterait le systétme immunitaire des
tétards de grenouilles léopards, une espéce en déclin (Blasco et al., 2002). L’atrazine et les

engrais phosphatés étaient les principaux facteurs en lien avec le nombre de larves trématodes
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présentes dans les grenouilles (Rohr et al., 2008). Aussi, en tests de laboratoire, la survie des
crapauds des grandes plaines et des crapauds & couteaux juvéniles du nouveau Mexique a été
réduite apres 1’exposition a certaines préparations des herbicides glufosinate et glyphosate
(Dinehart et al., 2009). Egalement, Il a été établi que les insecticides ont la capacité de causer
de sérieux préjudices aux amphibiens, a des concentrations méme inférieures aux conditions
normales de leur utilisation (Sparling & Feller, 2009).

Les cas d’emploi des pesticides qui présentent un risque élevé pour les communautés
d’espéces aquatiques résultent de la dérive au vent des pulvérisations d’insecticides et du
ruissellement des herbicides depuis les champs (Verro et al., 2009).Une évaluation a établi
que les effets néfastes de 1’endosulfan sur les poissons et les invertébrés sont préoccupants
quand cet insecticide est utilisé a proximité des écosystémes aquatiques (Carriger & Rand,
2008).

11.6.2. Impact sur ’homme.

Les pesticides ont amélioré la longévité et la qualité de vie, principalement dans le domaine
de la santé publigue. Les programmes de lutte antiparasitaire ont sauvé des millions de vies en
combattant des maladies comme le malaria, la fievre jaune et le typhus (Cluzeau et al., 2000).
De plus, l'utilisation de pesticides constitue un aspect important de I'agriculture moderne,
comme ils sont absolument nécessaires pour le développement économique (Gouma, 2009).
Cependant, il y a plus d'un demi-million de tonnes de pesticides périmés ou interdits dans
plusieurs pays en voie de développement qui mettent en danger I'environnement et la santé de
millions de personnes (Henry et al., 2012). En absence d'une stratégie claire de gestion, au fil
des années, des quantités importantes de pesticides périmés ont été stockées dans les pays en
voie de développement (Dasgupta et al., 2010). De nombreux travaux ont signalé des
problémes de santé liés a I'exposition aux pesticides, en particulier les pesticides a toxicité
élevé pour les mammiféres ou ceux qui persistent dans I'environnement (Cooper & Dobson,
2007). Aussi, la probabilité de subir des effets néfastes sur la santé dépend du type de
pesticide et des autres produits chimiques qu’il contient, de la quantit¢ administrée, de la
durée et de la fréquence de I’exposition (Jakubowski & Trzcinka-Ochocka, 2005). L’OMS et
la FAO estiment que le nombre annuel d’intoxication par les pesticides varie entre 1 et 5
millions de personnes (Chubilleau et al., 2011). De nombreuses études scientifiques indiquent
que I’exposition chronique aux pesticides est susceptible d’augmenter 1’indice de déreglement
du systeme endocrinien (Gatignol & Etienne, 2010). Certains pesticides peuvent également
induire des effets tératogenes ou cancérigéenes (Bassil et al., 2007 ).
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11.6.2.1. Effet cancérigene.

Des eétudes épidémiologiques ont montré que les agriculteurs exposés aux pesticides
présentent un risque deux a trois fois plus élevée de développer des cancers et autres
affections du systéme lymphohématopoiétique (Strom et al., 2005). Le mélanome cutané, les
sarcomes des tissus mous et le cancer du poumon sont aussi fréquents (Freeman et al., 2005).
Des études ont été menées aupres de personnes qui appliquent des pesticides en zone agricole
et les résultats obtenus montrent que ces personnes pourraient s’eXposer a un risque
légérement plus éleve que la moyenne de développer un lymphome non hodgkinien, une
leucemie, un myelome multiple, un cancer de la prostate ou un cancer du cerveau (Lee et al.,
2008b). Selon une étude conduite dans le sud-ouest viticole francais, les agriculteurs exposés
a de forts niveaux de pesticides ont un plus grand risque de développer une tumeur cérébrale.
Les chercheurs ont alors constaté que chez les agriculteurs exposés aux niveaux les plus
élevés, le risque est plus que doublé, toutes tumeurs cérébrales confondues (Provost et al.,
2007). L’utilisation domestique des pesticides a également été associée a certains cancers de
I’enfant comme par exemple des tumeurs cérébrales et des cancers hématopoiétiques tels que
des leucémies (Ma et al., 2002). D’autre part, il a ét¢ montré que le fait d’habiter dans une
zone agricole pourrait augmenter 1’incidence des leucémies de ’enfant (Reynolds et al.,
2002). D’autres relations positives, moins significatives statistiquement, mettent en cause les
pesticides sur I’apparition des cancers de I’enfant comme par exemple des rétinoblastomes et
des cancers des tissus mous (Flower et al., 2004) ou des os (le sarcome d’Ewing) (Valery et
al., 2002), des cancers rénaux (Pearce &Parker, 2000), testiculaires (Rodvall et al., 2003) et
des cancers de cellules germinales (Chen et al., 2005). Egalement, certaines études identifient
une association positive entre 1’exposition aux pesticides et la leucémie, le cancer du cerveau,
le cancer de la prostate, le cancer du foie, le cancer pancréatique (Beard, 2006). Une autre
étude plus récente celle-la a montré que les petites filles ayant été exposées in utero au DDT
dans les années 60 ont aujourd’hui, a 50 ans, plus de risque d’avoir un cancer du sein (Cohn et
al., 2015). L’association entre exposition aux pesticides et augmentation du risque de cancer
du sein est statistiquement significative (Mukherjee, 2006). Certaines molécules agissent par
inhibition de I’apoptose des lignées cellulaires sensibles aux cestrogénes ; d’autres induisent
un stress oxydatif, et d’autres encore jouent le rdle de perturbateurs endocriniens, ces
mécanismes favorisant le développement du cancer du sein (Fan et al., 2007). D’autres
cancers pourraient aussi découler de I’exposition aux différents insecticides, herbicides et

fongicides : cancers du foie, du pancréas et de divers organes (Jaga, 2005; Van Maele-Fabry,
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2006; Provost, 2007; Bassil, 2007).Les résultats d’une étude concernant les employés
travaillant dans des usines de production de pesticides, a montré un excés de risque
significatif de cancer de la prostate estimé a 28 % (Van Maele-Fabry et al., 2006).

11.6.2.2. Effet reprotoxique.

Plusieurs études se sont intéressees aux effets des pesticides sur la reproduction, en particulier
sur la fertilité masculine. Les pesticides peuvent agir comme des perturbateurs endocriniens
au niveau de la spermatogénése via des altérations des hormones, les facteurs de croissance ou
les neurotransmetteurs (Rogan, 2007; Hotchkiss, 2008; Medjdoub, 2013). D’autres études
associent les perturbations endocriniennes et les actions anti-androgénique chez 1’enfant a des
pesticides spécifiques, tels que Manébe ou Zinebe, ou Vinchlozoline (Damstra, 2002;
Landrigan et al., 2003). Des études menées sur des animaux de laboratoire indiquent que
certains pesticides pourraient étre responsables d’effets sur la reproduction et sur le
développement du feetus. Certains effets liés a la reproduction dont I’avortement spontané, la
prématurité, une diminution de la fertilité, une diminution de la production et de la mobilité
des spermatozoides, sont parfois soupgonnes (Weselak, 2007 ; Wigle, 2008). Chez les
femmes également, 1’exposition aux pesticides est un facteur de risque d’infertilité important.
Ainsi une étude publiée en 2003 a mis en évidence dans une population de femmes ayant des
probléemes d’infertilit¢é que le facteur de risque le plus important était la préparation et
I’utilisation de pesticides et particulierement de fongicides; le risque d’infertilité étant
multiplié dans ce cas par 27 (Greenlee et al., 2003). Le risque de malformations congeénitales
est élevé dans la descendance des professionnels maniant quotidiennement ces poisons ou
lors d’exposition accidentelles massives. La génotoxicité des pesticides a été démontrée « in
vitro ».Ces substances étant capables d’endommager I’ADN (Rojas et al., 2009). Une étude
indique que des modifications géniques et épigénétiques, telles que des mutations entrainant
une instabilité génétique ou une suppression de 1’apoptose des cellules germinales, peuvent
étre transmises a partir du pere dans le fluide séminal et justifie ainsi I’impact de 1’exposition
paternelle dans 1’apparition des pathologies sur le développement in utero de 1’enfant mais
également de son systéme endocrinien et reproductif (Cordier, 2008).Egalement, une étude
réalisée par Santé Canada a montré que le risque de fausse couche et de prématurité était plus
grand dans les familles dans lesquelles le pere avait manipulé certains pesticides. Le risque de
fausse couche était 1,9 fois supérieur si le pere avait manipulé des thiocarbamates, du carbaryl

et d'autres pesticides. Le risque d'accouchement prématuré était de 1,7 a 2,4 fois plus élevé si
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le pere avait manipulé des pesticides comme l'atrazine, le glyphosate ou des pesticides

organophosphorés (Perry, 2008).
11.6.2.3. Effet Neurotoxique.

Il est aujourd’hui démontré que I’exposition chronique aux pesticides peut induire une
altération des performances cognitives et psychomotrices associée a une atteinte neuronale
chez I’homme. De récentes études épidémiologiques suggerent que les pesticides pourraient
contribuer au développement de maladies neurodégénératives, comme les maladies de
Parkinson et d’Alzheimer (Garry, 2004). Des études récentes ont indiqué que lorsque le taux
d’un insecticide organophosphoré, le chlorpyrifos, est ¢élevé chez la femme enceinte, le
développement de fonctions cognitives de I’enfant est altéré et cela est associé a des
altérations anatomiques observées par imagerie cérébrale (Barouki, 2013). Des pesticides de
structure différente sont suspectés d’étre impliqués dans la pathogénie de la maladie de
Parkinson. En effet, nombre d’entre eux sont hydrophobes et peuvent traverser la barriere
hémato-encéphalique (Thany et al., 2013). Plusieurs symptomes cliniques peuvent se
manifester apres une exposition chronique au pesticide : des maux de téte, une sensation de
brdlure dans les yeux/du visage. Ces symptémes pourraient probablement étre la conséquence
d'effets chroniques des pesticides sur le systeme nerveux central. La fréquence élevée des
symptomes neurologiques peut étre due a une hyperactivité parasympathique résultant de
I'inhibition de I'acétylcholinestérase (Rastogi, 2010). Plusieurs études écologiques et
épidémiologiques ont montré une relation entre le risque de développer la maladie de
Parkinson et 1’utilisation professionnelle des pesticides (Ascherio et al., 2006; Elbaz
&Tranchant, 2007) avec une implication importante des herbicides et des insecticides et en
particulier les organochlorés, organophosphorés et carbamates (Brown et al., 2006; Hancock
et al., 2008). Les maladies et troubles neurologiques sont particulierement étudiés comme
I’indique la figure 07. La figure représente un panel d’études relatives aux effets
neurologiques chroniques des pesticides. Les études ont été classées en fonction de leurs
résultats quant au lien de causalité pesticides-troubles neurologiques (maladie de Parkinson,
maladie d’Alzheimer, sclérose latérale amyotrophique, troubles cognitifs, troubles
psychiatriques) (De Lozzo, 2015). D'autres études montrent que les effets neurocognitifs des
pesticides organophosphorés sur les populations exposées professionnellement sont : troubles
de la mémoire, anxiété, irritabilité et dépression (Kamboj et al., 2006). Les organophosphorés,
les carbamates, les anciens organochlorés: DDT, peuvent provoquer des convulsions

épileptiformes. Les pyréthrinoides peuvent provoquer des paresthésies, des convulsions a
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dose massive. Les dérivés de I'urée peuvent étre a I'origine de troubles neurologiques centraux
(Nasuti et al., 2007). De plus, le Chlorpyrifos a montré des effets déléteres sur le
développement du systeme cholinergique cérébral chez des enfants exposés in utero et ceci

méme a trés faibles doses, considérées sans aucun effet sur la santé (Qiao et al., 2003).
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Figure 06. Synthese des études épidémiologiques sur les effets
neurologiques chroniques des pesticides (Blanc-Lapierre et al., 2012)
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I1l. LES FONGICIDE DERIVES DES CARBAMATES
111.1. Rappel sur les fongicides.

Un fongicide est un produit phytosanitaire congu exclusivement pour tuer ou limiter le
développement des champignons phtyopathogenes susceptibles de provoquer des dégats sur
les plantes cultivées et les récoltes (Rocher, 2004). Les pertes potentielles provoquées par les
maladies fongiques sont estimées entre 10 et 30% dans le monde (Kamboj et al., 2006). En
dehors des effets quantitatifs, il existe des champignons pouvant affecter les qualités des
productions végétales comme les champignons microscopiques (Rocher, 2004). Les
fongicides permettent alors de s’inscrire dans une stratégie de lutte contre les champignons les
plus nocifs: rouille, mildiou, tavelure, oidium, monilia, fusarium, botrytis ou des altérations
organoleptiques comme la présence de Botrytis cinerea sur le raisin (Batsch, 2011). La rouille
des céréales (Figure 08) est certainement le champignon parasite le plus nuisible et le plus

visé par les fongicides

Figure 07. Développement des champignons phytopathogénes (SeptoriaTritici, Piétin Verse)
(Leroux, 2004).

111.2. Caractéristiques des fongicides.

Plusieurs systémes de classification ont été adoptés selon 1’'usage des fongicides. En dehors de
la classification selon les familles chimiques, I’émergence de la résistance a conduit les
scientifiques a classer les fongicides en fonction de leur mode d’action biochimique.
Généralement on distingue les fongicides a mode d’action multi-sites, oligo-sites ou uni-sites
(Leroux & Gardan, 2003 ; Rouabhi, 2010).
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111.2.1. Mode d’action des fongicides au niveau des plantes.

Selon Couvreur. (2002), les fongicides peuvent étre répartis en trois catégories principales, en
fonction de leur comportement au niveau de la plante : contact, pénétrant ou systémique. On
distingue les inhibiteurs respiratoires, les inhibiteurs de la division cellulaire, les inhibiteurs
de la biosynthése des stérols et les fongicides affectant la biosynthése des acides aminés et des
protéines (Aubertot et al., 2005).

I11.2.1.1. Les fongicides de contact.

Les fongicides de ce groupe ont une activité antifongique liée exclusivement a la fraction
présente au niveau des barrieres externes des plantes (cuticule pour les parties aériennes) et ne
subissent pas de transfert interne (figure09). lls ne peuvent pas franchir la barriére de la
cuticule et restent a la surface du végétal (Couvreur, 2002). Les fongicides de ce groupe sont
qualifiés de multi-sites parce qu’ils interagissent avec de nombreux systemes enzymatiques.
Parmi ces fongicides on distingue les dithiocarbamates (mancozebe, manebe), les phtalimides

(captan, folpel...) et les chloronitriles (chlorothalonil) (Marin et al., 2003).
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Figure 08. Action des fongicides par contact (Couvreur, 2002).

111.2.1.2. Les fongicides pénétrants.
Aprés un transfert limité dans les plantes, ces fongicides sont susceptibles d’inhiber un
parasite présent dans les tissus vegétaux, .Cette propriété est a I’origine de leur activité
curative vis-a-vis des champignons parasites (Figure 10). IIs sont pénétrants a I‘intérieur de la
plante sans transport ultérieur (Ma & Michailides, 2005). Chez les champignons, la toxicité

du fongicide se traduit par I’inhibition de la germination et la déformation du tube germinatif.
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Parmi les fongicides de ce groupe on distingue les familles des benzimidazoles (benomyl,
thiabendazole) et la famille des thiophanate (thiophanate-methyl) (Leroux & Gardan, 2003).

Ces fongicides peuvent étre systémiques, non systémiques et translaminaires. Lorsque le
fongicide est systémique, il est plus ou moins redistribué dans toutes les parties de la plante
par le systeme vasculaire de cette derniére (Canas-Gutierrez et al., 2009). Les fongicides
translaminaires pénétrent dans les tissus de la plante sans étre redistribués alors que les non-
systémiques demeurent a la surface des tissus (Zou et al., 2006). Ces produits affectent les
organismes pathogenes de différentes facons : blocage de la respiration des mitochondries,
inhibition de la synthése des stérols (qui jouent un réle vital pour le fonctionnement cellulaire)

et perturbation de la division cellulaire.
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Figure 09. Action des fongicides pénétrant (Couvreur, 2002).

111.2.2. Familles ou groupes chimiques des fongicides.

Les familles chimiques sont tres nombreuses (plusieurs dizaines) ; chacune regroupant de tres
nombreux composés. En général, on peut diviser les fongicides en deux groupes : les
composés minéeraux et les fongicides organiques de synthese.

111.2.2.1. Fongicides inorganiques et organométalliques.

Les plus anciens fongicides connus sont de divers sels cupriques, le soufre et certains de ses
dérivés minéraux. La bouillie bordelaise, un mélange d’une solution aqueuse de sulfate de
cuivre est aujourd’hui encore en usage contre les maladies cryptogamiques. Il en est de méme
de I’oxychlorure de cuivre qui est le composé cuprique ayant été le plus largement utilisé

comme fongicide par rapport aux autres dérivés de ce métal. Le soufre micronisé a aussi
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donné lieu a un vaste usage comme anticryptogamique, en particulier contre les maladies des

plantes cultivées causées par 1’OTidium (Ramade, 2011).

111.2.2.2. Fongicides organiques de synthése.

Les fongicides minéraux ont été remplacés, dans la plupart de leurs applications, par de

nombreux dérivés organiques de synthese au cours des dernieres décennies. Cependant, Il en

existe aujourd’hui encore de nombreuses familles aujourd’hui encore en usage. Les

principales sont les organomercuriels, les organostaniques, les dérivés de I’acide carbamique

et dithiocarbamique, les benzimidazoles, les dérivés des phénols, les triazoles, diverses

diazines et triazines (Ramade, 2011).

Tableau 02 : Classification des fongicides selon les propriétés chimique.

(Commission européenne, 2003).

Famille chimique

Principale matiere active

1) Fongicides minéraux

Soufre, cuivre

2) Fongicides organiques de synthese

e Carbamates

- dérives de I’acide carbamique

Bénomyl, carbendazime, diéthofencarbe,

thiophanate-méthyl,thiabendazole

- dérivés de I’acide dithiocarbamique

Mancozébe, métirame, manébe, zinebe

* Dicarboximidesphtalimides

Folfet, captane

*Triazoles Propiconazole, diniconazole, cyproconazole
* Morpholines Diméthomorphe, dodémorphe, fenpropimorphe
* Phosphates d’éthyle Foséthyl

* Pipéridines

Fenpropidine

* Dérivés du benzene

Chlorothalonil

» Imidazoles

Imazalil, prochloraze

* Pipérazines

Triforine
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111.3. Les fongicides dithiocarbamates
La classe des dithiocarbamates (DTC) est largement utilisée dans I'agriculture d’aujourd’hui.
Les DTC sont caractérisés par un large spectre d'activité contre divers agents pathogenes de la
plante. Ils ont été d'abord introduits comme fongicides a des applications commerciales au
cours de la seconde guerre mondiale (Morrison et al., 2010). Qutre, leur utilisation en tant que
fongicides pour le traitement des cultures et principalement les légumes, ils sont utilisés aussi
dans I’industrie du caoutchouc comme accélérateurs, des répulsifs pour animaux et des
biocides dans de nombreux produits ménagers (Ware & Whitcare, 2004).
Le groupement dithiocarbamate est trés réactif: c’est un chélateur de la plupart des métaux
lourds qui réagit avec les groupes sulfhydryles des protéines. Aussi, il peut étre conjugué avec
d'autres molécules contenant des groupes SH ce qui le rend neurotoxique, tératogéne et
cytotoxique. (Crnogorac & Schwack, 2009).

111.3.1. Nature chimique des fongicides dithiocarbamates.
Les dithiocarbamates sont des produits de synthése dérivés de I'acide dithiocarbamique dont
les deux atomes d’oxygene du groupe carboxylate sont remplacés par des atomes de soufre
(figure 11). La formule chimique des dithiocarbamates est NH,CS,R’, ot R’ est une chaine

hydrocarbonée dans le cas d’un ester, ou un cation dans le cas d’un sel (Narayan et al. , 2011).

S
SO

R”

Figure 10. Structure semi-développée du groupe fonctionnel dithiocarbamate (Tzanis, 2008).

Les dithiocarbamates sont le résultat de la réaction de disulfure de carbone CS; avec une
amine primaire ou secondaire en présence d'une base. Lorsque R’ est un groupement alkyl, le
dithiocarbamate est substitué au niveau du thiol, on parle d’ester ou de Dithiocarbamate -S-
alkylé et lorsque R’ un hydrogéne on a un acide Dithiocarbamique. Ces acides sont peu
stables en solution et peuvent se décomposer en amine et en disulfure de carbone comme le

montre la figure 12 (Tzanis, 2008).
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Figure 11. Mécanisme de dégradation d’un acide Dithiocarbamique (Karlin, 2005).

Ces dithiocarbamates peuvent également étre stabilisés par la présence d’ions métalliques
(métaux de transition, métalloides..) appelés aussi sels de Dithiocarbamate.
Les groupements R1 et R2 substitués a 1’azote (Figure 13) :

4 Si nous avons deux hydrogenes on parle de Dithiocarbamates.

4+ Si R1=H et R2= groupement alkyle, on parle alors d’un alkyl-N Dithiocarbamate.

+ Si R1=R2= alkyle, on a un di alkyl-N, N-Dithiocarbamate. Les groupements les plus

fréquemment rencontrés sont des chaines alkyles (éthyle et méthyle) (Touati, 2012).

Diethy ldithiocarbamate

Piperazinedithiocarbamate

Ammonium Pyrrolidine
dithiocarbamate

Phenylpiperazine
dithiocarbamate

Pentamethylene dithiocarbamate

Ammonium piperidine-1-
carbodithicate

Ammonium morpholine
dithiocarbamate

Dad
T
@

e O

k

NH,

HCI
HCI

HM N

N
\/\/\/Y

Q%m..

{4

5 NHy

Molecular weight: 171.26 melting
point: 93-935 *C solubility: water

Molecular weight: 179.05 boiling
point: 149.3 “C solubility: water

Molecular weight: 164.3 melting
point: 153-155 *C solubility:
water

Molecular weight: 235.15 melting
point: 158-160 “C solubility:
water

Molecular weight: 254.45 melting
point: 423.14 solubility: water

Molecular weight: 178.38 melting
point: 196-199 *C solubility:
wiater

Molecular weight: 198.29 melting
point: 182-183 *C solubility:
water

Liu et al. (20000), Cesur
(2003), Sarang et al. (2012),
Arfana et al. (2012)

Cesur et al. (2000)

Gordeeva et al. (2002),
Laghari et al. (2010),
Ramesh et al. (2002)

Cesur et al. (2000)

Arain et al. (2002)

Venkatasubba Maidu et al.
(2011b), Kanchi et al. (2011,
2012, 2013)

Venkatasubba Naidu et al.
(2011a), Kanchi et al. (2011,
2012, 2013)

Figurel2 : Structure des dithiocarbamates et leurs propriétés physiques (Kanchi et al., 2014).
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111.3.2. Métabolisme - Mécanisme d’action des fongicides dithiocarbamates.

En général, les carbamates ont une action principale sur les especes visées et non visees par
I’inhibition de I’enzyme acétylcholinestérase (AChE) au niveau du systeme nerveux (Reichel,
2010). Dans des conditions normales, 1’acétylcholinestérase hydrolyse rapidement et
efficacement 1’acétylcholine (ACh) dans la fente synaptique des neurones cholinergiques
nerveux (Reichel, 2010). Ces neurones synthétisent 1’acétylcholine a partir de la choline et du
cofacteur acétyle coenzyme A par I’enzyme synthétique : I’acétylcholine transférase. Avant
I’inactivation par 1’acétylcholinestérase, les molécules d’acétylcholine interagissent avec les
récepteurs cholinergiques post-synaptiques pour propager I’impulsion de nerf et/ou pour
altérer la fonction cellulaire. L’inhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase par les
carbamates résulte par des niveaux accrus d’acétylcholine. En conséquence, ils perturbent la
fonction synaptique normale du nerf (Pope et al., 2005).

Par contre, pour les dithiocarbamates, il est difficile d’en identifier le mécanisme d’action
commun. lls peuvent aussi entrainer des effets sur le systeme nerveux mais par le biais d'un
mécanisme différent des carbamates et des thiocarbamates (Viviani et al., 2008). Les
dithiocarbamates n’inhibent pas I’acétylcholinestérase; leur principal métabolite, le disulfure
de carbone affecte la conduite de I’influx nerveux en modifiant la perméabilité de la
membrane des cellules nerveuses et de la gaine de myéline (Domico et al., 2006) ; ils
semblent aussi perturber le transport vésiculaire du glutamate, 1’un des neurotransmetteurs les
plus importants dans le SNC (Saint-Pierre et al., 2006). Aussi, il a été rapporté que les
dithiocarbamates inhibent les enzymes contenant des groupes SH (Alpha-cétoglutaroxidase,
Pyruvate déshydrogénase) et bloguent les systemes enzymatiques contenant des ions
métalliques (Crnogorac & Schwack, 2009).

Les dithiocarbamates sont trés peu solubles dans 1’eau mais fortement absorbés par les
matiéres organiques. Des études métaboliques ont montré que les dithiocarbamates se
biodégradent en différents métabolites tels que le disulfure de carbone (CS,), la thiourée, les
alkyl amines, 1’éthyléne amines, et plusieurs autres produits de biotransformation (Crnogorac
& Schwack, 2009). L’éthyléne thiourée qui est un métabolite de ’ETBDC a montré des effets
antithyroidiens (Fitsanakis et al., 2002). Les effets toxiques des DTC peuvent étre dus a
I'ensemble des molécules ainsi qu’a leurs métabolites comme CS, et ETU. Les molécules
DTC présentent a la fois une activité pro-oxydante et antioxydante. les ponts disulfure et les
complexes metalliques contribuent a leur effets pro-oxydant; quant au groupe SH, il

contribue a leur effets antioxydants (Cereser et al., 2001).

28


https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjgiN2araLMAhUTSJoKHbo_AkIQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FPyruvate_d%25C3%25A9shydrog%25C3%25A9nase&usg=AFQjCNF_dRHKncKkPpa0YngYP4_oQf1poQ&bvm=bv.119745492,d.bGs

Q&unthese ot Analyse SSibliographigue \-/ /
IV. LE MANCOZEBE
IV.1. Caracteéristiques chimiques.

Le mancozebe est un fongicide systémique appartenant a la famille des carbamates. C'est,
plus précisément, un dithiocarbamate non inhibiteur des cholinestérases (Colosio et al., 2007).
Le mancozeébe pur se présente sous forme de poudre grise a jaune. C'est un complexe
polymeérisé qui renferme, selon certaines sources, environ 20 % de manganése pour 2,5 % de
zinc. 1l est fabriqué par action d'un sel de zinc (sulfate par exemple) sur le manebe ou éthyléne
bis (dithiocarbamate) de manganése en suspension dans l'eau (Colosio et al., 2007). Le
mancozebe est un composeé stable dans un lieu de stockage sec. Il se décompose lentement
sous l'effet de la chaleur, de I'humidité ou au contact d'acides (INRS, 2010). Par
décomposition thermique, il libére des fumeées/gaz toxiques renfermant notamment oxydes de
soufre, oxydes d'azote, sulfure d'hydrogene, oxydes de manganese et de zinc, disulfure de
carbone (INRS, 2010).

S H
st~ S

Figure 13. Formule structurelle du mancozébe (ECH, 2009)

IV.2. Toxicocinétique— Métabolisme.

Chez I’animal, le mancozebe est bien absorbé par voie orale et trés peu par voie cutanée; le

principal métabolite de ces substances actives chez les mammiferes est 1’éthylene thiourée

(ETU), responsable de la toxicité au niveau de I’organe cible, la thyroide (Touati, 2012).
IVV.2.1. Absorption.

Les études chez I'animal montrent que le mancozebe est bien absorbé : environ 50 % de la
dose en 3 a 6 heures, aprés administration d'une dose orale unique (Nordby et al., 2005).
L'absorption a travers la peau est lente du fait de la liaison du mancozebe aux constituants de
la peau (Tsatsakis et al., 2001). Aprés application cutanée de doses faibles (25 pg/cm?) in vivo
chez le rat, I'absorption est de 2 % aprés 10 heures et de 4 % apres 24 heures ; avec une dose

forte (250 pug/cm?), I'absorption cutanée reste inférieure & 1 % (Review, 2009).
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IV.2.2. Distribution.
La distribution est large, avec le niveau de résidu le plus élevé au niveau de la thyroide. Moins
de 4 % sont retrouvés dans les tissus apres 96 heures. 1l n'y a pas de potentiel d'accumulation
(Gamon et al., 2003).

1V.2.3. Métabolisme.

Le métabolisme est rapide (plus de 95 % en 4 jours) et complet, comportant des réactions
d'hydrolyse, de conjugaison et de cyclisation (Figure 15). La demi-vie du mancozébe chez le
rat est de 0,7 heure pour une dose faible (1,5 mg/kg) et de 1,7 heure pour une dose forte (100
mg/kg) (Maranghi et al., 2013). Le principal métabolite est I'éthylene thiourée (ETU). Parmi
les autres métabolites identifiés, il y’a I'éthyléne urée (EU), I'éthyléne diamine (EDA),
I'éthylene bis isothiocyanate sulfite (EBIS).La demi-vie plasmatique de I'ETU est de 4 a 5
heures chez I'animal (Chiali et al., 2013). Deux voies métaboliques sont possibles : la voie
principale donne directement de I'EDA, par hydrolyse du mancozébe, puis de la glycine par
oxydation de I'EDA; l'autre voie métabolique passe par I'oxydation du mancozébe en EBIS,
conduisant a la formation d'ETU puis d'EU, avant de rejoindre la voie principale pour former
finalement de la glycine avec incorporation des métabolites dans des composes naturels
(Bonnard et al., 2011).

1VV.2.4. Elimination.

La plus grande partie de la dose est éliminee dans les 24 heures, pour moitié dans les féces et

pour moitié dans les urines (Review, 2009).
IV.3. Mode d’action.

Les effets toxiques du mancozebe a court et a long terme chez I'animal, aprés administration
répétée dans l'alimentation, sont dus a son métabolite principal, 1’éthylénethiourée (Chiali et
al., 2013). L'ETU est un analogue structural des thionamides, utilisées dans le traitement de
I'nyperthyroidie chez I'nomme (Ambali et al., 2011). Ces composés, tout comme I'ETU,
interféerent avec la production d’hormone thyroidienne par inhibition de la thyroperoxydase
responsable de I'iodation et du couplage des résidus tyrosyl en thyroglobuline (Kale et al.,
2006). Ce mécanisme entraine chez I'animal une libération accrue de TSH, induisant une
hypertrophie et une hyperplasie des cellules folliculaires de la glande thyroide et finalement
des tumeurs au niveau de cet organe apres exposition a long terme a de fortes doses de
mancozebe (Nordby et al., 2005).
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Figure 14. Biotransformation du Mancozebe (Ambali et al., 2011)

Pour les réactions avec un "? ", On ne sait pas dans quelle mesure ces réactions ont lieu

IV.4. Toxicité expérimentale sur I’animal.
IV.4.1. Toxicité aigue.

Le mancozebe présente une trés faible toxicité aigué aprés administration par voie orale,
cutanée ou par inhalation. Il est Iégerement irritant pour les yeux et sensibilisant pour la peau.
La DLso du mancozébe par voie orale chez le rat et la souris est supérieure a 5000 mg/kg
(dose limite testée) ; chez le cobaye, elle est de 3420 mg/kg (Edwards et al., 1991).Dans une
étude chez le rat, la DLsg a été déterminée a 8827 mg/kg chez les femelles et a 15366 mg/kg

chez les males ; des mortalités ont eté observées a partir de 4000 mg/kg chez les femelles
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(USNLM, 1995). Chez la souris male, la DLz, par voie orale a été déterminée a 7321 mg/kg.
Par voie cutanée chez le lapin, la DLsy du mancozebe est supérieure a 5000 mg/kg (test
limite); seuls, un érythéme bien défini et un léger cedéme sont observés (Wauchope et al.,
1992). Chez le rat femelle, la DLs par voie cutanée est supérieure a 20250 mg/kg, plus forte
dose testée; aucune mortalité n'est observée, mais une légere splénomégalie ainsi qu'une
congestion centrolobulaire du foie sont notées chez tous les animaux a partir de 4000 mg/Kkg,
plus faible dose testée (Lu, 1995).Chez la souris méle, la DLsg est supérieure a 4979 mg/kg,
plus forte dose testée ; aucune mortalité n'est observée, mais une splénomégalie ainsi qu'une
hépatomégalie sont notées chez tous les animaux a partir de 1743 mg/kg, plus faible dose
testée (Augustijn-Beckers et al., 1994).Par inhalation, la CLsp du mancozebe chez le rat est
supérieure a 5,14 mg/L (concentration maximale obtenue), avec une exposition du corps
entier pendant 4heures. Les signes cliniques de toxicité ont comporté : dyspnée, salivation,

larmoiement, rhinorrhée, léthargie, prostration, ataxie et perte de poids (Smith, 1992).
IV.4.2. Toxicité subchronique, chronique.

L'organe cible, chez I'animal, aprés administration répétée de mancozebe dans I'alimentation
est la thyroide (inhibition de la thyroperoxydase, hypertrophie et hyperplasie folliculaire de
I'organe). Une diminution des T3 et T4 sériques est observée chez la souris et le rat ; chez le
rat, une augmentation de la thyréostimuline (TSH), du poids de la thyroide ainsi qu'une
hypertrophie/hyperplasie sont également notées (Ksheerasagar et al., 2010). L'hypothyroidie
induite par le mancozébe chez le chien se manifeste, outre les effets directs sur la thyroide,
par une anémie régénérative non hémolytique ainsi que par une augmentation des valeurs du
cholesterol sérique. Aprés inhalation de mancozébe 6 heures par jour pendant 90 jours, la
dose sans effet chez le rat est de 36 mg/m? (concentration respirable), basée sur une réduction
du poids corporel, une diminution du taux de T4 et une hyperplasie de la thyroide a la plus
forte concentration de 144 mg/m?® (Calviello et al., 2006). Dans I'étude de neurotoxicité & 90
jours chez le rat, il n'y a pas d'évidence de neurotoxicité retardée ; la dose sans effet est de 8,2
g/kgl/j, basée sur une diminution du poids corporel et des modifications neuro-
histopathologiques (Iésions de la myéline et prolifération des cellules de Schwann) (Diamanti-
Kandarakis et al., 2009).

32



Q&unthese ot Analyse SSibliographigue \/ )
IV.5. Toxicité sur I’homme

Il existe quelques données dans la littérature relatives a I'exposition au mancozebe seul chez
les travailleurs des usines de production de pesticides. La plupart des données publiées
concernent uniquement les effets rapportés lors de I'exposition professionnelle aux
préparations commerciales.
IV.5.1. Toxicite aigue

Les préparations a base de mancozébe sont irritantes pour la peau et les muqueuses; le réseau
de toxicovigilance agricole rapporte de nombreux cas d'effets adverses survenus chez des
travailleurs agricoles au cours des préparations de mancozebe sous forme de poudre, granulé
mouillable ou suspension concentrée (Mark et al., 1999). Il s'agit le plus souvent de
phénomenes irritatifs de sevérité variable, affectant les yeux et les voies aériennes
superieures: conjonctivite, voire kératite, rhinite, douleurs oropharyngées et toux (Higo et al.,
1996). Les réactions cutanées comprennent érytheme des zones exposées, prurit, voire lésions
caustiques si le contact est prolongé. Les réactions de sensibilisation sont tres fréquentes: de
nombreuses observations d'eczéma de la face et des bras et plusieurs cas de photo
sensibilisation sont rapportes dans la littérature. 1l existe un risque d'allergie croisée entre les
différents dithiocarbamates (Ware & Whitcare, 2004)

IV.5.2. Toxicité chronique

Les fongicides du type éthyléne-bis-dithiocarbamate possédent des propriétés
antithyroidiennes démontrées chez I'animal et induites par leur métabolite commun,
I'éthylénethiourée. Des perturbations de la fonction thyroidienne ont pu étre mises en
évidence chez I'hnomme. Ainsi une étude conduite chez des ouvriers agricoles exposés au
mancozebe a révélé une augmentation de la TSH par rapport aux sujets témoins, sans
diminution de la T4 (Colosio et al., 2007).

Une étude menée en 2004 aux Philippines a montré une augmentation significative de la TSH
et des anomalies de la thyroide a I'examen échographique (nodules thyroidiens isolés) chez
des travailleurs des bananeraies exposés aux éthyléne-bis-dithiocarbamates, comparativement
a des sujets travaillant dans une exploitation agricole « bio » ; il existe par ailleurs une bonne
corrélation entre la taille des nodules et les concentrations plasmatiques d'ETU (Panganiban et
al., 2004). Plusieurs études épidémiologiques ont établi un lien entre I'exposition au manebe,
fongicide appartenant au groupe des éthylene-bis-dithiocarbamates trés proche du mancozebe
(possédant deux atomes métalliques : manganése et zinc), et la survenue d'une maladie de

Parkinson (Costello et al., 2009). Plusieurs publications suggérent la possibilité de survenue
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d'effets immunomodulateurs chez des viticulteurs exposés au mancozebe: une augmentation
significative des lymphocytes & CD19+ ainsi qu'une diminution des lymphocytes a CD25+

ont été observées chez 13 sujets exposes comparativement a 13 sujets non exposés (Soloneski

et al., 2002). Une autre étude menée chez 48 viticulteurs exposés de fagon intermittente au

mancozebe et comparés a 45 témoins a montré une plus grande prévalence de symptémes de

type infectieux, une diminution du pourcentage des monocytes, une augmentation des
lymphocytes T, des CD4 et des cellules NK, ainsi qu'une diminution des IgA et des IgM.

Cependant, ces modifications n'ont pas été retrouvées 30 et 45 jours apres l'exposition

(Corsini et al., 2005).
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I. Matériels et méthodes
1.1. Matériels utilisés.

1.1.1. Matériel biologique.

Notre étude expérimentale a été réalisée sur des rats blancs (Albinos Wistar), un animal qui
appartient a I’espéce des mammifeéres nocturnes et a 1’ordre des rongeurs, fréquemment utilisé
dans les recherches. Un rat en bonne santé peut vivre en moyenne de 2 a 3 ans, selon la
souche, le sexe, les conditions environnementales et autres variables. Pour cet animal, la
puberté intervient entre le cinquantiéme et le soixantiéme jour apres la naissance (Pierrick,
2015). Les rats de laboratoire sont sélectionnés et élevés pour aider les chercheurs a
comprendre le role des génes des humains, les maladies et leurs mécanismes ainsi que les
effets des substances mises sur le marché. On utilise le rat car son matériel génétique
(génome) ressemble beaucoup a celui de I'nomme et parce qu'il est facile a élever (Pierrick,
2015).
1.1.2. Choix du pesticide.

Pour notre étude, nous avons privilégié dans un premier temps, une démarche a la fois claire
mais prudente pour légitimer une approche qui soit correcte, basée sur des statistiques locales
pour arriver ainsi a déterminer les pesticides largement utilisés sur les fruits et légumes en
Algérie et particulierement dans la région d’Annaba. Pour cela, nous avons fait d’abord
I’inventaire des produits utilisés par les maraichers et arboriculteurs dans cette région et
procedé a leur classement par ordre d’importance sur les cultures de large consommation. Le
but étant d’orienter notre recherche sur I’impact éventuel qui peut en résulter. Cette démarche
nous a conduit a nous fixer sur le pesticide a tester : Le mancozebe (complexe polymérisé
d'éthyléne bis-dithiocarbamate de manganése avec un sel de zinc) qui est un fongicide de
contact a action préventive. Il réagit avec les cellules fongiques en désactivant I'action des
groupes sulfhydryles d'acides aminés et enzymes, provoquant l'interruption du métabolisme
lipidique, de la respiration et de la production d'ATP. Utilisé contre une multitude de maladies
fongiques des cultures maraicheres largement consommeées par les ménages algériens (pomme

de terre, tomate, etc.).

Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques physicochimiques du pesticide utilisé.
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Tableau 03 : Propriétés physicochimiques du pesticide utilise (ECH, 2009)

Nom chimique Ethyléne bis (dithiocarbamate) de manganése (polymérisé),
avec le sel du zinc
Fonction Fongicide
Numéro CAS 8018-01-7
Formule brute (C4HeMNN,S,)x (Zn)y
Poids moléculaire (265.3) x + (65.4) y
Densité 0.4 g/ml (25°C)
Solubilité dans I'eau 6-20 ppm a 25°C
Etat physique Poudre
Couleur Gris jaune
Matiere active Mancozébe
Photolyse - demi-vie 3 heures a I'eau

< 3 heures a I'air

1.2. Méthode de travail.
1.2.1. Entretien et traitement des rats.

Le protocole expérimental appliqué consiste a traiter par voie orale des rats males par le
pesticide choisi, quotidiennement et durant 8 semaines. Un échantillon de 32 rats males
provenant de I'Institut Pasteur d"Alger, agés de 4 a 6 semaines pesant entre 150-180g a leur
arrivée. Les rats ont été logés dans des cages en polyéthyléne, grillagées, munies d’étiquettes
mentionnant le nom du lot, le traitement subi ainsi que les dates des expérimentations menées.
Ces cages sont tapissées d’une litiére en copeaux de bois et nettoyées quotidiennement. Pour
rappel, I’élevage des rats a été effectué au niveau de 1’animalerie de 1’Université Badji
Mokhtar — Annaba. Avant I’entame du protocole d’expérimentation, les rats ont été soumis a
une période d’acclimatation de 2 semaines environ afin de s’accoutumer aux conditions de
I’animalerie : une température de (22 + 2°C), une hygrométrie relative de 40 - 60% et une
photopériode (08L/16D). Les rats ont aussi un acces libre a I'eau et a la nourriture; cette
derniére est fournie sous forme de croquettes (aliments secs en bouchons), un composé de
mais et de soja. (Tableau 04) (ONAB Kseur — Bejaia).
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Tableau 04: Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB).

Matiere alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

Apreés cette période d’accoutumance, les animaux ont été répartis en quatre groupes de huit
rats chacun formant des lots homogenes sur le plan conformation. Le traitement est effectué
par voie orale a I'aide d’une sonde gastrique comme suit :

Groupe GT: des males témoins recevant I’eau de robinet pendant 8 semaines.

Groupe MZ1 : des males traités par 250 mg/kg/jour du mancozebe pendant 8 semaines.
Groupe MZ2 : des males traités par 500 mg/kg/jour du mancozebe pendant 8 semaines.
Groupe MZ3 : des males traités par 1000 mg/kg/jour du mancozébe pendant 8 semaines.

1.2.2. Prélévement des échantillons.

1.2.2.1. Prélévement sanguin.

Apres 8 semaines de traitement, les différents groupes sont sacrifiés a jeun par décapitation.
Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs, centrifugés ensuite (3000 tours/min
pendant 15 minutes) afin de séparer le culot du sérum qui a été conservé a — 18 °C pour le

dosage ultérieur des parameétres biochimiques et hormonaux.
1.2.2.2. Prélevement des organes.

Les animaux ont été ouverts ventralement. Aprés dissection, les testicules, 1’épididyme, le
foie et la thyroide ont été rapidement prélevés et débarrasses de leurs tissus adipeux et rinces
dans une solution de chlorure de sodium (NaCl a 0.9%) puis pesés pour déterminer leur poids
absolu. Certains tissus ont été maintenus a -20°C (foie, testicule) pour le dosage des
protéines, glutathion réduit (GSH), MDA et glutathion peroxydase (GPX) ; d’autres ont été
fixés dans le Bouin alcoolique pour une étude histologique (thyroide, foie et testicules).
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Dosage des
parametres

biochimiques :

PAL, ASAT,
ALAT, lipides

totaux ...

‘ Période d’adaptation

v ' v '

GT : Recevant
I’eau de robinet

MZ1: recevant MZ2: recevant MZ3: recevant

250mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg
solution solution solution
mancozebe mancozebe mancozebe

8 semaines de traitement

}

Décapitation

' | v

Dosage des Dosages des Etude
parametres paramétres du histologique :
hormonaux : stress oxydant : du - Foie
Testostérone, foie et testicules - Thyroide
thyroxine, T3.. GSH, MDA, GPx

- Testicule

Figure 15. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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1.2.3. Techniques de dosages.

1.2.3.1. Exploration de la fonction hépatique.

2.3.1.1. Dosage des protéines totales.
Le dosage de protéines a été réalisé par la méthode colorimétrique (selon la fiche technique

Spinreact).

Les protéines forment un complexe coloré en bleu violet intensif avec les ions de cuivre dans
un milieu alcalin. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des

protéines totales dans 1’échantillon (Koller, 1984 ; Burtis et al., 2005).

+ Réactifs
Réactif (Biuret) Tartrate de potassium sodium 15 mmol/l
lodure de sodium 100 mmol/I
lodure de potassium 5 mmol/l
Sulfate de cuivre 19 mmol/I
Etalon Sérum albumine bovin 7 g/dI
+ Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 25 --
Echantillon (ul) -- -- 25

Mixer et incuber 5 min a 37 °C ou 10 min a la température ambiante (15-25°C).
Lire les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 540 nm.

La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

#+ Calcul de la concentration

La concentration des protéines totales est calculée par la formule suivante :

_ DO échantillon
Proteéines totales (g/dl) = x concentration de 1’étalon (7 g/dl)

DO étalon
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L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi le glutamate-oxaloacétate transaminase

2.3.1.2. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT).

(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au o-
cétoglutarate, formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacetate est réduit au malate par la

malate déshydrogénase (MDH) et le NADH+H" selon les réactions suivantes :

Aspartate + a- cétoglutarate AST , Glutamate + Oxaloacetate
Oxaloacétate +NADH,H" MDH | Malate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration en NADH+H®, mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de 1’aspartate aminotransférase (Murray, 1984b).

+ Réactifs
Réactif 1: TRISpH 7,8 80 mM/I
Tampon L-Aspartate 200 mM/I
Réactif 2: NADH 0,18 mM/I
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/I
Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/I
a-cetoglutarate 12 mM/I

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger

legérement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

+ Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1,0

Echantillon (pl) 100

Mélanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance initiale (A) de 1’échantillon a 340
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle.

+ Calcul de la concentration
L’activité catalytique de I’ASAT est calculée par la formule suivante : Activite de ASAT
(U/l) = ADO/min x 1750.
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L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate transaminase (GPT)

2.3.1.3. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'alanine au a- cétoglutarate
formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par le lactate

déshydrogénase (LDH) et le NADH,H" selon les réactions suivantes :

ALT
LDH

y

Alanine + a-cétoglutarate
Pyruvate + NADH,H"

Glutamate + Pyruvate
Lactate + NAD"

»

\ 4

Le taux de la diminution de la concentration en NADH,H+, mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de 1’alanine aminotransférase (Murray, 1984c).

+ Réactifs
Réactif 1: TRISpH 7,8 100 mM/I
Tampon L-Alanine 500 mM/I
Réactif 2: NADH 0,18 mM/I
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/I

a-cétoglutarate 15 mM/I

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger
Iégerement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

+ Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1,0

Echantillon (pl) 100

Mélanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance initiale (A) de 1’échantillon a 340
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle.

+ Calcul de la concentration

L’activité catalytique de ’ALAT est calculée par la formule suivante : Activité de ALAT

(U/1) = ADO/min x 1750
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La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'nydrolyse du p-Nitrophénylphosphate & pH 10.4,

2.3.1.4. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL).

libérant le p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante :

p-Nitrophénylphosphate + HO, L p-Nitrophénol + Phosphate

Le taux de la diminution de la concentration en NADH,H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a ’activité catalytique de la phosphatase alcaline (Wenger, 1984).

+ Réactifs.
Réactif 1: Diéthanolamine (DEA) pH 10.4 1 mM/I
Tampon. Chloride de magnésium 0,5 mM/I
Réactif 2: p-Nitophénylphosphate (pNPP) 10 mM/I
Substrat

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger
Iégerement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

+ Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1,2

Echantillon (ul) 20

Mélanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance initiale (A) de 1’échantillon a 405
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle.
+ Calcul de la concentration : D’activité catalytique de la PAL est calculée par la
formule suivante : Activité de PAL (U/1) = A DO/min x 3300.

2.3.1.5. Dosage de la bilirubine totale (TBIL) et directe (DBIL).
Le dosage de la bilirubine totale et directe a été réalisé par la méthode colorimétrique selon la
fiche technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe
La bilirubine est convertie en azobilirubine coloré a pH acide par I'acide sulfanilique diazoté
et mesurée par photométrie. Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la

bilirubine conjuguée) ; par contre, avec la bilirubine indirecte (bilirubine non conjuguée), elle
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nécessite la solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO). (En absence de DMSO, seule la
bilirubine directe réagit). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de

la bilirubine dans I’échantillon (Kaplan et al., 1984b).

+ Réactifs
Réactif 1: Acide sulfanilique 30 mM/I
(D) Acide chlorhydrique (HCI) 150 mM/I
Réactif 2: Acide sulfanilique 30 mM/I
(T) Acide chlorhydrique (HCI) 50 mM/I
Diméthylsulfoxide (DMSO) 7 mM/I
Réactif 3: Nitrite de sodium 29 mM/I
Calibrateur (facultatif) Bilirubine calibrateur sous la référence : 1002250
+ Mode opératoire
Blanc Bilirubine Blanc Bilirubine
totale directe
Réactif 1 (D) (ml) - - 15 1,5
Réactif 2 (T) (ml) 1,5 15 - -
Réactif 3 (ul) - 50 - 50
Echantillon/Calibrateur 100 100 100 100

(ki)

Mélanger et incuber pendant 5 minutes a température ambiante. Lire 1’absorbance (A) de
I’échantillon a 555 nm contre le blanc.
+ Calcul de la concentration : la concentration de la bilirubine totale est calculée par la

formule suivante :

Bilirubine (mg/dl) = ((A) Echantillon — (A) Blanc échantillon) x Facteur

Concentration de I’étalon

Facteur = -
(A) Etalon — (A) Blanc étalon

Facteur théorique : Bilirubine totale = 19,1 ; Bilirubine directe = 14.
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La détermination de la concentration de I’albumine a été réalisée par la méthode

2.3.1.6. Dosage de I’albumine.

colorimétrique.

+ Principe
L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG) pour former un complexe coloré. Le pH
du milieu est maintenu a 4.2 par le tampon. Apres I’incubation, I’absorbance du mélange est

mesurée & 628 nm (Doumas, 1971)

+ Réactifs
Réactif 1: Vert de bromocreésol 0.14 g/l
Tampon succinate pH 4,2 75 mmol/I
Brige 35 7 mll
Calibrant Sérum albumine bovin (standard) 50 g/l
+ Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 5 5 5
Etalon (ul) - 20 -
Echantillon (ul) - - 20

Mélanger, incuber pendant 5 min a 370 C. Lire les densités optiques contre le blanc a 628 nm
+ Calcul de la concentration.

La concentration d’albumine est calculée par la formule suivante :

DO Echantillon
Albumine (g/l) = - X Concentration de I’étalon (50g/1)
DO Etalon

1.2.3.2. Exploration de la fonction thyroidienne.

2.3.2.1. Dosage de la thyroxine libre (FT4).

La détermination de la thyroxine libre (FT4) a été réalisée par un test quantitatif automatisé
sur les instruments. Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par
competition. Les principaux réactifs requis pour un test immuno-enzymatique en phase solide
comprennent 1’anticorps immobilisé, le conjugué antigéne-enzyme et I'antigéne natif. Lors du

mélange d'anticorps immobilisé, du conjugué antigéne-enzyme et d’un sérum contenant

44



l'antigeéne natif libre, une réaction de compétition se produit entre 1’antigéne native libre et le

conjugué antigéne-enzyme pour un nombre limité de sites de liaison non solubilisés.

L'interaction est illustrée par I'équation suivante:

K.a
"AQ + Ag + Aboy 2| AgADey + "AgAD,
Ka

Ab.,: Anticorps mono spécifique immobilisé (quantité constante).

Ag: Antigéne natif (quantité variable).

"2 Ag.: Conjugué enzyme-antigéne (quantité constante).

Ag Ab,: Complexe antigéne-anticorps.

"2 Ag Abg,: Complexe enzyme-antigéne conjugué-anticorps.

Ka,: Taux constant d'association.

K.a: Taux constant de dissociation.

K =K, /k5: Constante d'équilibre.

Une fois I'équilibre atteint, la fraction liée a l'anticorps est séparée de I'antigene non lié par
décantation ou aspiration. L'activité enzymatique dans la fraction liée a I'anticorps est
inversement proportionnelle a la concentration d’antigéne natif libre. En utilisant plusieurs
références sériques différentes de concentration en antigénes connue, une courbe standard
peut étre générée et a partir de laquelle la concentration d’antigéne d'un échantillon inconnu
peut étre déterminée. Les concentrations de la FT4 sont exprimées en ng/mL.

2.3.2.2. Dosage de la triiodothyronine libre FT3.

Test immuno-enzymatique pour le dosage quantitatif direct de FT3 (Triiodothyronine libre)
dans le sérum. La T3 libre (FT3, antigéne) présente dans 1’échantillon entre en compétition
avec le conjugué enzymatique T3 couplé a de la HRP pour se lier a un nombre limité
d’anticorps anti-T3 fixé sur la microplaque (phase solide). L'interaction est illustrée par
I'équation suivante:

Ka

EZAg + Ag+ Abaw o “9Abg, + EAgAbey.

K-a
Abg,: Anticorps mono spécifique immobilisé (quantité constante).
Ag: Antigéne natif (quantité variable).
Enz

Ag.: Antigene conjugué a I’enzyme HRP (quantité fixe).
Ag Ab.,: Complexe antigéne-anticorps.
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E"ZAgADb,.: complexe antigéne-HRP-anticorps.
Ka: Taux constant d'association.
K.a: Taux constant de dissociation.
K =k, /ko: Constante d'équilibre.
Aprés incubation, un lavage de microplaque permet de séparer la fraction libre de la fraction
liée. Ensuite, I’enzyme HRP de la fraction liée réagit avec le substrat (H,O;) et le substrat
TMB pour développer une couleur bleue qui change au jaune au contact avec la solution
d’arrét (H,SO4). L’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la concentration
en FT3 dans I’échantillon. La concentration en FT3 est calculée a partir de la courbe d étalon;

les valeurs des concentrations sont exprimees en pg/ml.

1.2.3.3. Exploration de la fonction reproductrice.
2.3.3.1. Dosage de la testostérone.
Le test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA) est basé sur le principe de
compeétition. La quantité inconnue d’antigénes présente dans 1I’échantillon et une quantité fixe
d antigénes conjugués a une enzyme entrent en compétition pour les sites de fixation des
anticorps coatés dans les puits. Apres incubation, les puits sont lavés pour arréter la réaction
de compétition. L’intensit¢é de la couleur développée suivant la réaction substrat est
inversement proportionnelle & la quantité d’antigéne présente dans 1’échantillon. Les résultats
des échantillons peuvent étre déterminés directement a partir de la courbe étalon.

+ Calcul des résultats

Les densités optiques (DO) des étalons sont reportées en fonction de leurs concentrations (axe
X, logarithmique) soit sur papier graphique semi-logarithmique soit en utilisant une méthode
automatisée. Une bonne analyse est obtenue avec les méthodes cubic-spline, Logistics 4
Parametres ou Logit-Log. Pour le calcul de la courbe étalon, appliquer chaque signal des
étalons (une valeur apparemment fausse d’un double dosage peut ne pas étre prise en compte
et peut étre remplacée par une valeur plus plausible). La concentration des échantillons peut
étre lue a partir de la courbe étalon. Les échantillons présentant une concentration supérieure a
celle de Iétalon le plus concentré doivent étre dilués de la fagon décrite dans les préparations
préalables au test et testés de nouveau. Les résultats des échantillons ayant été pré-dilués
doivent étre multipliés par le facteur de dilution appliqué. Les concentrations sont exprimées

en ng/ml.
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Etude de la biologie des spermatozoides selon la méthode de I’OMS, (1993). Aprés dissection

2.3.3.2. Etude de la biologie des spermatozoides.

le sperme est prélevé a partir de la téte de I'épididyme et ce pour étudier : la concentration et
la mobilité des spermatozoides. 1 pL de sperme est ajouté a 49 pL d’eau physiologique NaCl

0,9 %, prépare au préalable.

+ Concentration des spermatozoides.
La concentration des spermatozoides est mesurée en utilisant une cellule de Malassez. Nous
procédons au comptage des spermatozoides dans 05 cellules au grossissement x 400. La
concentration des spermatozoides est calculée par I’équation suivante :

Concentration (spz. 10%/mL) = (D x V x n) /N.

D : coefficient de dilution (50).

V : volume de la cellule de Malassez.

n : le nombre de spermatozoides comptés dans 05 cellules.
N : le nombre de petites cellules.

+ La mobilité des spermatozoides
Une goutte du sperme est déposée sur une lame, puis recouverte d’une lamelle. L’observation
au microscope se fait au grossissement x 400. Le champ d’observation est divisé en 03 ; le

pourcentage des spermatozoides mobiles est calculé pour 100 spermatozoides.

1.2.3.4. Exploration de ’activité antioxydante.
2.3.4.1. Mesure du taux de malondialdéhyde (MDA).
Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de I'attaque
des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de l'oxygéne, générées par certains
contaminants. Dans notre étude, les taux du MDA testiculaire et ovarien ont été évalués selon
la méthode d’Ohkawa et al.(1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud
(100°C) entre le MDA et la TBA d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les
solvants organiques comme le butanol (figure 17)

+ Préparation de I’homogénat
500 mg de testicule ou de foie des différents groupes sont broyés a froid a 1’aide d’un
homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1 M,

pH 7.4) pour obtenir un homogénat.
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+ Mode opératoire
v

AN NN

v

Prélever 0,5 ml de I'homogénat.
Ajouter 0,5 ml d’acide TCA 20 %.
Ajouter 1 ml d’acide TBA 0,67 %.
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100°C durant 15 min.
Refroidir et additionner 4 ml de n-butanol.
Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

4 Calcul de la concentration du MDA

"

Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.

La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de tissu (testicule ou

foie). Elle est obtenue grdce a une courbe standard réalisee avec du 1,1°,3,3" tetra

ethoxypropane faite dans les mémes conditions (figure 18).
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Figure 16. Principe du dosage du malondialdéhyde
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Figure 17. La courbe d’étalonnage utilisée (nmol/ml) pour le dosage MDA.
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2.3.4.2. Dosage de glutathion (GSH).

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Weckbecker&Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide DTNB (réactif d'Ellman) par les
groupements (-SH) du glutathion (figure 19).

Pour cela une déprotéinisation de 1’homogénat est indispensable afin de garder uniquement

les groupements thiol spécifiques du glutathion.

NO
_COOH
NO»
SH
COOH .
/(_ OOFE
- s e
DTNB | + GSH _— +
S
'r I
S NO-»
|
G TNB
COOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO

Figurel8. Principe de dosage du glutathion.

+ Préparation de I'homogénat
Le dosage du glutathion a été fait au niveau des testicules et du foie. 200 mg de chaque tissu
ont été mis en présence de 8 ml d'une solution d'acide EDTA a 0,02 M, puis ont été broyés a
froid (4°C) en utilisant un broyeur ultra son pour obtenir un homogénat.

+ Mode opératoire

v" Prélever 0,8 ml de I’homogénat.

Déproteéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solution d'acide SSA 0,25 %.
Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.
Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.
Prélever 0,5 ml du surnageant.
Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.
Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol

AN N N NN

absolu).
v Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la
couleur qui se développe instantanément.

v’ Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
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4+ Calcul de La concentration.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante:

DO x L x 1,525

GSH =
13100 x 0,8 x 0,5 x mg protéines

v" DO : Densité optique.

v L : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8mL homogénat 0.2
ml de I’acide salicylique).

v' 1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant +1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

v" 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —~SH a 412 nm.

v" 0.8 : Volume de ’homogénat.

v 0.5 : Volume du surnageant.
2.3.4.3. Dosage de glutathion peroxydase (GPx)

+ Préparation de I’homogénat
Le dosage de la glutathion peroxydase a été fait au niveau du testicule, et du foie. 500 mg de
chaque tissu ont été mis en présence de 5 ml d'une solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.4), puis ont été broyés a froid (4°C) en utilisant un broyeur ultra son pendant 30
secondes pour obtenir un homogeénat.

+ Principe
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
Flohe et Giinzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne
(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH) ; ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :
H,0O, + 2GSH _» GSSG + 2H,0

+ Mode opératoire
v Prélever 0.2 ml de I'nomogénat.
v' Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).
v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).
v"Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
v Ajouter 0.2mL de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

v' Ajouter 1 ml de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

50



.z
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0,48 ml du surnageant.
Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0,32 ml de DTNB (1 mM)
Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

AN N N NN

+ Calcul de ’activité enzymatique de la GPx :

La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04
DO étalon

Q:

v" Q : Quantité de GSH disparue (oxydée).
v" DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.
v" DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

v 0.04 : Concentration du substrat (GSH).
Q

mg protéines

L’activité de la GPx (.M GSH/min/mg protéines) =

2.3.4.4. Dosage des protéines tissulaire.

Les protéines tissulaires ont é€té quantifiées selon la méthode colorimétrique de Bradford
(1976) qui utilise le Bleu Brillant de Coomassie G250 (BBC) comme réactif et I’albumine de
sérum de beeuf (BSA) comme standard. Le BBC réagit avec les groupements amines (-NH2)
des protéines pour former un complexe de couleur bleue. L apparition de cette couleur reflete
le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des protéines qui est
mesurée spectrophotométriqguement a 595nm.

+ Mode opératoire.

v" Prélever 0.1 ml de ’homogénat ;

v Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G250), comme réactif ;

v’ Agiter et laisser le mélange a température ambiante pendant 5 min pour la stabilisation

de la couleur ;
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v Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon & 595nm contre le blanc contenant 1’eau
distillée a la place de I’homogénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la

courbe d’étalonnage (0 — 1 mg/ml de BSA) préalablement réalisée dans les mémes

conditions (figure 20).

0,8 - y = 0,665x + 0,016
07 R* = 0,998

=
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Figure 19. La courbe d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.
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1.2.4. Etude histologique.

Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologie au niveau de
1I’hopital 1bn Rochd - Annaba. La technique utilisée est celle décrite par Houlot. (1984), qui

comporte les étapes suivantes (voir annexe)

1.2.4.1. Fixation

Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs morphologies.
Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique histologique. Elle doit étre
réalisée rapidement aprés la décapitation des rats et le prélevement des organes. Des
fragments de testicules, de foie et de la thyroide (de surface 1 a 2 cm? et d épaisseur 2 mm)
ont été mis dans le fixateur (Bouin alcoolique) qui permet de durcir I'échantillon sans
I’abimer. Apreés 48 heures de fixation, les pieces d’organes sont retirées du Bouin puis rincées
a I’eau distillée. Des coupes transversales sont faites par | anatomopathologiste. Les
échantillons sont placés dans des cassettes spéciales a parois trouées afin de permettre le
passage des liquides au cours des manipulations qui suivent.

1.2.4.2. Déshydratation

Comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors
compleétement déshydratés avant ’inclusion dans la paraffine. Cette derniére n'est pas non
plus soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation ; on assiste donc a une substitution
par le xylene. La déshydratation se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons
dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des bains de
xyléne qui est un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans
I’étuve, le xyléne s’évapore des pieces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil
appelé le circulateur.

1.2.4.3. Inclusion et réalisation des blocs

Elle ne peut étre satisfaisante que si 1’échantillon est complétement déshydraté et ne contient
plus de solvant intermediaire (alcool). Les pieces sont plongées (2 heures) dans des bains de
paraffine liquide fondue a 60° C. Les échantillons étant imbibes de paraffine, ils sont placés
dans des moules appelés : les barres de Leuckart, aprés quoi ils sont remplis de paraffine.
Cette opération fait appel a des appareils «dits a inclusion » refermant un réservoir de
paraffine maintenue a 1’état liquide par un systeme de chauffage, un petit robinet et une
plaque métallique réfrigérée pour aboutir a la solidification rapide (10 a 15 min) du bloc de

paraffine contenant le tissu.
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1.2.4.4. Confection des coupes
Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au microtome de 4
a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis déplisses et
fixés par une eau gélatineuse chauffée a 40°C. Les lames sont marquées au nom des différents
lots a I’aide d’un crayon d’argent, ensuite séchees dans une étuve a 100°C pendant 1 heure.
1.2.4.5. Coloration et montage
Il existe plusieurs méthodes de coloration qui varient en fonction des tissus. La méthode de
’Hématéine-Eosine (HE) est la plus utilisée. La coloration suit les étapes suivantes :
v’ Déposer les coupes dans un bain de xylene pendant 10 minutes afin de déparaffiner les
échantillons et faire pénétrer les colorants.
v La réhydratation des coupes se fait par passage dans un bain d’éthanol pendant 10
minutes puis hydrater les lames par 1’eau du robinet.
v" Immerger les coupes dans un bain d’Hématéine (10 minutes) qui colore en bleu
violacé les structures basophiles (noyaux cellulaires). Rincer a I’eau courante.
v Le deuxiéme colorant utilisé est 1’éosine qui colore en rose les structures acidophiles
(cytoplasmes cellulaires). Rincer a I’eau courante.
v" Le montage consiste a fixer une lamelle en verre sur les coupes histologiques aprés
coloration. Cette etape permet la :
e protection mécanique des coupes.
e protection chimique des colorants.
v" Sécher les lames puis observer au microscope optique, équipé d’un appareil

photographique.

1.2.5. Analyse statistique des résultats
Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart type moyen
(M £SD) ; Ces moyennes sont comparées par un test t de Student grace au logiciel MINITAB

(version 16). Les différences sont considérées comme :
v * Significatives lorsque (P < 0,05).
v' **Hautement significative lorsque (P <0,01).

v’ *** Trés hautement significative lorsque (P < 0,001).

Avec P : Seuil de signification.
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1. Résultats et Discussion

I1.1. Impact du mancozebe sur la variation de quelques parametres physiologiques

I1.1. 1.Variation de la masse corporelle des rats.

Les rats sont soumis a un traitement de 8 semaines au mancozebe aux doses respectives de :
250, 500 et 1000 mg/kg. Un premier constat est relevé et concerne une variation significative
dans le poids corporel (Tableau 05). Ce changement dans la masse corporelle est beaucoup
plus visible chez les groupes soumis a la dose de 500 et 1000 mg/kg. En effet, ces deux
groupes se sont distingués par une augmentation nettement visible dans le poids corporel par
rapport au groupe témoin.

11.1.2. Variation de la consommation quotidienne de I’aliment et de I’eau de boisson.
Dans notre étude, le suivi de la consommation de I’aliment et de 1’eau de boisson a mis en
évidence une diminution significative de la consommation quotidienne de I’aliment et de
I’eau chez les groupes traités a 500 et 1000 mg/kg respectivement, tandis que le groupe traité
a 250 mg/kg ne montre aucun changement significatif comparativement au groupe témoin
(Tableau 06).

11.1.3. Variation de la masse absolue des organes.

La variation de la masse absolue des organes révéle une augmentation significative de la
masse hépatique chez tous les groupes traités en comparaison au groupe témoin. Aussi une
augmentation significative de la masse absolue de la thyroide n’a été enregistrée que chez les
groupes traités a 500 et 1000 mg/kg comparés au groupe témoin. Cependant, la masse des
testicules et de 1’épididyme a diminué significativement chez les différents groupes traités a

différentes doses par rapport aux témoins (figure 20).
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Tableau 05: Variation de la masse corporelle (g) des rats témoins et traités au mancozebe a
des doses de 250, 500, 1000 mg/kg. (M+SD, N=8).

Groupes expérimentaux

Parametres GT MZ1 MZ2 MZ3
Masse initiale(g) | 208.87+19.15 208+27.65 208.62+19,7 207.87+20.4
Masse finale (g) | 282.21+21.16 297.1+13,54 | 305.82+12.24" | 309.12+16.05
Gain de poids(g) +73.34 +89.1 +97.2 +101.25

* p <0.05 comparant aux témoins.

Tableau 06: Variation de la consommation d’aliment (g/rat/j) et de ’eau de boisson (ml/rat/j)
chez les rats témoins et les rats traités au mancozebe a des doses de 250, 500, 1000mg/kg.
(M£SD, N=8).

Groupes expérimentaux
Parametres GT MZz1 MZ2 MZ3

Quantité d’aliment
consommee. 23.1442.26 | 20.87+2.31 19.142.1°
(g/ratlj)
Quantité d’eau
consommeée.
(ml/rat/j)

*hk

17.6x4

*kk

26.94+8.82 23.3416.01 21.3+6.16™ 18.7+6.30

**p<0.01; ***p<0.01 comparant aux témoins.
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Figure 20. Variation de la masse absolue des organes (foie, testicules, thyroide et

1I’épididyme) chez les rats témoins et traités au mancozébe a des doses de 250,
500,1000mg/kg. (M£SD, N=8).
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4 Discussion

La diffusion des pesticides dans 1’environnement par la contamination de [1’air, du sol, de
I’eau et par conséquent leur transmission aux produits alimentaires est devenue une source de
menace permanente a la faune et aux humains (Hernandez et al., 2013). Parmi ces pesticides
figurent les carbamates, des substances dont beaucoup d’incidences de leur empoisonnement
accidentel ou professionnel ont été rapportées aussi bien chez I’homme que chez les animaux
(Ksheerasagar & Kaliwal, 2010). L’exposition a ces substances est principalement due a
I’ingestion de la nourriture et de 1’eau contaminées ou suite a leur inhalation (Kumari et al.,
2002). En effet, 1’évaluation des risques toxicologiques potentiels des pesticides et
principalement les carbamates sur la santé humaine constituent une préoccupation majeure
(Chattopadhyay et al., 2003). C’est afin de mieux appréhender ce sujet que nous avons testé
un pesticide largement utilisé dans le domaine agricole, le mancozébe, sur un modéle
expérimental, dans le but d’approfondir la recherche de ses effets sur certains parametres

physiologiques de 1’organisme.

Sur le plan expérimental, les premiers résultats obtenus ont mis en évidence une augmentation
considérable de la masse corporelle des rats traités au mancozebe. Cette augmentation est plus
importante chez les rats traités a la dose la plus forte (1000 mg/kg/jour) comparés aux rats
témoins. Ce résultat concorde d’ailleurs avec ceux de Mallem et al. (2007), qui ont mené une
étude sur les lapins traités au Manébe par voie orale, et ont observé une augmentation de la
masse corporelle chez les lapins traités a une concentration de 8 mg/kg/j. En outre, Jestadi et
al. (2014) ont observé un gain de la masse corporelle des rats traités & une dose faible
d’atrazine équivalente a 300ug/kg pendant 15 jours. Des recherches ont suggéré que la
perturbation des hormones thyroidiennes peut étre a 1’origine de la prise pondérale dont une
hypoactivité de ces hormones engendre une augmentation de la masse grasse; elle tend aussi a
ralentir la fonction métabolique et met I'organisme au repos (Ksheerasagar & Kaliwal, 2010).
Une autre étude menée par Omotoso et al. (2014) sur des rats méales soumis a des doses de
500 et 1000 mg/kg de I’insecticide perméthrine pendant 2 semaines a révelé une augmentation
du poids corporel des sujets traités comparativement aux témoins.

Néanmoins, des études faites par Djeffal et al. (2012) ont constaté une diminution du poids
corporel des rats soumis a une dose de 8 mg/kg de methomyl pendant 3 semaines. Ceci a éte
expliqué par la diminution des prises quotidiennes en aliment. Des études antérieures réalisées
sur des rats adultes traités avec des pesticides carbamates ont également montré une

diminution significative de leurs poids corporels (ElI-Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al.,
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2011 ; Mossa et al., 2014). Certaines études réalisées avec d’autres pesticides ont montré que
la diminution corporelle se manifeste en premier lieu par une diminution de la masse grasse
suivie de celle de la masse maigre, conséquence ultime d'un déséquilibre de la balance
énergétique entre les apports qui sont inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et al., 2007 ;
Bhattie et al., 2011; Singh et al., 2011; Jennifer et al., 2007).

L’exposition professionnelle aux pesticides peut provoquer des effets néfastes sur la santé en
général et plus précisément sur les différents organes ou tissus, incluant le tractus génital, le
tissus hématopoiétique et le foie (Tsatsakis et al., 2001). Ce dernier, en tant qu’organe
principal impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques, devient une cible majeure pour les
divers xénobiotiques (Postic & Girard, 2008). L’hépatotoxicité représente donc un critére
important pour évaluer l'effet d’un xénobiotique particulier (Al-Awthan et al., 2012). En plus,
le foie est un organe essentiel dans le métabolisme énergétique; il synthétise le cholestérol, les
triglycérides, produit et recycle les lipoprotéines (Postic & Girard, 2008).

Notre étude a montré une augmentation de la masse hépatique chez les différents groupes
exposés au mancozebe. En effet, I’hypertrophie est probablement la conséquence de
I’accumulation du mancozebe dans cet organe, induisant ainsi une augmentation de sa masse.
Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Mossa & Abbassy. (2012) qui ont observé
une augmentation du poids relatif du foie aprés une exposition de 90 jours aux différentes
doses de chlorpyrifos (9.60 et 300 mg/kg) et de méthomyl (1.70 mg/kg). En outre, EI Sayed et
al. (2012) ont constaté que I'exposition a une faible dose (1/20 DLso) et une dose élevée (1/10
DLso) du diméthoate, carbofuran et carbendazime administrés individuellement pendant 30
jours augmente le poids relatif du foie. Autre étude menée par Dragica et al.(2008) sur des
rats soumis au carbofuran a des concentrations de 25, 100 et 400 ppm pendant une durée de
90 jours a montré également une augmentation du poids du foie. En outre, Chiali et al. (2013)
ont montré que le poids du foie augmente chez les rats males et femelles traités aux faibles

doses de metribuzine (1,30 et 13 mg/kg) pendant 14 semaines comparés a leurs témoins.

En revanche, I’exposition des rats femelles au cyperméthrine (pesticide de la famille des
pyréthrinoides) a une dose de 50 mg/kg durant une période de 2 a 4 semaines a révele une
diminution du poids absolu du foie (Sangha et al., 2011). Les mémes résultats ont eté
enregistrés par Hussein et al. 2009 qui ont observé une diminution significative de la masse
hépatique apres le traitement des rats a une dose de 500mg/kg de cyperméthrine pendant 4

semaines.

59


https://fr.wikipedia.org/wiki/Pyr%C3%A9thrino%C3%AFdes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangha%20GK%5Bauth%5D

Résultats & Discussion \-/ )

Notre étude a également montré une augmentation significative de la masse absolue de la
glande thyroide chez les groupes traités au mancozébe. Nous suggérons ainsi que
I’administration de ce polluant pourrait provoquer une hypertrophie de la glande thyroide
chez les rats traités. Nos résultats sont parfaitement en accord avec ceux de Tebourbi et al.
(2010) qui ont indiqué qu’une injection de DDT d’une dose de 50 et 100 mg/kg pendant 10
jours consécutifs a provoqué une augmentation significative du poids relatif de la thyroide.
Aussi, des données rapportées par Siti Nurma et al. (2012) ont montré que 1’exposition des
rats males a une dose de 2.4 mg/kg de carbofuran pendant 28 jours entraine une augmentation
significative de la masse absolue de la thyroide. En revanche, d’autres études ont rapporté que
I’exposition au chlorpyrifos et au parathion méthyl (organophosphorés) a engendré une
atrophie de la glande thyroide traduite par la diminution de sa masse absolue (Surks et al.,
2004 ; Johnson et al., 2009).

Nos résultats ont également abouti a une diminution significative du poids absolu des
testicules et de 1’épididyme des rats traités au mancozebe. Il apparait alors que I'exposition
aux pesticides provoque généralement une diminution du poids des organes d'animaux (Dutta
& Sahu, 2013). Nos résultats concordent avec ceux d’El-Deeb et al. (2007) qui ont constaté
une diminution du poids des testicules chez les rats soumis au pesticide organophosphoré:
chlorpyrifos a une dose de 0.995 mg/100 mg du poids corporel. Aussi, nos résultats
correspondent parfaitement avec ceux obtenus par Marty et al. (2004) et Johnson. (2005) et
confirment ceux obtenus par El-Gerbed. (2013) qui a enregistré une diminution du poids des
testicules chez les rats traités au parathion méthyl (un pesticide organophosphoré) a une dose
de 0.25 mg/kg (équivalente a 1/50 DLso). De nombreuses études consacrées a ce sujet ont
abouti aux mémes constatations que les nétres (Ogutcu et al., 2006; Kalender et al., 2007).
D’autres recherches ont aussi testé une dose de 170 mg/kg de malathion (pesticide
organophosphoré) pendant 13 jours sur des rats males et ont eu pour résultat, une diminution
significative du poids absolu des testicules et de 1’épididyme (Espinoza-Navarro & Bustos-
Obregon., 2014). Penna-Videau et al. (2012) ont suggéré que la diminution des testicules des
rats traités au malathion a une dose de (241mg/kg) peut étre due a une atrophie cellulaire.
Aussi, ’exposition des rats aux organophosphorés comme le glyphosate a une dose de 125
mg/kg pendant 10, 20, 30 et 40 jours a révélé une diminution significative du poids des
testicules et de 1’épididyme (Razi et al., 2012). En revanche, Omotoso et al. (2014) ont
remarqué une augmentation de la masse absolue des testicules apres le traitement des rats a

I’insecticide perméthrine a des doses de 500 et 1000 mg/kg de pendant 15 jours. Aussi, les
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résultats d’autres etudes faites sur des souris, ont révélé une augmentation du poids des
testicules suite a I’exposition a une dose de 53 mg/kg de I’insecticide organophosphore,
pyridabene, pendant 45 jours. Cette augmentation résulte tres probablement d’une formation
d’cedémes causés par le pyridabene (Walied et al., 2013). L'cedéme testiculaire remarque chez
les rats males exposés au pirimiphose-méthyl et au chlorpyrifos respectivement pendant 90
jours successifs, a montré que le traitement par ces deux pesticides carbamates a conduit a une
augmentation du poids relatif des testicules et de I'épididyme (Ngoula et al., 2007 ; Joshi et
al., 2007).
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11.2. Hépatotoxicité induite par le mancozeébe
11.2.1. Effet sur P’activité des aminotransaminases.

Le traitement des rats par le mancozébe a raison de 250, 500 et 1000 mg/kg a entrainé des
troubles du métabolisme biochimique, caractérisés par une augmentation significative de
I’activité enzymatique des transaminases (ALAT, ASAT) chez les groupes traités a 500 et
1000 mg/kg tandis que le groupe traité a 250 mg/kg ne montre aucun changement en

comparaison avec le groupe témoin (Figure 21).
11.2.2. Effet sur ’activité de la phosphatase alcaline.

Nos résultats (Figure 21) illustrent une augmentation significative de I’activité enzymatique
de la phosphatase alcaline enregistrée chez le groupe traité a 1000 mg/kg, par contre les
groupes traités aux doses de 250 et 500mg/kg ne montrent aucun changement significatif,

comparés au groupe témoin.
11.2.3. Effet sur la concentration sérique en bilirubine totale et directe.

Les résultats obtenus montrent que le traitement par le mancozeébe a une dose de 1000 mg/kg
provoque une augmentation de la concentration sérique en bilirubine totale et directe ; en
revanche, le traitement a la dose de 250 et 500 mg/kg ne montre aucun changement

significatif par rapport aux témoins (Figure 21)
11.2.4. Effet sur la concentration sérique en protéines totales et en albumine.

Les résultats obtenus indiquent une baisse hautement significative de la concentration sérique
en protéines totales chez les groupes traités a 500 et 1000 mg/kg ; de méme, le dosage de
I’albumine révele une diminution significative de sa concentration sérique chez les rats traités

a 1000 mg/kg (Figure 21).
11.2.5. Effet sur ’histoarchitecture du foie.

L’observation microscopique des coupes histologiques au niveau du foie des rats témoins
(planche A) montre une structure normale ; les hépatocytes s’agencent en files unicellulaires
disposées de facon radiaire autour de la veine centrolobulaire délimitant les sinusoides. Chez
les rats traités au mancozebe (B, C, D) a différentes doses on observe quelques changements
histopathologiques notant des nécroses hepatiques, infiltration des cellules inflammatoires

dans la zone périvasculaire ainsi qu’une vacuolisation des hépatocytes (Figure 22).

62



Résullats & Djsoussion

250 - 250 -
o ASAT 5 c PAL
g 200 T g 200 - * % %
=1 T g
g 150 1 T ® 150 -
£S5 Eg T
£ 2100 - §35100 | T
()]
2 50 - P 50 -
2 £
g £
T T T < T T T
GT Mzl  MZ2  MZ3 GT MZ1 MZ2 MZ3
Groupes expérimentaux Groupes expérimentaux
< 70 1 K%k 85 1 .
60 - ALAT _ Protéines totales
S > 80 -
g 50 - sk c T
£ _ 40 - e 75 - I
S T £ 70 -
‘g 20 - <
2 10 - 9 65 -
< S
< o0 ' ' ' 60 : : :
Gr Mzl Mz2 MZ3 GT Mzl M2 MZ3
Groupes expérimentaux Groupes expérimentaux
=12 7 Bilirubine directe K 225 - Bilirubine Totale|
£10 - * =
E £ 2 - T
S T :
c 1.5 4 '|'
2 6 - S
=
1 .
S 2 - $0.5 -
S 5
o 0 o 0 T T T
GT Mz1 MZz2 Mz3 GT Mzl MZ2 MZ3
Groupes expérimentaux Groupes expérimentaux
Albumine

50 +
L
40 -

,
P

30 A

20 A

10 -

0 T T T

GT MZ1 MZz2 MZ3
Groupes expérimentaux

Concentration en g/dI|

Figure 21 : Variation de quelques biomarqueurs liés a I’activité hépatique chez les rats
témoins et traités au mancozebe a des doses de 250,500, 1000 mg/kg). (M£SD, N=8).
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Figure 22 : Coupes histologiques du foie (Gr x400) : (A) rats témoins, (B), (C), (D) rats traités
respectivement aux doses de 250, 500, 1000 mg/kg/ jour de mancozébe.

1 : Veine centrolobulaire ; 2 : Travées de Remak ; 3 : Les capillaires sinusoides ; 4 : La veine
centrolobulaire.

* Nécrose et infiltration des cellules inflammatoires

+ Congestion vasculaire

—p Vacuolisation des hépatocytes
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% Discussion

Des etudes sur la toxicologie des pesticides ont prouveé que les fongicides, méme a des
concentrations tres basses, interferent avec le métabolisme basal (Al-Shinnawy, 2008).
Plusieurs études ont aussi montré que les fongicides carbamates peuvent altérer les paramétres
biochimiques chez des animaux d’expérience (Garg et al., 2009 ; 2009a ; Karami-Mohajeri &
Abdollahi, 2011). Dans notre étude expérimentale, le traitement des rats par le mancozebe a
raison de 250, 500 et 1000 mg/kg de poids corporel, pendant 8 semaines, a entrainé des
perturbations au niveau des parameétres liés a la fonction hépatique.

Des études antérieures, réalisées sur des rats adultes, ont montré que les carbamates peuvent
provoquer I’endommagement du foie par 1’augmentation des taux sanguins en transaminases
ainsi que la phosphatase alcaline (Garg et al., 2009). Dans les études cliniques, les
transaminases sont des indicateurs importants des lésions et d’endommagements du foie.
(Kalender et al., 2005). L'ALAT est essentiellement localisée dans le foie et dans le
cytoplasme des hépatocytes alors que I'ASAT se trouve dans une grande variété de tissus
(muscles, dont le myocarde, cerveau, reins) et dans le foie ou 80 % de ses activités sont
localisées dans les mitochondries (Mansour & Mossa 2010).

Nos résultats ont montré que 1’administration du mancozébe a causé une augmentation
significative des niveaux sériques des transaminases suggérant que 1’utilisation excessive de
ce fongicide pourrait causer des dommages critiques au foie. Ceci pourrait résulter de
I’hépatotoxicité qui méne a I’altération de la perméabilité de la membrane plasmatique,
facilitant donc la fuite des enzymes du tissu vers le plasma (El-Demerdash et al., 2012).
L’augmentation de D’activité de ces enzymes est comparable aux résultats de plusieurs
recherches concernant 1’exposition aux carbamates (Makrides et al., 2005 ; Patil et al.,2008 ;
Garg et al., 2009a ; El-Fakharany et al., 2011 ; El-Demerdash et al., 2012) mais aussi a
d’autres pesticides (Choudhary et al., 2003; Ksheerasagar & Kaliwal, 2006 ; Al-Shinnawy,
2008 ; Brkiz et al., 2008 ; Fetoui et al., 2009 ; Saoudi et al., 2011). Chiali et al. (2013) ont
prouvé que le traitement des rats avec différentes doses de metribuzine (1.3 et 13 mg/kg) et de
mancozebe (50 et 500 mg/kg) pendant 14 semaines provoque une augmentation des activités
enzymatiques des transaminases sériques. Ils ont suggeré que l'augmentation des activités
sériques de I’ASAT et I’ALAT chez les rats traités peut étre expliquée par les changements
destructifs des cellules hépatiques induits par les deux pesticides, entrainant par la suite des
changements de perméabilité et la fuite des enzymes. Nos résultats sont en accord aussi avec
Ceux exposés par d’autres travaux utilisant 1’atrazine (herbicide de la famille des triazines)

(Bhattie et al., 2011; Singh et al., 2011) et qui aboutissent a la méme conclusion :
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I’augmentation des transaminases par certains pesticides. Selon Katagi. (2010) Ila
bioaccumulation des fongicides au niveau des hépatocytes méne a la fuite des enzymes
transaminases. Des recherches sur la toxicité du pesticide abamectine a des doses de 30 mg/kg
pendant 30 jours et 10 mg/kg pendant 210 jours chez les rats a révélé des niveaux
significativement élevés en transaminases par rapport aux témoins (Abd-Elhady & Abou-
Elghar, 2013). Aussi, des résultats publiés sur le traitement des rats avec des doses de 10, 25
et 50 mg/kg de cyperméthrine (pyréthrinoides) pendant 28 jours ont montré des
concentrations en transaminases plasmatiques supérieures a celles des témoins (Adjrah et al.,
2013). La aussi, nos résultats sont en parfaite adequation avec ceux obtenus par lbrahim et al.
(2011) qui ont rapporté des altérations de I’activité des enzymes hépatiques chez des
travailleurs exposes professionnellement aux composés organochlorés.

Nos résultats montrent également une augmentation de D’activité enzymatique de la
phosphatase alcaline dans le sérum des rats recevant le mancozebe. Cette augmentation
enregistrée chez les rats, provoqué par le mancozébe est en accord avec les conclusions
rapportées par Patil et al.(2008), Garg et al. (2009a), El-Fakharany et al. (2011) et El-
Demerdash et al. (2012). Plusieurs études ont mentionné une augmentation de ’activité de
PAL suite a I’exposition aux carbamates, comme le carbofuran (Brkie et al., 2008) et le
carbaryl (Eraslan et al., 2009). Beaucoup de chercheurs ont essayé de relier la perturbation
des différentes enzymes avec les effets nocifs des pesticides testés, en particulier la PAL
(Ahmed & Mohammad, 2005; Remor et al, 2009 ; Vrioni et al, 2011; Dias et al, 2013). Une
étude faite sur des rats a noté une augmentation de transaminases et de la PAL du foie sous le
stress de A-cyhalothrine (pyréthrinoides) a des doses de 53 et 78 mg/kg pendant 45 jours
(paliwal, 2009). Des études ont suggéré que l'augmentation des transaminases et la PAL
indique, méme en l'absence de changements histologiques, une atteinte hépatique sévere
(Fokunang et al, 2010; Samson et al, 2012). Ces études, tel que I'impact de la cyperméthrine
sur les enzymes hépatiques du poisson d'eau douce (Cirrhinus mrigala) ont montré que
I'exposition a une dose létale de cyperméthrine induit des niveaux élevés de la PAL
(Prashanth & Neelagund, 2008; Kumar et al., 2010; Sushma & Devasena, 2010). Aussi,
L'exposition des rats au chlorpyrifos a une dose de 13,5 mg/kg (1/10 DLsg) méne a une
augmentation des transaminases plasmatiques et la phosphatase alcaline (Heikal et al., 2012).
Cette élévation pourrait étre attribuée a la libération de ces enzymes dans la circulation
sanguine, ce qui suppose une nécrose hépatique ou une réaction inflammatoire (Kuzu et al.,
2007). D’autres travaux ont dévoilé que I’abamectine a provoqué une augmentation des

enzymes ASAT, ALAT et PAL chez des rats traités a 2 etl3 mg/kg pendant 28 jours
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(Khaldoun-Oularbi et al., 2013). EI-Shenawy. (2010) a étudié in vitro ’action toxique de
certains insecticides sur le foie: I’isolation des hépatocytes des rats a montré une
augmentation significative des transaminases et de la phosphatase alcaline. Ces résultats
refletent l'augmentation de la perméabilité de la membrane plasmatique résultant de
I'endommagement hépatique. (Eissa & Zidan, 2010) ont observé, a leur tour des signes de
toxicité hépatique a une dose de 18 mg/kg d’abamectine pendant 30 jours consécutifs. En
outre, L’exposition au pesticide RAID (pyréthroide) a une concentration de 430ug /g a
provoqué I’augmentation de l'activité de la phosphatase alcaline dans le plasma et
I’homogénat du foie (Achudume et al., 2010). Egalement, Les effets de I'exposition a court
terme (15 jours) a de une dose (300 pg/kg) de l'atrazine ont conduit a des niveaux élevés des
marqueurs hépatiques (ASAT, ALAT, et PAL) (Jestadi et al., 2014). Pareillement, une autre
étude a indiqué que les rats traités avec 400 mg/kg d’atrazine pendant 14 jours consécutifs a
entrainé une augmentation d’ALAT, ASAT et PAL (Hussain et al., 2012). Aussi, faut-il noter
que Les effets dommageables de I'atrazine peuvent résulter de ses métabolites qui provoquent
un stress oxydatif aux divers organes (Campos-Pereira et al., 2012). L'augmentation du stress
oxydatif et la peroxydation des lipides sont impliquées dans la pathogenése et les lésions
hépatiques induites par les pesticides (Mohammad et al., 2012; Fowler et al., 2012).

Nos résultats rejoignent a ce niveau ceux d'autres études (Rezg et al., 2008) qui ont observé
une augmentation de 'ASAT, ALAT et PAL apres I'administration du malathion a une dose
de 100 mg/kg pendant 32 jours . Des observations similaires ont été également rapportées par
Al-Sarar et al. (2009); néanmoins, I'augmentation significative des niveaux de ces enzymes a
été observée chez les travailleurs exposés professionnellement aux mélanges de pesticides
(Khan et al., 2008, 2009, 2010 ; Patil et al., 2003). D’autres études sur des Carpes indiennes
(Cirrhinus mrigala) exposées a deux concentrations sub-létales (0,815 mg/L et 1,63 mg/L) de
diazinon pendant 30 jours ont montré une augmentation plasmatiques des enzymes hépatiques
apres 20 et 30 jours. (Haider & Rauf, 2014). Egalement, une augmentation de I’activité
plasmatique des transaminases et de la PAL a été rapportée chez les truites arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss) exposées au diazinon et monocrotophos (Banaee et al., 2011;.
Agrahari et al., 2006). De méme, Hagar et Fahmy. (2009) ont remarqué une augmentation de
la concentration sérique des aminotransférases et de la phosphatase alcaline chez les rats aprés
I’administration du diméthoate a une dose de 21 mg/kg pendant 2 mois. Des résultats
similaires obtenus sur des rats recevant une dose quotidienne (169,35 mg/kg) de cyromazine
(substance active d’un insecticide) combinée au chlorpyrifos (6,75 mg/kg) pendant 28 jours

consécutifs, a entrainé une élévation significative des transaminases sériques et de la
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phosphatase alcaline (Heikal et al., 2013). Pareillement, des études antérieures ont rapporté
que D’activité enzymatique de la PAL a augmentée chez les groupes des pulvérisateurs de
pesticide en comparaison aux groupes de personnes non exposees (Hernandez et al., 2013a).
Toutefois, des animaux expérimentaux ont été exposés de facon chronique a des
concentrations différentes (0.625, 1.25, 2.5, 5.0 et 10.0 ml/kg) de monocrotophos (insecticide
organophosphoré) pendant 14 jours et comme premier constat releve: une réduction
significative a été observée dans les activités des transaminases hépatiques et de la
phosphatase alcaline. (Sunmonu & Oloyede 2012). Les résultats ainsi obtenus corroborent
ceux d'une étude faite par Rahman et al. (2000) et Sunmonu & Oloyede. (2009) qui ont
rapporté que la diminution des activités des transaminases et la PAL pourrait étre due a
I’augmentation de la perméabilit¢ de la membrane plasmatique ou a des nécroses
hépatocytaire. Des observations similaires ont été signalées par Abdel Tawwab et al. (2001),
Mousa & Khattab. (2003) et Sarma et al. (2009) apres 1’exposition aux différents pesticides.
Autre constat relevé : des lapins males ont recu une dose orale (1/4 DLso) de diméthoate et de
diazinon pendant 20 jours, apres une analyse biochimique, les niveaux des transaminases ainsi
que la PAL ont diminué significativement (Elias, 2010); mémes constatations rapportées par
Teimouri et al. (2006) qui ont montré que le diazinon peut affecter [l'activité des
aminotransférases chez les rats exposés aux différentes doses (15, 30 et 60 mg/kg).
Egalement, une diminution significative du taux de la PAL chez des rats exposés a une dose
de 200 mg/kg d’amitraze reflete un dysfonctionnement hépatique (Bashizar et al., 2014).
Cependant, des études faites sur 27 travailleurs sur des champs exposés aux pesticides soumis
a une analyse biochimique de leur sang n’a montré aucun changement de la concentration
sérique de la phosphatase alcaline en comparaison a 27 autres personnes non exposées
(Gaikwad et al., 2015).

Nos résultats ont montré une diminution de la concentration sérique de 1’albumine et des
protéines totales chez les groupes traités au mancozébe a 500 et 1000 mg/kg, comparés au
groupe témoin. L'albumine est une protéine sérique synthétisée par le foie et son niveau
sérique dépend de certains facteurs tels que I'état nutritionnel, la fonction hépatique et les
facteurs hormonaux (Limdi & hyde., 2003). Plusieurs études ont montré que de nombreux
cultivateurs d'orchidées thailandaises, utilisant des quantités excessives de pesticides et non
dotés d’équipement de protection ont montré une réduction de la concentration sérique en
albumine, conduisant ainsi a une réduction significative des protéines seriques totales

(Aroonvilairat et al., 2015). Nos résultats sont a ce niveau en concordance avec ceux de Hagar
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& Fahmy. (2009), qui ont observé a leur tour une diminution du taux des protéines totales et
de I'albumine chez des rats traités au diméthoate a une dose de 21 mg/kg pendant 2 mois.
Pareillement, des études faites sur des poules pondeuses exposées au cyperméthrine ont
montré une diminution significative de la concentration des protéines totales ainsi que
I’albumine (Chernaki-Leffer et al., 2013). Plusieurs autres études menées a cette fin sur de
jeunes poulets exposés a des doses respectives de 3.5 et 7.5 mg/kg de chlorpyrifos et de
méthidathion respectivement (Ojezeleet Abatan, 2009), sur des lapins exposés a la
cyperméthrine (Lakkawar et al., 2006) et sur des rats exposés au fenvalerate (EI-Demerdash
et al., 2004), ont montré que la réduction des protéines plasmatiques était liée a I’intoxication
par les différents résidus de pesticides . En outre, la diminution des protéines plasmatiques
pourrait étre due a I'effet néfaste des carbamates sur les cellules du foie (Yousef et al., 2006)
ou bien elle pourrait se produire en raison de lI'adaptation physiologique de I'animal au stress
résultant des pesticides (Rezg et al., 2007).

Des expériences faites sur des souris albinos qui ont recu du métalaxyl par voie orale a une
dose de 130 mg/kg (1/10 de la DLso) pendant 4 semaines ont abouti a une diminution du taux
de I’albumine et des protéines totales (Al-Amoudi, 2012). De méme, Baligar & Kaliwal.
(2001) ont rapporté que le traitement des rats par le mancozébe a des doses de 600, 700 et 800
mg/kg a entrainé une importante diminution des niveaux des protéines et de I’albumine. Cette
hypoalbuménie est un désordre hépatique qui a pour conséquence la perturbation de la
synthése hépatique de 1’albumine (Eissa & Zidan, 2009). Nos résultats concordent aussi avec
d’autres travaux (Yousef et al., 2006; Kalender et al., 2005) qui montrent, eux, une réduction
des taux de protéines totales par effet des pesticides. Egalement, le traitement des souris avec
un mélange de propétamphos (insecticide organophosphoré) et de cyperméthrine (insecticide
de pyréthrinoides) a des doses de 5 et 10 mg/kg respectivement pendant 60 jours a révélé une
diminution du taux d'albumine par comparaison au groupe non traité (Kanbur et al., 2015).
Aussi, le traitement des cailles japonaises au malathion a des dose de 25, 50, 75, 100 et 125
mg/kg pendant 51 jours a révélé des concentrations diminuées en protéines totales et en
albumine (Hussain et al., 2013). Pareillement, La concentration en protéines totales a été
inférieure a la norme chez des rats wistar exposes a un dose de 4.25 mg/kg de chlorpyrifos
pendant 9 semaines (Ambali et al., 2011). En outre, Ksheerasagar & Kaliwal. (2006) ont
révelé que I'exposition prolongée au carbosulfan (insecticide carbamate) a la dose 48 mg/kg
pendant 30 jours mene aussi a une diminution significative des niveaux de protéines totales et

de ’albumine.
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En revanche Basir et al. (2011) ont rapporté que le traitement des lapins par I’insecticide
lambda-cyhalothrine a des doses de 4 et 8 mg/kg a montré une augmentation de la
concentration sérique des protéines totales et de I'albumine. Cependant, I'étude toxicologique
du pesticide diméthoate faite sur des rats albinos, soumis a des doses de 4 et 16 mg/kg n’a
montré aucun effet sur les protéines plasmatiques (Khogali et al., 2005); de méme que (Chiali
et al., 2013) ont montré que les rats recevant la métribuzine (1,30 et 13 mg/kg) et/ou le
mancozébe (50 et 500 mg/kg) ne présentent aucune variation significative des teneurs
sériques en protéines totales.

La bilirubine est le produit du catabolisme de I'hémoglobine dans le systeme réticulo-
endothélial; la dégradation de 1’heme détermine la formation de la bilirubine non conjuguée
qui est ensuite transportee vers le foie (Cataudella et al., 2012). Nos résultats ont révélé des
niveaux élevés en bilirubine totale et directe chez les groupes traités en comparaison au
groupe témoin. Cela concorde aussi avec les résultats obtenus par Ayaz et al. (2013) qui ont
rapporté que la concentration de la bilirubine totale et directe chez les travailleurs industriels
de pesticides n’était pas dans la fourchette normale ; une augmentation supérieure a la norme
a été signalée. Le niveau élevé de la bilirubine totale et directe aprés une exposition aux
pesticides a été également signalé par d'autres recherches (Scharschmidt, 2000). Cette
augmentation pourrait étre attribuée a une exposition prolongée aux pesticides affectant le
fonctionnement hépatique, menant ainsi a une augmentation du taux de la bilirubine dans le
sang. Une étude faite sur des travailleurs exercant des professions dans lesquelles il y’a une
exposition constante aux pesticides, a montré un taux élevé de la bilirubine totale et directe
chez ces groupes par rapport aux témoins (Khan et al., 2013). Des résultats publiés (Bashizar
et al., 2014) sur les effets de I'amitraze sur quelques paramétres biochimiques liés a la
fonction hépatique chez les rats ont montré que I’exposition a une dose de 200 mg/kg pendant
30 jours a donné une valeur sérique élevée de la bilirubine comparée aux groupes témoins.
D’autres recherches consacrées a 1’étude des effets toxiques du propétamphos (insecticide
organophosphoré) et a la cyperméthrine (insecticide de pyréthrinoides) ont révélé que le
traitement par une dose de 5mg/kg de propétamphos et une dose de 10 mg/kg de
cyperméthrine pendant 60 jours aboutissent a des niveaux de bilirubine élevés a la norme
(Kanbur et al., 2014). Ces résultats sont en concordance avec des travaux antérieurs faits sur
des rats soumis au mancozebe a des doses respectives de 400 et 800 mg/kg pendant 28 jours.
Leurs résultats ont montré une augmentation importante de la bilirubine totale, tandis qu’une
diminution de la bilirubine conjuguée a été observée chez le groupe traité a 800 mg/kg

(Adjrah et al., 2013). Dans une autre étude, I'effet du malathion administré oralement a une
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dose de 146,06 mg/kg aux cailles japonaises méales pour une durée de 8 semaines a révélé une
augmentation significative de la bilirubine totale et directe (Ayaz et al., 2013).

Toutefois, une étude faite sur 100 personnes ageées entre 20 et 60 ans, soumis & une mixture de
pesticides issus de leur activités agricoles, a montré chez ces personnes, des taux inférieurs a
la norme en bilirubine directe comparés aux personnes témoins (Awad et al., 2014).

Dans les études liees a la toxicité, un ou plusieurs paramétres sont mesurés pour évaluer un
large éventail de fonctions physiologiques et métaboliques affectant I'identification des
organes cibles et I'évaluation des lésions des tissus (Akhtar et al., 2012). Le foie, organe cible
de plusieurs xénobiotiques et site principal de la détoxification et du meétabolisme intense est
sujet a divers troubles comme une conséquence de I'exposition aux toxines extrinseques ainsi
qu’aux formes intrinséques (Guyton & Hall, 2002).

C’est aux fins de confirmer la toxicité des pesticides au niveau tissulaire que nous avons
réalisé des coupes histologiques sur le foie. Cet examen histologique est congu dans le but de
compléter nos résultats précédents. L’analyse histopathologique du parenchyme hépatique a
révélé une désorganisation architecturale des mailles hépatocytaire résultant de la nécrose et
de la vacuolisation cellulaire. Ces changements pourraient étre dus a la grande quantité de du
mancozebe accumulé au niveau des hépatocytes. Des résultats semblables sont montrés par
d’autres auteurs apres une exposition a d'autres pesticides (Garoui et al., 2011; Ksheerasagar
et al., 2011; Renugadevi et al., 2009; Ksheerasagar & Kaliwal, 2006; Pedraza-Chaverri et al.,
2006; Choudhary et al., 2003). D’apres certaines études les troubles de 1’oxydation des
lipoprotéines et I’augmentation de stress oxydatif peuvent également conduire a une nécrose
au niveau des hépatocytes (Ratziu et al., 2010; Marra et al., 2008).

Néanmoins, les données de I'étude histologique sur les effets des carbamates sur le foie a
montré la formations de vacuoles dans les hépatocytes, des infiltrations leucocytaires et une
congestion des vaisseaux sanguins résultant d’une hémorragie (Mamun et al., 2014). Aussi,
nos résultats sont en conformité avec les études faites par Grewal et al. (2010) qui indiquent
que I’intoxication par le carbofuran résulte d’un effet délétére sur la structure histologique du
foie avec des nécroses, désorganisation des lamelles hépatiques ainsi qu’une dilatation dans la
structure de la sinusoide hépatique. Des résultats semblables ont été rapportés sur le
malathion, 1’endosulphon et d'autres pesticides qui confirment qu’une exposition a ces
pesticides méne a une perturbation histologique chez les animaux de laboratoire (Ahmed &
Nasr, 2009; Yousef et al., 2003 ; Adeniran et al., 2006). Egalement, I'observation histologique
du tissu hépatique des poissons (Oreochromis mossambicus) exposés a 0,008 ppm de

cyperméthrine pendant 96 heures a révélé une désintégration compléte des hépatocytes avec
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une diminution de la taille du noyau; aprés 192 heures d'exposition, il y a eu une

vacuolisation étendue dans toutes les hépatocytes, menant a la perte de la forme polygonale

(Karthigayani et al., 2014).
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11.3. Effet du mancozébe sur Pactivité thyroidienne.

11.3.1. Action sur la thyroxine libre (FT4).

Les résultats obtenus (Figure 23) montrent une diminution hautement significative de la
concentration sérique de la thyroxine libre (FT4) chez tous les groupes traités par le

mancozebe a différentes doses comparés au groupe témoin.
11.3.2. Action sur la triiodothyronine libre (FT3).

Nos résultats montrent une diminution hautement significative de la concentration sérique de
la T3 libre que chez le groupe traité a 1000 mg/ kg ; les autres groupes ne montrent aucun

changement significatif comparativement au groupe témoin (Figure 23).
11.3.3. Action sur la structure histologique de la thyroide.

L’étude histologique de la glande thyroide (Figure 24) du groupe témoin (planche A) a
montré des follicules avec un épithélium régulier rempli du colloide d’aspect homogene. Chez
les groupes traités au mancozebe a différentes doses (planche B, C, D) nous observons une
dégénérescence hydropique accompagné d’un épaississement de I'épithélium folliculaire. Une
dispersion colloidale caractérisée par la présence des cellules libres dans la lumiére et

I’infiltration d’cedéme (planche C).
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Figure 23 : variation de la concentration sérique en thyroxine libre (FT4) et en
triiodothyronine libre (FT3) chez les rats témoins et traités au mancozebe a des doses de 250,
500, 1000 mg/kg. (M£SD, N=8)
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Figure 24 : Coupes histologiques de la thyroide (Gr x400) ; (A) : de rats témoins, (B, C, D):

des rats traités respectivement aux doses de 250, 500, 1000 mg/kg/ jour au mancozebe.
1: La colloide, 2 : Epithélium simple, 3 : Follicule thyroidienne
= Epaississement de ’épithélium
mmmp Dispersion du colloide

* Infiltration d’cedéme
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+ Discussion.
La thyroide est une glande endocrine, responsable de la synthese et de la sécrétion des
hormones thyroidiennes. Ces derniéres ont un role crucial dans la régulation du métabolisme
glucidique, protéique, lipidique et phosphocalcique (Kale et al., 2006 ; Wagner et al., 2008;
Yoshimura, 2013). Cependant, la fonction de la glande thyroidienne pourrait étre activée et
altérer ainsi plusieurs processus biochimiques et physiologiques, tels que le métabolisme
cellulaire et les parametres de stress oxydant (Das & Chainy, 2001; Fernandez et al., 2006 ;
Kale et al., 2006). L’hypothyroidisme fait référence a une "déficience” de la glande thyroide
de telle sorte qu'elle produit trop peu d’hormone thyroidienne (Haddow, 2010). La carence en
iode était la principale cause d'hypothyroidie car I’iode est un oligoélément minéral
absolument nécessaire a la vie et a la production des hormones thyroidiennes T3 et T4 (OMS,
2009).Certaines études ont rapporté que I'exposition humaine aux pesticides est associée a la

perturbation du taux d’hormones thyroidiennes (Meeker et al., 2007a; Schell et al., 2004).

Dans nos résultats, nous relevons une diminution des taux de la thyroxine libre FT4 et de la
FT3 chez les rats exposés aux différentes doses de mancozébe (250, 500, 1000 mg/kg) par
rapport au groupe témoin. Le mancozébe et son métabolite 1’éthyléne thiourée sont Cités
comme responsables de la réduction de la synthése et de la libération de T4 et son stockage
dans le colloide (Axelstad et al., 2011; Maranghi et al., 2013), par inhibition de I'absorption
des iodures et I’activité peroxydase dans les cellules épithéliales (Miller et al., 2009). Il a été
démontré que l'exposition aux pesticides nuit a la santé humaine, causant des troubles
hormonaux (Slimani et al., 2011) ce qui mene a la perturbation de la sécrétion des hormones
thyroidiennes (Wan et al., 2005). L'exposition aux pesticides a €té également soupgconnée des
possibilités de développer un cancer de la thyroide (Sohail et al., 2004). Des recherches ont
rapporté que les pesticides exercent un effet delétere sur les cellules folliculaires (les
thyréocytes) en inhibant 1’action des enzymes responsables de la conversion de T4 en T3
(Ahmed et al., 2000). A cet égard, il est bien connu que la concentration du T3 plasmatique
est inférieure de celle du T4 mais ’hormone T3 est plus active, se liant faiblement avec les
protéines sanguines et se dégradant plus rapidement que la T4 dans le sang (Silvestri et al.,
2005). Des études ont recensé un large éventail de pesticides qui peuvent entrainer une
réduction des taux des hormones thyroidiennes circulantes chez les animaux experimentaux
(Howdeshell., 2002). En outre, d’autres perturbateurs endocriniens sont en cours
d'identification et pressentis d’avoir une interférence directe avec les récepteurs des hormones

thyroidiennes (Zoeller., 2010) ou avec d'autres processus qui contrdlent I'action de I'normone
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thyroidienne (Gilbert et al., 2012). Cette littérature est apparue (Boas, 2011; Boas, 2009) afin
de mettre en évidence les preuves raisonnablement fermes que les pesticides ont des effets
perturbateurs thyroidiens et que plusieurs autres contaminants communs ont également ces
propriétés. 1l est bien clair que les changements dans les taux des hormones circulants de la
thyroide refletent les changements de 1’action de ces derniers sur les tissus cibles (Zoeller,
2003). Nos résultats concordent a ce niveau également avec ceux de Toft et al. (2006) qui ont
démontré une diminution du niveau de I'normone T3 avec une augmentation du niveau de la
TSH pour les personnes exposées aux pesticides carbamates. Il y’a lieu de signaler encore, les
recherches rapportées par Lacasafia et al. (2010) qui ont démontre I'aptitude des
organophosphorés et des carbamates a modifier la fonction de la glande thyroide chez
I'homme via I’enzyme PONL1, en évaluant l'interaction entre I'exposition a des composés
organophosphorés, carbamates et I'activité enzymatiqgue PON1 sur les niveaux sériques de
TSH et les hormones thyroidiennes dans une population de travailleurs professionnellement
exposés aux pesticides. Lorsque l'activité de la PON1 a été augmentée, ils ont observé une
diminution du pourcentage de variation du niveau de T3. D’autres résultats ont suggéré aussi
que I’exposition au chlorpyrifos a une dose de 5 mg/kg pendant 14 jours, méne & une
hypothyroidie qui a été mise en évidence par une diminution trés hautement significative de la
T3 et T4 (Shady & Noor EI-Din., 2010). Parallelement, Ambali et al. (2011) ont enregistré
une diminution du taux sérique de T3 et de T4 avec une augmentation significative de la TSH
chez les rats exposés au chlorpyrifos a une dose de 4.25 mg/kg pendant 9 semaines. En outre
une autre étude a démontré que I'exposition preé et post natales a de faibles doses (6,2 mg/kg)
d’éthylénethiourée est associée a une hypothyroidie méme si cette dose est inférieure a celle
rapportée par la NOEL (Maranghi et al., 2013). La thyroglobuline, une glycoprotéine, est le
précurseur des hormones thyroidiennes : T4 et T3 (Pilling., 2007). Cette glycoprotéine est
synthétisée par les cellules folliculaires et stockée dans la lumiére des follicules (Lin., 2008).
L’étude Immunohistochimique montre que 1’exposition au chlorpyrifos altére I'expression de
la protéine de la thyroglobuline dans le colloide (Shady & Noor EI-Din., 2010).
L'hypothyroidie chez les rats traités au mancozebe a été signalée aussi par certains résultats
obtenus ultérieurement (Venerosi et al., 2008; Jeong et al., 2006); des rats femelles exposées
a de faibles doses de Lambda-cyhalothrine (insecticide de la famille des pyréthroides) pendant
30 jours a entrainé une légere diminution des taux des hormones thyroidiennes, mais a accru
de maniére significative la concentration de la TSH (Tukhtaev et al.,2012). L'hypothyroidie
observée chez des rattes gestantes a été la conséquence de la diminution des concentrations

des hormones thyroidiennes observées chez la génération F1 (Ahmed, 2011). Yu et al. (2009)
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ont montré que I'exposition prénatale et postnatale au perfluorooctane de sulfonate conduit au
développement d’une hypothyroidie chez les rattes et ses ratons. Axelstad et al. (2011) ont
rapporté que le traitement des rattes gestantes au mancozebe a provoqué une hypothyroidie,
tandis que le poids, la structure et la fonction de la glande thyroide des ratons n’ont pas été
modifiés. 1l a été présumé que la réduction des hormones thyroidiennes peut étre liée a une
perturbation hépatique (Leghait et al., 2009) ou le résultat d'un effet cytotoxique direct sur la
glande thyroide résultant d’un stress oxydatif (Abdollahi et al., 2004). Précédemment, Du et
al. (2010) ont montré que les pyréthroides et les carbamates et en particulier leurs métabolites
ont des propriétés antagonistes aux récepteurs des hormones thyroidiennes. Alors que
Saravanan et al. (2009), considerent que l'action des perturbateurs endocriniens ne rentre pas
dans le schéma classique de la régulation hormonodépendante. Selon leur conclusion, I'effet
des perturbateurs endocriniens est associé a un complexe de plusieurs cibles et a plusieurs
modes actions sur l'axe hypothalamo-hypophysothyroidien. Par référence aux niveaux
d'hormones thyroidiennes, nos résultats sont conformes a ceux d’El-Bakhmy et al. (2011);
Wang et al. (2009) et Finch et al. (2006) qui ont observé une baisse des niveaux sériques de
T3 et T4 des rats exposes aux différents pesticides. Les mémes constations ont été observées

chez les souris traitées par les insecticides carbamates (Al-Thani et al., 2003).

Cependant, nos résultats ne rejoignent pas 1’étude de Hassanin. (2011) a I’issue du traitement
des rats par deux insecticides, I’un étant un carbamate et I’autre, un organophosphoré. De plus,
d’autres résultats publiés précédemment (Hfaiedh et al., 2011) ont montré des taux d’hormones
thyroidiennes élevés a la norme suite a I’exposition des rats a au lindane (insecticide
organochloré) a une dose de 50 mg/kg pendant 30 jours. Parallelement, une étude a été menée
pour évaluer les effets des pesticides sur la santé des agriculteurs en déterminant les niveaux
des hormones circulantes (T4 et T3) dans le sang. Les résultats obtenus montrent que
I'exposition des agriculteurs aux pesticides a changé de maniere significative les niveaux de
T4 et de la T3; une augmentation significative a €té enregistrée en comparaison avec le
groupe des personnes non exposées (Quraishi et al., 2015). En outre, dans une étude menée
par La Casafia et al. (2010) sur 136 agriculteurs de I'Etat de Mexico, il a été constaté une
augmentation du taux de la T3 et de la T4. Pareillement, une autre étude menée par
Abdennour et al. (2011) sur des agriculteurs du nord-est Algérien exposés de fagon
permanente aux pesticides a abouti a des niveaux sériques de T4 et de T3 significativement
élevés. Barlas et al. (2002) ont rapporté que I'exposition des rats au carbendezime a des doses
de 150, 300 and 600 mg/kg pendant 15 semaines a provoque une augmentation significative
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du niveau sérique de T3 sans I’altération de la thyroxine serique (T4). Il a également été
mentionné que I'exposition au carbofuran a entrainé une augmentation de la concentration de
la thyroxine sérique (T4) chez des brebis (Kimura et al., 2005). Pareillement, des oiseaux
adultes males ont été exposés respectivement a 0,5% mg/kg de DLso d’imidaclopride et de
mancozebe, pendant 30 jours et par conséquent, leur concentration plasmatique de T3 a
augmenté significativement en réponse a l'exposition aux pesticides. D’autres recherches ont
suggéré que cette augmentation est due a la synthése de la T3 a partir d’une source non-
thyroidienne (désiodation de la T4) (Pandey & Mohanty, 2015) ; Tandis que, Manfo et al.
(2012) n'ont pas trouvé de changements dans les niveaux sériques de T3 et T4 chez les
agriculteurs exposeés aux pesticides agricoles au Cameroun. En revanche, I'exposition des rats
males au carbofuran n’a provoqué aucune altération significative de la tritodothyronine (T3)

et de la thyroxine (T4) (Goad et al., 2004).

L’observation histologique a révélé des lésions des follicules thyroidiennes avec une
dispersion colloidale chez les groupes traités au mancozeébe. L’exposition substantielle au
carbamates est a ’origine des dommages des follicules de la thyroide et des 1ésions dans le
stroma, (Pandey & Mohanty., 2014). En outre, Axelstad et al. (2011) ont suggéré que le
mancozebe serait responsable des Iésions de la thyroide suite aux expositions aigués a des
doses élevées. Aussi, I’éthyléne thiourée, principale métabolite du mancozebe, est également
signalée comme agent causal des lésions des follicules de la thyroide méme a des doses
inférieures a la NOAEL chez les rats (Maranghi et al., 2013). Les mémes résultats sont
rapportés pour I’imidaclopride et ses métabolites comme responsables des lésions de la
thyroide chez les rongeurs apres une exposition aigue a des doses élevés (Zaror et al., 2010).
Selon Axelstad et al. (2011), I’hypertrophie et I’hyperplasie des cellules épithéliales suite a
I’exposition au mancozébe et a 1I’imidaclopride peuvent avoir contribué a des changements
dans la glande thyroide, en particulier pour le poids et le volume. Les résultats auxquels nous
sommes parvenus correspondent a ceux de Shady & EI-Deen. (2010) ; une dégénérescence et
une apoptose des cellules folliculaires ont été remarquées chez les rats exposés au
chlorpyrifos. Dans une autre étude histopathologique de la thyroide des rats traités au
carbendazime a une dose de 300 mg/100g pendant 30 jours, il a été révélé des changements
dégénératifs et atrophiques dans les cellules épithéliales par rapport aux cellules témoins
(Gawande et al., 2009).

79



Résultats & Discussion \-/ )

11.4. Effet du mancozeébe sur la fonction reproductrice.

11.4.1.Variation de la concentration des spermatozoides.

Les résultats présentés dans la figure 25 montrent une diminution significative de la
concentration des spermatozoides chez les groupes traités respectivement a 500 et 1000
mg/kg/j, tandis que le groupe traité avec 250 mg/kg/j ne montre aucun changement significatif

par comparaison au groupe témoin.
11.4.2. Variation de la mobilité des spermatozoides.

Les données statistiques sur la mobilité des spermatozoides révélent une diminution
hautement significative enregistrée chez tous les groupes traités au mancozébe par

comparaison au groupe temoin (Figure 25).

11.4.3. Variation de la concentration sérique en testostérone.
Les résultats statistiques illustrent une diminution significative de la concentration sérique en
testostérone chez tous les groupes traités au mancozebe a différentes doses toujours par

comparaison au groupe temoin (Figure 25)

11.4.4. Etude histologique des testicules.

L’examen des coupes du tissu testiculaire (Figure 26) des rats témoins (A) montre des tubes
séminiféres serrés avec une spermatogenése d’aspect normal. Les mitoses sont distribuées a
tous les niveaux ; les spermatogonies de petites tailles sont situées a proximité de la
membrane basale et les spermatozoides murs remplissent presque la totalité de la lumiére des
tubes séminiferes qui respectent son diametre. Chez les rats traités aux différentes doses de
mancozeébe (A, B, C), nous observons une perte de la spermatogenese avec une diminution du
nombre des cellules de la lignée germinale (C, D). Une dégénérescence des cellules de sertoli
a éte observee chez le groupe traité a une dose de 1000 mg/kg (D), avec la présence de débris

cellulaire (spermatozoides morts) dans la lumiére.

80



Rébultats& Discussion \/

300 -
]
=}
9 250 -
g |
g 200 - T
5 _ *
Q = *®k
. E 150 -
T g
§ = 100 |
s
= 50 -
3
§ 0
GT MZ1 MZ2 MZ3
Groupes expérimentaux
80 -
X
»n 70 -
3 T
o 60 -
N
o
g 50 | EX X3
5 40 - T
>
g 30 _ KKk
©
w 20 - il
=
5 10 -
E 0 T T T
GT MZ1 MZ2 MZ3
Groupes expérimentaux
3 -
55 1 Testostérone
E
g 2 ¥
5 [
g 15 -
5 17
[
S
c 0.5 -
o
o
O T T T
GT MZ1 MZ2 MZ3
Groupes expérimentaux

Figure 25 : Variations de quelques biomarqueurs liés a la fonction reproductrice
(Concentration et mobilite des spermatozoides, concentration en la testostérone) chez les rats
témoins er traités au mancozebe a des doses de 250, 500, 1000 mg/kg. (M+SD, N= 8)
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AN

Figure 26 : Coupes histologiques des testicules (Gr x400) : (A) rats témoins, (B), (C), (D) rats
traités respectivement a des doses de 250, 500, 1000 mg/kg/ jour au mancozebe.

1 : Lumiére des tubes seminifeéres, 2 : Cellule de leydig, 3 : Tube séminifere.
<—p Elargissement de la lumiere du tube séminifére
——> Perte de la spermatogénese

* Dégeénérescence et lésion

+ Débris cellulaire
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4 Discussion.

L'exposition aux pesticides a certaines étapes du développement de la vie peut causer des
dommages irréversibles a la structure et a la fonction des gametes, particulierement au cours
du cycle de reproduction est (Sanborn et al., 2004). Plusieurs études ont suggéré que la qualité
et le potentiel de fécondité des spermatozoides est en baisse (Aitken et al., 2004; Jgrgensen et
al., 2006). Les polluants environnementaux, les expositions professionnelles et le mode de vie
ont été pressentis en tant que contributeurs possibles a ces changements (Homan et al., 2007).
Les pesticides étant considérés comme les perturbateurs majeurs de la fonction reproductrice
chez I’homme (Carrefio et al, 2007;.. Joshi et al, 2011) des lors qu’ils modifient le nombre et
la forme des spermatozoides, augmentant ainsi le risque de l'infertilité (Chang et al., 2004;
Presibella et al., 2005;. Jensen et al, 2006; Joshi & Sharma, 2011).

Nos résultats ont confirmé une baisse de la concentration et de la mobilité des spermatozoides
ainsi que la concentration sérique de la testostérone. La baisse du nombre et de la mobilité des
spermatozoides au cours des dernieres décennies peut étre attribuée a 1’exposition accrue aux
perturbateurs endocriniens environnementaux (Yuan et al., 2010). Aussi, la faible densité du
sperme epididymaire peut étre due a une altération du métabolisme des androgénes (Duty et
al., 2003). Des résultats similaires sur la mobilité des spermatozoides ont également signalé
une baisse chez les rats exposés aux différents carbamates, affectant ainsi leur pouvoir de
fécondation (Gupta, 2001). Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par El-Kashoury et
al. (2010), qui ont montré que le traitement des rats au Dicofol (un acaricide) a des doses
faibles et fortes pendant 16, 28 et 90 semaines réduit significativement le nombre des
spermatozoides chez tous les groupes traités; de méme que I’exposition des souris a
I’endosulfan a une dose de 3 mg/kg pendant 35 jours a révélé des dommages au niveau de la
queue des spermatozoides et une dégénérescence acrosomiale avec une diminution du niveau
de testostérone, signifiant ainsi un dysfonctionnement testiculaire (Ali et al., 2012) du fait que
la testostérone est 1’androgene majeur pour le maintien de la fertilité (Simanainem et al.,
2008). En outre, le traitement des rats adultes par I’endosulfan pendant 10 semaines a inhibé
les fonctions testiculaires causant une diminution du nombre et de la mobilité des
spermatozoides ainsi que des changements dans la concentration de la testostérone avec des
malformations morphologiques (Amizadeh & Askari, 2011 ; Modaresi & Seif, 2012); autre
constat relevé, le traitement avec 30 mg/kg de lindane pendant 14 et 28 jours a montré une
malformation des spermatozoides affectant le nombre et la mobilité de ces derniers (Sharma

& singh., 2010). Enfin, tous les rapports disponibles ont montré que la plupart des fongicides
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sont des inhibiteurs de la spermatogenese au niveau des gonades d¢s lors qu’ils affectent la
synthése de la testostérone (Ranjan & Daundkar., 2014). Autres observations a I’appui de
cette affirmation largement partagée par des chercheurs: la diminution de la concentration
sérique de la testostérone est observée chez des lapins traités au thiophanate meéthyl a des
doses de 50,100 et 150 mg/kg pendant 4 semaines (Bououza et al., 2014) . Pareillement,
Mansour et al. (2008); Uzon et al. (2009); Maitra & Mitra. (2008) ont rapporté des réductions
de la concentration de la testostérone chez des rats traités au malathion et au méthyl parathion.
Cette baisse de la testostérone pourrait probablement étre la raison de la diminution de la
réponse des cellules de Leydig a la LH et/ou l'inhibition directe de la stéroidogenese
testiculaire (Adedara et al., 2013). Il est bien évident que LH est le premier régulateur de la
synthése de la testostérone par les cellules de Leydig (Hallegue et al., 2003 ; Sivasankaran et
al., 2007). Le mancozébe peut alors affecter les hormones hypothalamiques et hypophysaires
en perturbant la sécrétion de GnRH qui stimule a son tour 1’adéno-hypophyse pour sécrétion
de LH et FSH par la modification des sites de réception affectant la sécrétion de la
testostérone (Toppari., 2008). Ceci explique donc la diminution de la concentration et de la
mobilité des spermatozoides dans les groupes traités, en particulier ceux traités avec des doses
élevées par rapport aux témoins. Des études similaires sur les rats traités au paclobutrazole
(pesticide des triazines) a des doses de 10, 100, 1000 mg/kg pendant 50 jours montrent un
dysfonctionnement de la spermatogenése et des cellules de sertoli, qui sont nécessaires a la
maturité des tubes séminiferes, en plus de son réle dans la nutrition des spermatozoides (Li et
al., 2012 ; Veeraiah et al., 2013). L'exposition également au dieldrine a des doses de 3 et 6
mg/kg pendant 10 jours consécutifs, induit une diminution du nombre et de la mobilité des
spermatozoides epididymaire; en conséquence, la concentration de la testostérone plasmatique
a éeté considérablement amoindrie (Hallegue et al., 2003). Les faibles niveaux de la
testostérone pourraient aussi étre dus a ’effet toxique du pesticide sur la composante
stéroidogénique essentielle a la production de I’androgéne (Ma et al., 2004; Verma &
Mohanty., 2009. Les mémes observations ont ete enregistrées par Clair et al. (2012) apres un
traitement in vitro des testicules par le glyphosate a des doses variaient de 1 a 10000 ppm.
Aussi, une étude sur I’effet de 1'acéphate (insecticide organophosphoré) a une dose de 75
mg/kg/ jour pendant 15, 30 et 45 jours sur les hormones sexuelles, la densité du sperme et la
mobilité des spermatozoides des rats méles albinos a révélé une baisse du taux de testostérone
accompagnée d’une diminution de la concentration et de la mobilité des spermatozoides
(Joshi & Sharma., 2012). Des études antérieures ont montré aussi que la plupart des

carbamates inhibent I'activité estérase dans des cellules de Leydig qui se traduisent par une
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réduction de la synthese de la testostérone (Bustos & Gonzélez., 2003 ; Uzumcu et al.,
2004 ; Recio et al., 2008). Finalement, on est arrivé a la conclusion que les carbamates
réduisent l'activité de I'acétylcholinestérase et bloquent l'influx nerveux; cet effet peut
modifier la libération d'hormones hypophysaires, a savoir FSH et de LH, ce qui conduit a la
réduction de la production des spermatozoides dans les testicules (Ngoula et al., 2007).
Certains chercheurs ont relevé une réduction significative du nombre de spermatozoides
mobiles avec une augmentation considérable du pourcentage de spermatozoides morts,
anormaux et immatures dans le cas d’une exposition chronique au mélange d’insecticides
(Marmol-Maneiro et al., 2003 ; YuBo et al., 2009). Aussi, Ezeji et al. (2015) ont suggéré que
La réduction du nombre des spermatozoides chez les rats exposes au dichlorvos peut étre due
a la réduction de la testostérone qui joue un réle important dans la spermatogenése.
Chaudhary & Joshi. (2003) ont imputé la faible concentration des spermatozoides a I’activité
enzymatique altérée, responsable de la spermatogenése. D’autres carbamates signalés
responsables de la réduction du nombre des spermatozoides ont été rapportés par plusieurs
chercheurs (Joshi et al., 2007; Kavlock et al., 2005;. Reddy et al, 2006 ; Pareek et al, 2007).
Une étude a rapporté l'effet de dichlorvos sur le nombre des spermatozoides et la
spermatogenéese chez les souris males qui ont éte traitées avec (0,1 mg/jour et 0,05 mg/ jour)
pour une période de 15 jours; une baisse significative des spermatogonies et spermatocytes
primaires a été relevé (Kata., 2008). Des doses de 0, 3.66, 5.50 et 11 mg de diméthoate ont été
injectées a des rats pendant 90 jours et les résultats obtenus ont confirmé une diminution
significative de la concentration et de la mobilité des spermatozoides (Ngoula et al., 2007).
Une autre étude a été menée pour évaluer les effets du malathion sur le systeme reproducteur
male des rats Wistar. Des doses de 50, 150 et 250 mg/kg de malathion ont été administrées
par voie orale pendant 60 jours ont montré une réduction du nombre de spermatozoides ainsi
que leur mobilité (Choudhary et al., 2008). Ces constatations ont été observées par Shittu et
al. (2013); Olorunshola et al. (2011). Le traitement par le lindane & des concentrations de 9 et
18 mg/kg pendant 60 jours a eu pour effet une diminution de 42% a 50% du nombre des
spermatozoides (Simic et al., 2012). Plusieurs autres études ont restitué des résultats
similaires : des rats males traités a une dose de 170 mg/kg de malathion pendant une période
de 13 jours, ont révélé une baisse significative du nombre de spermatozoides observés au
testicule et a 1’épididyme (Espinoza-Navarro et al., 2014). Le traitement des cobayes par
I’endosulfan a des doses de 2,5 et 5 mg/kg pendant 14 jours a abouti aux mémes resultats

signalés précédemment (Umar et al., 2012). Ces pesticides peuvent modifier la lignée
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germinale des tubes séminiferes dans les testicules ce qui diminue la capacitation et la
maturation des spermatozoides (Jorsaraei et al, 2010; Mathur & D Cruz, 2011).

Nos résultats histologiques ont montré, chez les rats traités a différentes doses de mancozebe,
une altération des étapes de la spermatogenése avec une dégénérescence des cellules de
sertoli. Des études similaires sur Les effets des pesticides sur 1’histologie des testicules ont
montré que 1’exposition des rats méles au lindane a des doses de 10, 20 et 40 mg/kg contribue
a la suppression de la spermatogenése par une réduction de la prolifération des cellules
germinales ainsi que 1’augmentation de 1’apoptose des cellules germinales (Yuksel et al.,
2009). D’autres recherches publiées sur le traitement des rats par I’endosulfan ont signalé une
altération de la spermatogenese, histologiquement par une diminution du diameétre des tubes
séminiféres (Jain et al., 2013). En outre, une dose orale de 40 mg/kg du lindane pendant 60
jours a causé un rétrécissement et une déformation des tubes séminiféres, des vaisseaux
sanguins et une atrophie tissulaire (Nagda & Bhatt, 2011). Des résultats publiés
précédemment sur le traitement des souris par des doses sublétales de méthoxychlore ont
montré des changements dégénératifs des tubes séminiferes conduisant a une augmentation de
leurs diametres et I’apparition d’cedémes interstitiels (Staub et al., 2001). L’Analyse
histologique des testicules des rats exposes a des doses de 3 et 6 mg/kg de dieldrine montre
aussi une altération de la spermatogenése avec une réduction marquée de la production de
gameétes combinée a une réduction des diamétres des tubes séminiféres (Hallegue et al.,
2003). Des troubles histopathologiques similaires ont été également observés chez des
rongeurs adultes lors d'une exposition directe a des doses sublétales de diméthoate et d'autres
composés carbamates (Huang et al, 2006 ; Farag et al, 2007 ; Joshi et al., 2007 ; Choudhary et
al, 2008; Sayim 2007 ; Zidan et al., 2009 ; Elmazoudy et al, 2011). L'examen histologique
des testicules chez les rats traités au dichlorvos a encore révélé des dégénérescences
cellulaires avec hypertrophie des spermatogonies ce qui a probablement conduit a une
réduction de la production des spermatozoides (Ezeji et al., 2015). Aussi, L'histologie des
testicules d'animaux traités avec de fortes doses de diméthoate ont montré une dégénerescence
des cellules de Sertoli avec une désorganisation de I'épithélium germinal ; la lumiére des tubes
séminiféres a révélé de faibles concentrations en spermatozoides (Ngoula et al., 2007). La
deltaméthrine a la dose de 10 mg/kg pendant un mois, a été administrée par voie intra
péritoneale chez des rats adultes et I’observation histologique a montré une dégénérescence
des tubes séminiferes qui renfermaient un nombre réduit de cellules de sertoli avec une
désorganisation de I'épithélium ainsi que des débris cellulaires dans la lumiere (Kumar et

Nagar., 2015). L’analyse du tissu testiculaire des rats traités au lindane a montré une
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désorganisation cellulaire avec des formes irréguliéres et un espace intercellulaire plus
marqué entre les spermatogonies (Simic et al., 2012). Ces résultats concordent avec d’autres
publiés précédemment (Saradha et al., 2008). Egalement, 1’atteinte des cellules de Leydig
perturbe le fonctionnement des testicules et le développement des spermatogonies
(Fukamachi et al., 2004; Thomas et al., 2008). Une étude sur la toxicité du Profenofos a
montré que I’exposition des lapins males a une dose de 1/10 de la DLsp pendant 15 jours a
pour consequence, une hypertrophie clairement visible dans I'espace interstitiel et une absence

des spermatocytes dans les tubes séminiféres (Memon et al., 2014).
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11.5. Stress oxydatif induit par le mancozébe.
11.5.1. Effet sur le taux du glutathion réduit (GSH).

Le dosage du GSH montre que le traitement par le mancozebe a entrainé une diminution du
glutathion tissulaire. On note une diminution significative de la teneur en glutathion au niveau
du foie et des testicules chez les groupes traités a 500 et 1000 mg/kg, tandis que le groupe
traité a 250 ne montre aucun changement significatif comparativement au groupe témoin
(figure 27).

11.5.2. Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA).

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du taux de MDA au niveau du
foie chez les rats traités au mancozébe a des doses de 500 et 1000 mg/kg. Pour I’effet sur les
testicules, ce taux n’augmente significativement que chez le groupe traité a 1000 mg/kg. Pour
le groupe traité a 250 mg/kg, aucun changement significatif n’est observé par rapport au

groupe temoin (figure 27).
11.5.3. Effet sur ’activité du glutathion peroxydase (GPX).

Les résultats illustrés dans la figure 29 indiquent une diminution significative de I’activité
enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) au niveau des testicules des rats traités a 500 et
1000 mg/kg comparativement aux rats témoins, la diminution au niveau du foie n’est
significative que chez le groupe traité a 1000 mg/kg. Le groupe exposé a 250 mg/kg ne

montre aucun changement significatif (figure 27).
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Figure 27: Variation de la teneur du glutathion réduit (GSH), de la malondialdéhyde(MDA)
et de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) dans le foie et les testicules chez
les rats témoins et traités au mancozébe a des doses de 250, 50, 1000 mg/kg. (M£SD, N=8)
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+ Discussion

Le stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de notre
organisme lorsqu'ils font face a un flux accru de radicaux libres et qu'ils n'arrivent plus a les
piéger ou a détruire (Agrawal et Sharma, 2010). Evaluer le stress oxydant consiste donc a
estimer les mécanismes de défense et analyser les produits secondaires qui peuvent en résulter
(Koechlin, 2006). Les xénaobiotiques, y compris les pesticides, sont connus pour leur réle dans
I’augmentation de la production des radicaux libres qui & leur tour générent le stress oxydatif
dans les différents tissus (Mehta et al., 2008). Plusieurs recherches effectuées sur des animaux
d’expérience ont mis en évidence le r6le important que joue le stress oxydant dans la toxicité
de divers pesticides, y compris des carbamates (Possamai et al., 2007), des N-méthyle
carbamates (Mansour et al., 2009), des organochlorés (Pal et al., 2009), des pyréthroides
(Raina et al., 2009), des triazines (Singh et al., 2010), des néonicotinoides (EI-Gendy et al.,
2010) et des dithiocarbamates (Ahmad et al., 2010).

Le glutathion est un élément crucial, antioxydant du mécanisme de défense ; il fonctionne
comme un réactif direct et anti-radicalaire (Romao et al., 2006 ; Wu et al., 2012). Son
épuisement peut avoir comme conséquence la dégenération de cellules due a I'effort oxydant
provoqué par des polluants (Zhang et al., 2008). Nos résultats ont enregistré un effondrement
du taux de glutathion au niveau du foie et des testicules chez les rats traités au mancozebe.
Les niveaux réduits de GSH chez les rats traités par le mancozebe pourraient étre le résultat
de sa participation en tant qu’antioxydant dans la neutralisation des radicaux libres produits
par ce pesticides (Li et al., 2010; Chiali et al., 2013). La diminution du glutathion hépatique et
testiculaire induite par le mancozébe rejoint les résultats d’autres recherches sur différents
pesticides (Bhatti et al., 2011 ;Singh et al., 2011; Aouacheri et al., 2009). Nos résultats sont
en accord avec ceux obtenus par d’autres auteurs sur différents pesticides (Sankar et al., 2012;
Aboul-Soud et al., 2011). Aussi, d’aprés les recherches consacrées a ce sujet, quelques études
seulement ont mis en évidence I’induction de stress oxydant suite a 1’exposition in vivo ou in
vitro a des carbamates tels que le propoxur, 1’aldicarbe, le carbofuran et le carbaryl (Kaur &
Sandhir, 2006 ; Suke et al., 2006 ; Rai & Sharma, 2007 ; Kamboj et al., 2008 ; Eraslan et al.,
2009 ; Maran et al., 2010). Egalement, une autre étude a montré que le méthomyl provoque
une diminution significative des niveaux du GSH dans le foie ; cet épuisement confirme le
potentiel des carbamates d’induire un stress oxydant dans les différents tissus (Djeffal et
al.,2012). Des résultats similaires ont été également obtenus sur différents organes et tissus

suite a I’exposition des rats a d’autres pesticides carbamates : le carbofuran (Kamboj et al.,
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2006 ; 2008 ; Rai et al., 2009), I’aldicarb et le propoxur (Matos et al., 2007; Maran et al.,
2010) et le methiocarb (Ozden et al., 2009), le méthomyl (Garg et al., 2008 ; 2009 ; 2009a ;
Manawadi & Kaliwal, 2010; EL-Demerdash et al., 2012 ; EL-Khawaga, 2012; EL-Demerdash
et al., 2013). Les résultats d’une autre étude menée sur 1’effet du Raid montrent clairement
que cet insecticide a des concentrations de 430 et 961ug/g a réduit considérablement les
niveaux de glutathion, en particulier dans le foie (Achudume et al., 2010 ; 2011). Il en résulte
que Le GSH joue un role clé dans la détoxification et que la nécrose hépatique est produite
lorsque les réserves en GSH sont épuisées (Ozden et al., 2009). Les résultats obtenus par
I’exposition des rats au chlorpyrifos et au cyromazine témoignent des lésions oxydatives
résultant d’une diminution de la teneur du foie en GSH. (Heikal et al., 2013).

Cependant, Ajiboye. (2010) a enregistré une augmentation des taux en glutathion hépatique
chez les rats traités au 2,2-dichloro phosphate de diméthyle.

Le taux du malondialdéhyde (comme produit final de la peroxydation lipidique) ont été
mesurés pour indiquer la génération des espéces réactives oxydante est des dommages induits
par la peroxydation lipidique tissulaire dans la toxicité des pesticides (Cemek et al., 2010).
Dans notre étude, le traitement par le mancozébe a entrainé une augmentation significative du
taux de MDA dans le foie et les testicules, expliquant ainsi que la peroxydation lipidique a eu
lieu au niveau des tissus incriminés (Ogur, 2005). L’augmentation du taux des especes
réactives oxydantes a I’intérieur des cellules peut étre due soit a une surproduction de ces
substances réactives soit a une diminution de la capacité de les neutraliser (Kirschvink et al.,
2008). Ces résultats sont en accord avec les études de plusieurs auteurs qui ont démontré
I'interaction de I'atrazine (herbicide de la famille des triazines) avec les lipides membranaires
entrainant une augmentation du MDA, marqueur de I’oxydation lipidique (Srivastava et al.,
2012; Aboul-Soud et al., 2011; Bhatti et al., 2011; Singh et al., 2011; Ajiboye., 2010; Nawani
et al., 2010). Aussi, I’exposition des rats aux différentes doses de glyphosate a provoqué des
dommages oxydatifs par ’augmentation significative des taux de MDA des tissus hépatiques
et testiculaires (Waltz, 2010). Aussi, il a été observé que I'administration orale de I'endosulfan
provoque une augmentation du MDA des testicules chez le rat albinos (Takhshid et al., 2012).
L'exposition des rats au chlorpyrifos a une dose de 13,5 mg/kg (1/10 DL50) pendant 28 jours
révele un stress oxydatif exprimé par une augmentation du MDA avec une baisse des niveaux
de glutathion et de glutathion peroxydase (GPx) hépatique (Heikal et al., 2012). En effet,
I'implication du stress oxydatif a été rapportée par plusieurs recherches suite a 1’exposition
aux différents pesticides (Sivapriya et al., 2006; Heikal et al, 2011; Saafi et al, 2011).
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Les cellules possédent d’autres systémes de défense antioxydants incluant des enzymes
comme le glutathion peroxydase (GPx) qui sont la premiere ligne de défense contre le stress
induit par des radicaux libres oxydatifs (Al-Othman et al., 2011).

Les résultats de notre expérimentation ont montré une diminution claire de I’activité¢ de GPx
dans le foie et les testicules apreés le traitement des rats aux différentes doses de mancozebe.
Nos résultats sont similaires & ceux obtenus dans une étude faite sur des rats traités au
malathion a une dose de 27 mg/kg pendant 30 jours. Ces résultats ont enregistré des taux
inférieurs en GPx hépatique et testiculaire (Al-Othman et al., 2011a). Egalement, des études
faites sur une variété de poissons (Labeo Rohita) exposes pendant 15 et 30 jours a une
concentration sub-létale de chlorantraniliprole (insecticide de famille diamides anthraniliques,)
ont révélé une hausse significative du Gpx dans tous les tissus des poissons traités (Bantu et
al., 2013). Des études similaires confirment les mémes constatations (Sharbidre et al., 2011).
D’autres résultats ont également montré que 1’exposition au chlorpyrifos méthyl parathion et
au malathion ainsi que leur mixture a généré un stress oxydatif dans les tissus des rats,
témoignant d’une accumulation des produits de la peroxydation. Les résultats ont montré
clairement une diminution de I’activité de GPx (Ojha et al., 2011). En outre, des rats ont été
traités par voie orale avec deux doses de thiaclopride (112,5 mg/kg) et de deltaméthrine (15
mg/kg) et leur combinaison pendant 30 jours; Les résultats obtenus montrent une diminution
significative de I’activit¢é de GPx chez le groupe traité au mélange (Aydin., 2011). Nos
résultats se conforment aussi aux études de Rehman et al. (2006) et Manna et al. (2005) qui
ont montré que l'exposition a la deltaméthrine a diminué l'activité de GPx dans le foie des
souris exposées a 5,6 mg/kg pendant 15 jours et des rats exposés a 15 mg/kg pendant 30 jours.
La relation entre I'exposition aux pesticides a long terme et la diminution de I’activité de GPx
chez I’étre humain a été rapportée par Lopez et al. (2007). D'autre part, nos résultats
correspondent a ceux de Kapoor et al. (2010) qui ont rapporté une baisse du GPx apres
I’exposition des rats a I’imidaclopride ; méme, Erdogan. (2010) a mentionné une baisse de
I’activité de la GPx hépatique des rats 2 h aprés I'administration de I'imidaclopride a une dose
de 26 mg/kg.

Cependant, Djeffal et al. (2012) ont enregistré une augmentation de I’activité de GPx ; ils ont
suggéré que 1’élévation de I’activité enzymatique Sert a contrecarrer le stress oxydant induit
par le methomyl (insecticide carbamate), et c’est aussi une maniére d’adaptation par

I’organisme (Garg et al., 2009a).
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En revanche, [I’exposition de Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) durant 7 jours au
diazinon (0,5 mg/L) et au benzopyrene (1mg /L) soit séparément, soit ou en mixture n’ont
montré aucune variation significative du taux de GPx hépatique (Da Silva et al., 2014).
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Aujourd’hui, les pesticides sont soupgonnés de présenter un risque majeur pour la santé de
I’homme et pour son environnement. Ils sont en effet fréqguemment mis en cause dans la
dégradation de la biodiversité. Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques suggerent
une corrélation entre 1’utilisation professionnelle des pesticides et 1’apparition de certaines

pathologies chez les populations concernées.

Notre projet d’étude vise a évaluer le potentiel toxique d’un pesticide a usage agricole,
largement utilisé par nos agriculteurs : le mancozebe.

Pour mener a terme notre projet de recherche, des parametres biochimiques et certains
marqueurs de stress oxydant ont été mesurés chez des rats témoins et traités par le mancozébe
durant une période de 8 semaines. Les résultats obtenus peuvent étre résumés dans les points
suivants :

+ L’étude physiologique montre que le traitement par le mancozébe induit une
augmentation du poids corporel des rats en dépit d’une perte d’appétit et une réduction
de la consommation alimentaire.

+ Une variation du poids absolu de quelques organes avec une augmentation du poids du
foie et de la thyroide et une diminution du poids des testicules et de 1’épididyme.

+ L’exploration de la fonction hépatique a révélé une perturbation de certains parametres
biochimique. On releve une augmentation des transaminases, de la phosphatase
alcaline et de la bilirubine totale et directe. Tandis que les protéines totales et
I’albumine ont diminué significativement chez les rats traités au mancozebe.

+ Une perturbation de la fonction thyroidienne exprimée par une diminution de la
concentration sérique de la T3 et de la T4 libre.

+ L’altération de [Dactivité testiculaire s’est manifestée par une diminution de la
concentration et la mobilité des spermatozoides ainsi que la testostérone.

+ Une modification du statut antioxydant est notée chez ces rats qui montrent une
augmentation des teneurs hépatique et testiculaire en malondialdéhyde, en faveur d’un
stress oxydatif évident. Les teneurs en glutathion réduit et glutathion peroxydase sont
significativement réduites au niveau hépatique et testiculaire chez les rats traités par le
mancozébe. Il est possible que le mancozébe a agit comme un générateur de radicaux

libres altérant les systemes de défense des différents organes.
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+ [’étude histologique réalisée sur des fragments de foie, de testicules et de thyroide a

montré des modifications histopathologiques chez les groupes traités au mancozébe.

En effet les résultats illustrent clairement I’apparition d’une inflammation hépatique

des altérations histologiques des testicules et de la thyroide révelées par une

dégenérescence des cellules de spermatogenese et de follicules thyroidiens. 1l semble

donc que le mancozébe est cytotoxique au niveau du foie, des testicules et de la
thyroide.

Nos résultats permettent d’affirmer la toxicité du mancozebe a différentes doses chez I’animal

de laboratoire. Les recherches en termes de santé concernant 1’exposition aux pesticides ont

bien démontré jusqu’a présent ses effets trés néfastes sur I’organisme humain.

En perspective, il serait intéressant de développer ces recherches d’un point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur 1’appréciation de la détoxification
de I’organisme. Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspectives qu’il serait souhaitable
de :
+ Etudier les capacités de détoxification a travers les dosages de tous les éléments de
la cascade enzymatique du systéme de détoxification notamment le GST, Catalase,
SOD et les métallothionines ainsi que les protéines de stress : Heat Shock Protein
(HSP).
+ Prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoir si les perturbations
fonctionnelles et moléculaires pourraient aboutir a 1’apparition des pathologies.
+ Approfondir les recherches du mécanisme d’action du pesticide in vivo : des études
plus approfondies (étude de génotoxicité pour la recherche d’un dommage de
I’ADN ou des études de biologie moléculaire permettant de savoir si une atteinte de
I’ ADN serait déclenchée de fagon directe).
+ FEtudier le potentiel de détoxification des pesticides par certaines plantes
médicinales et tester leurs propriétés phytothérapiques sur un modele de laboratoire.
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ANNEXES




+ Tableaux des résultats

Tableau 07 : Variation de la masse absolue (g) des organes (foie, testicule, épididyme et thyroide)

chez les rats témoins et traités au mancozebe a des doses de 250,500 ,1000 mg/kg. (M+SD, N=8)

Groupes expérimentaux

Parameétres GT MZ1 MZ2 MZ3
Masse absolue

dufoie (@ | 731810002 | 10.6:0.848™ | 11.09:133" | 1188+0.26™
Masse absolue
du testicule (g) 1.7240.06 1.58+0,03" 1.52+0.06™ 1.3740.07"
Masse absolue
de 1’é1fE$idee 0.71£0.15 0.620.05 0.560,05 0.42£0.06"
Masse absolue
de la Egg”""'de 0.016+0.002 0.0250.005 | 0.031x0.006 | 0.028+0.005

*p<0.05;** p<0.01; ***p<0.01 comparant aux témoins

Tableau 08 : Variation de la concentration sérique en thyroxine libre (FT4) et en triiodothyronine

libre (FT3) chez les rats témoins et traités au mancozébe a des doses de 250, 500, 1000 mg/kg.

(M+£SD, N=8)

Groupe expérimentaux

Parametres GT MZ1 MZ2 MZ3
FT4 (ng/dl) 2.64+0.27 | 1.63+0.36° | 1.62+0.16 | 0.58+0.18
FT3 (pg/ml) 4.29+1.03 3.71+0.76 3.71+0.34 2.15+0.27

*p <0.05 ;** p<0.01 ; ***p<0.01 comparant aux témoins
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Tableau 09 : Variation de quelques biomarqueurs sériques liés a la fonction hépatique chez
les rats témoins et traités au mancozébe a des doses de 250, 500, 1000 mg/kg. (M+SD, N=8).

Groupes expérimentaux
Parameétres GT MZ1 MZz2 MZ3
ASAT 153.16+19.04 | 139.83+27.90 | 154.5+32.30 | 195.75+34.91
/it/k)T 24.66+2.65 32.247.36 | 39.25+4.85 59+6.24
(PUAII__) 93.66+25.57 | 115+20.76 | 120.33+26.53 | 182.25+14.52
Protéi(rz/sl_ zotales 76.5+2.73 72+3.55 69.5+2.16 | 68.83x3.31
Biliru(bgi/r?é)totale 1.1620.40 1.33+0.51 1.43+0.63 1.75+0.5
Biliruk(Jrinnge”ziirecte 5.3+2.1 6.3+2.2 7.6+1.96 9.02+2.23"
AIEJnl;Zr::I;)ne 43.6+3,8 42.242.02 | 37.15#8.10° | 31.19+7.14
g

*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.01 comparant aux témoins

Tableau 10 : Variation de quelques biomarqueurs liés a la fonction reproductrice chez les rats
témoins et traités au mancozebe a des doses de 250, 500, 1000 mg/kg. (M£SD, N=8)

Groupes expérimentaux

Parameétres GT MZ1 MZ2 MZ3

Concentration spz (10%ml) | 193.7+53.3 172.4+48.7 | 120.8+39.3 | 100.6+29.5

Mobilité des spz (%) 62.8+4.43 | 30.4+2.04 | 26.6x13 | 17.32#3.2"

Testostérone (ng/ml) 2.45+0.28 1.640.33° | 0.98+0.22" | 0.87+0.26

*p <0.05 ;** p <0.01 ; ***p <0.01 comparant aux témoins
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Tableau 11 : Variation de la teneur du glutathion réduit GSH (nmol /mg de protéine) dans le
foie et les testicules chez les rats témoins et traités au mancozebe a des doses de 250, 500,
1000mg/kg. (M+SD, N=8)

Groupes expérimentaux
Les organes GT MZ1 MZ2 MZ3
Foie 56.11+2.45 | 494226 | 451431 39.9+2.8"

Testicules 3453+2.78 | 28.94+2.04 | 21.22+1.98 15.3242.8

*p<0.05;** p<0.01; ***p<0.01 comparant aux témoins

Tableau 12 : Variation de la teneur de la malondialdéhyde MDA (nmol /mg de protéine) dans
le foie et les testicules chez les rats témoins et traités au mancozébe a des doses de 250, 500,
1000 mg/kg. (M+SD, N=8)

Groupes expérimentaux

Les organes GT MZ1 MZ2 MZ3
Foie 0.36+0.05 0.39+0.04 0.48+0.02" 0.54+0.05
Testicules 0.812+0.07 0.832+0.07 0.920+0.08 1.365+0.20°

*p <0.05 ;** p<0.01 ; *** p<0.01 comparant aux témoins

Tableau 13 : Variation de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) (nmol
GSH/min/mg de protéine) dans le foie et les testicules chez les rats témoins et traités au
mancozeébe a des doses de 250,500, 1000 mg/kg. (M+SD, N=8).

Groupes expérimentaux

Les organes GT MZ1 MZ2 MZ3
Foie 0.53£0.05 0.5+0.06 0.49+0.04 0.39+0.07
Testicules 0.5+0.04 0.33+0.02 | 0.29+0.04" 0.1840.01

*p <0.05 ;** p<0.01; ***p<0.01 comparant aux témoins
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<+ Etude histologique

Fixation dans le Bouin Coupe transversale Cassette

Circulateur Appareil a inclusion

o

Moule Leukart Réalisation d'un bloc Plaque réfrigérée
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Solidification du bloc Dégrossir un bloc Réalisation d'un ruban

Lames sur plaque chauffante

Bacs de coloration Lame colorée
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+ Résultats complémentaires

> Effet du mancozébe sur la masse absolue des organes (reins et rate) des rats
témoins et traités a 250, 500, 1000 mg/kg. .

Groupes expérimentaux

GT MZ1 MZ2 MZ3

MA du rein (g) 1.04%0.10 0.99+0.091 0.894+0.10" 0.899+0.04"

MA de la rate 0.69+0.11 0.82+0.08 1.2240.20" 1.35+0.23"
)]

» Effet du mancozebe sur les parametres hématologiques des rats témoins et
traités a 250, 500, 1000 mg/kg.

Groupes expérimentaux

Parametres GT MZz1 MZ2 MZ3
Globules rouges(x10%ul) | 10.58+0.69 | 8.74+0.38" 8.29+0.31° | 6.97+0.67
Taux d’hématocrite(%) 54.67+1.18 | 43.04+2.13" | 42.32+1.22" | 33.97#3.18
Taux d’hémoglobine (g/l) | 156.8+4.09 146+7.48 143+4.95" 138.546.7

Globules blancs(x10%/pl) 6.4+0.4 8.91+1.68" 10.72+1.74" | 10.35+1.64
Plaquettes (10°/pl) 559.3+126.95 | 526.66+57,8 | 775.83+92.5 | 986.5+39.2
Fer sérique (mg/dl) 276.66+33.02 | 274.16+41.38 | 248+22.53 | 218.25+65.61

> Effet du mancozébe sur les parameétres biochimiques des rats témoins et traités
a 250, 500, 1000 mg/kg.

Groupes expérimentaux
Parametres GT MZzZ1 MZ2 MZ3
Glucose (g/1) 0.88+0.08 1.02+0.12 1.07+0.07 1.18+0.11"
Urée (g/l) 0.39+0.055 0.41+0.05 0.45+0.050 0.49+0.063
Créatinine (mg/l) 47505 5.5+0.54 5.66+0.51" 6.83+0.40
Acide urique(mg/l) | 46.00£7.50 52.1+11.6 61.00+9.8" 65.7+10.8
Cholestérol (g/1) 0.52+0.07 0.51+0.05 0.58+0.07 0.69+0.07
triglycérides (mg/l) | 0.74%0.14 0.87+0.34 1.17+0.33 1.18+0.48
HDL (mg/dl) 0.65+0.05 0.62+0.04 0.59:+0.05 0.57+0.04
LDL(mg/dl) 0.5020.2 0.57+0.1 0.68+0.1" 0.71+03"
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Préparation des solutions

Dosage du glutathion :

Solution EDTA (0,02 M) :

Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750ml d’eau distillée.
Solution DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.
Solution d’acide salicylique (0,25 %) :

Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml d’eau distillée.

Dosage du MDA :
Solution TCA (20 %) :

Dissoudre 20 g de TCA dans 100 ml d’eau distillee

v

Solution Tris :

Dissoudre 0,15 g de tris dans 50 ml d’eau distillee

v

Solution TBA (0,67 %) :

Dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 ml de la solution tris

7
A X4

v

Dissoudre 8,775g NaCl dans 11 d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le
volume a 11 par la solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant HCI ou

Dosage de la glutathion peroxydase (GPX) :
Solution TBS : Tris (50 mM, NaCl (150 mM) :

NaOH.

v

Solution du GSH (0.1 mM) :

Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.

v

Solution TCA (1 %) :

Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

v

Solution DTNB (1,0 mM) :

Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.

7
A X4

v

Dosage des protéines par la méthode de Bradford :
Solution BSA (1 mg/ml) :

Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.
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v" Réactif de Bradford :
Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol (95 %). Agiter par
’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85 %) et
850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 1 de solution).
Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température

de 4 °C et a I’abri de la lumiére.
% Préparation du Bouin alcoolique (100 ml) :

Mélanger :
v 45 ml de solution d’acide picrique 1 % dans de 1’éthanol (95 %)
v 26 ml de Formol.
v' 07 ml d’acide acétique.
v' 22 ml d’eau distillée.
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