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INTRODUCTION

De nos jours, le besoin de produire sans cesse des aliments en grande quantité et de
meilleure qualité nécessite 1’emploi de maniére fréquente et intensive de pesticides. Ces
derniers sont des produits chimiques généralement utilisés dans le domaine agricole pour
lutter contre les ravageurs (Garcia et al., 2012). Les pesticides sont le plus souvent classés,
selon leurs cibles biologiques et selon leurs natures chimiques, en plusieurs familles (Baldi et
al., 2013). L’une des familles les plus utilisees en Algérie est celle des organophosphorés
(Ayad Mokhtari, 2012).

L’usage intensif de ces produits chimiques, individuellement ou sous forme de mélange
entraine leur dispersion dans I’environnement (Baldi et al., 2013). Cela conduit a 1’élévation
du risque d’exposition humaine aux pesticides (Joshi et al., 2007). Ces derniers ont été
incriminés dans ’apparition de diverses pathologies allant des troubles de la reproduction a
des troubles neurologiques en passant par diverses maladies hépatiques et immunologiques et
une multitude de cancers tant chez les consommateurs, généralement par 1’alimentation, que
chez les agriculteurs di a un mauvais emploi de ces produits chimiques. Ils sont responsables
d’environ un million d'intoxications aigués par an avec un taux de mortalité de 0,4 a 1,9%

d’aprés les estimations de 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Garcia et al., 2012).

Les pesticides utilisés dans notre étude sont le Glyphosate et le Chlorpyrifos. Ils ont été
sélectionnés par rapport a leur utilisation intensive sur le marché agricole Algérien et leur
impact sur la santé. En ce qui concerne les organes étudiés, notre choix s’est porté sur le foie
et les testicules. Le premier est le principal organe de détoxification et du métabolisme des
xénobiotiques, dont font partie les pesticides, et le second qui est I’organe de la reproduction,
est connu pour étre la cible de nombreux pesticides.

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’effet sub-chronique d’un mélange constitu¢ des deux
pesticides cités précédemment sur 1’histologie du foie et des testicules des souris BALB/C
males traitées par voie intra-péritonéale. Les résultats de I’observation anatomopathologique
de ces deux organes permettront d’avoir un apercu de I’action combinée de ces deux

pesticides sur la santé humaine.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joshi%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18536496
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I-Geneéralités sur les pesticides
I-1-Historique

Depuis des siecles, les pesticides étaient utilisés pour lutter contre les maladies mais
surtout pour lutter contre les ravageurs des cultures. Ces produits étaient dérivés de composés

minéraux ou vegétaux tels que 1’arsenic et le sulfate (Boland et al., 2004).

Vers les années 1940, le secteur des pesticides a commencé a se developper grace a
I’évolution de la chimie organique, ce qui donna naissance au premier pesticide de synthese
qui est le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT). Toutefois au cours des années 1950, les
scientifiques se sont apergus de la dangerosit¢ de ’utilisation excessive de ces produits
chimiques, ce qui conduit a I’élaboration de diverses recherches pour la prévention des
risques. Malgré cela, la production des pesticides n’a cess¢ d’augmenter jusqu'a nos jours

(Boland et al., 2004).
I-2-Définition des pesticides

L’étymologie du terme pesticide est composée de I’anglais « pest» qui signifie

« ravageurs » et du suffixe « cide » (cida en latin) qui signifie « tuer » (Foubert, 2012).

Ce mot est une appellation générique regroupant diverses substances (molécules) et
produits (formulations) (Boland et al., 2004). Leurs role est de contrdler les nuisibles
(insectes transmetteurs de maladies, ravageurs et mauvaises herbes) ainsi que les produits du

domaine médical et vétérinaire (Periquet et al., 2004).

Les pesticides sont commercialisés sous plusieurs formulations composées de mélanges de
substance active, de solvants, d’adjuvants, de surfactants, de vecteurs, de coloris et de

marqueurs olfactifs (Hurst et Kirby, 2004).
I-3- Classification des pesticides

Il existe plusieurs types de classifications des pesticides. Parmi elles, il existe la
classification basée selon leur cible biologique et celle basée selon leur nature chimique
(Garciaetal., 2012).
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I-3-1-Classification selon la cible biologique

Cette classification se base sur le type de parasite a combattre. Plusieurs familles
appartiennent a ce systéeme de classification telles que : Les acaricides, les aphicides, les
ovicides, les larvicides, les molluscicides, les hélicides, les rodenticides, les taupicides, les
corvicides et les termicides. Toutefois les principales familles sont: les insecticides, les

fongicides et les herbicides (Periquet et al., 2004).
I-3-1-1- Les insecticides

Leur role est de protéger les plantes contre les insectes en entrainant des actions
neurotoxiques, régulatrices de croissance et inhibitrices de la respiration. Les principes actifs
des produits de cette classification sont généralement des organochlorés (Periquet et al.,
2004). Parmi les insecticides figurent le Perméthrine et le Chlorpyrifos (Baldi et al., 2013).

I-3-1-2- Les fongicides

Leur rdle est de combattre les maladies cryptogamiques (protection contre le
développement des champignons microscopiques). Les fongicides agissent en perturbant le
métabolisme glucidique, la biosynthése de I’ADN et de ’ARN tout en inhibant la respiration
ainsi que la division cellulaire (Periquet et al., 2004). Le Mancozeb et le Maneb sont des
exemples de pesticides appartenant au groupe des fongicides (Baldi et al., 2013).

1-3-1-3-Les herbicides

Les herbicides sont des pesticides couramment utilisés dans le monde (Samuel, 2001).
Leur rble est de détruire les plantes adventices (végétation indésirable) qui détournent les
ressources organiques et minérales du sol des cultures. lls peuvent agir de différentes fagons
sur les plantes, tel qu’en inhibant la division cellulaire et la synthese des acides aminés, de la
cellulose ainsi que des lipides ou encore en perturbant la photosynthése et la régulation de
I’auxine qui est ’hormone de croissance des végétaux (Periquet et al., 2004). Parmi les

herbicides figurent le Glyphosate et le Paraquat (Baldi et al., 2013).
I-3-2-Classification selon la nature chimique

Il existe plusieurs familles de pesticides appartenant a cette classification telles que : Les
pyrethrinoides, les thiocarbamates, les urées substituées, les triazines, les phtalimides, les

phenoxyherbicides et les pyridines. Toutefois, les trois principales familles de cette

3
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classification sont les organochlorés (OC), les carbamates et les organophosphorés (OP)
(Baldi et al., 2013).

I-3-2-1- Les organochlorés (OC)

Les OC étaient les premiers insecticides synthétises et utiliser a grande échelle (Lanoix et

Roy, 1976). Ils sont composés de carbone, d’hydrogene et de chlore (Periquet et al., 2004).

Ce sont des composés stables qui s’accumulent dans les tissus adipeux. Principalement
utilisés pour combattre les vecteurs de maladies comme le paludisme, ils sont aussi utilisés
dans I’agriculture comme le DDT. Les OC pénétrent chez les insectes par voie orale ou par
contact direct.

Chez I’étre humain, ces substances, ou leurs métabolites, agissent principalement au niveau
du systeme nerveux central, perturbant les propriétés électrophysiologiques provoquant des
altérations au niveau de la cinétique du flux de Na* et K* a travers la membrane de la cellule
nerveuse, ce qui entraine de multiples propagations de potentiels d'action a chaque stimulus.
Ce mécanisme d’action est responsable de 1’apparition de divers symptomes tels que des
crises de convulsion et dans les cas extrémes, la mort par arrét respiratoire aprés un

empoisonnement aigue (Garcia et al., 2012).
I-3-2-2-Les carbamates

Les pesticides de cette famille sont des esters dérivés de ’acide carbamique (Periquet et
al., 2004). Ils sont utilisés autant qu’insecticides, fongicides, herbicides et nématicides
(Garcia et al., 2012). Toutefois, ils ne peuvent pas avoir d’effet sur les larves car ils sont

instables en milieu aqueux (Lanoix et Roy, 1976).

IIs ont I’avantage d’étre peu toxique chez les mammiféres tout en ayant un grand impact
chez les insectes par leur mode d’action (Periquet et al., 2004). Ce dernier se résume a
I’inhibition rapide de I’activité enzymatique de 1’acétylcholinestérase (AChE) par
l'association covalente de groupes électrophiles (carbamylation) au niveau de 1’enzyme
(Garcia et al., 2012). Parmi les carbamates figure le carbofuran, 1’aldicarbe, le carbosulfan et

le fénoxycarbe (Periquet et al., 2004).
I-3-2-3- Les organophosphorés (OP)

Les pesticides de cette famille sont des esters de I'acide phosphorique. Leurs substances

actives sont chimiquement instables et se terminent généralement par « phos » ou « thion ».

4
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Ils se divisent en trois groupes : Les organophosphorés aliphatiques, les dérivés phényles et

les hétérocycles (Periquet et al., 2004).

Les OP agissent sur les plantes de deux maniéres : soit par un effet systémique, lorsqu’il y
a distribution du produits dans la plante aprés sa pénétration ; soit par une action de surface,

lorsque le produit n’est pas véhiculé dans le végétal (Periquet et al., 2004).

Ces composés sont distribués dans tout 1’organisme et ont la capacité de traverser la
barriére hémato-encéphalique. Parmi eux, les plus liposolubles sont stockés dans les graisses,
ce qui conduit a leur redistribution, et donc, a I’apparition de symptomes retardés et

d’évolutions prolongées (Testud et Grillet, 2007).

Les OP, que cela soit chez I’animal ou chez I’homme, inhibent l'activité des enzymes qui
assurent le fonctionnement du systéme nerveux, essentiellement l'acétyl cholinestérase
(Noworyta-Glowacka et al., 2012). Cette derniere module le taux d’un neurotransmetteur
appelé acétylcholine. Cette inhibition est possible par la phosphorylation de sérine du groupe
hydroxyle dans le site actif de I'enzyme, ce qui a pour conséquence la perturbation de I’influx
nerveux (Garcia et al., 2012). Divers mécanismes d’action sur d’autres estérases liés a la
toxicité cholinergique (les carboxylestérases et les estérases A) ont été répertoriés chez cette
famille de pesticides (Karanth et Pope, 2000).

Les OP peuvent aussi causer des mutations au niveau de l'acide désoxyribonucléique
(ADN) gréce a leurs propriétés alkylantes (ajouts des groupements alkyles méthyle et éthyle
aux bases azotées) (Garcia et al., 2012).

Certains éléments et exemples de toxicité des insecticides organophosphorés sont cités

dans ’annexe N°4.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a deux organophosphorés : le Chlorpyrifos et

le Glyphosate.
v" Le Chlorpyrifos
Le Chlorpyrifos O,O-diethyl-O-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate, abrégé en

CPF, (Elsharkawy et al., 2012), et de formule chimique C9H11CI3NO3PS, est la molécule

active de plusieurs insecticides OP (Ncibi et al., 2008).

Cet insecticide est utilis€ dans I’agriculture, mais aussi dans l'hygieéne sanitaire afin de

lutter contre les insectes des habitations (Noworyta-Glowacka et al., 2012).
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Ce produit chimique, commercialisé depuis 1965, est un solide blanc cristallin, dont la
stabilité diminue avec 1’augmentation du pH, retrouvé dans diverses formulations (tels que le
lorsban, le dursban, le suscon green, empire et equity). Son principal métabolite est le
Chlorpyrifos-oxon, qui peut étre plus toxique que la molécule mere (Watts, 2012).

v' Le Glyphosate

Cette OP est un herbicide systémique non sélectif (Ting, 2007). Il est également appelé (N-
(phosphonométhyl) glycine et sa formule chimique est C3H8NO5P (Laure et al., 2012). Il a
été commercialisé pour la premiére fois en 1974 sous le nom de Roundup (composé
essentiellement de sel d'isopropylamine du Glyphosate, mais aussi d’ingrédients inertes, y

compris les tensioactifs).

Le Glyphosate (GLP) est un solide non volatil de couleur blanchétre, soluble a 1.2% dans
I’eau a température ambiante, sans pour autant étre soluble dans les solvants organiques
(Chan et al., 1992). Cet herbicide pourrait réagir avec les nitrites se trouvant dans les
aliments pour donner le N-nitrosophosphonométhylglycine, potentiellement cancérogéne
(Samsel et Seneff, 2015). Son absorption au niveau du tractus gastro-intestinal est incompléte
(OMS., 2005), tout comme sa biotransformation, de sorte que la grande majorité du GLP est
excrétée sous forme inchangée, le reste est métabolisé en acide aminométhylphosphonique
(AMPA) (Ting, 2007).

Le mode d’action du GLP dans les plantes consiste en I’inhibition d’une enzyme appelée
5-énolpyruvylshikimate3-phosphate synthase (voie shikimique) qui est tres importante pour la
formation d'amino aromatique. Ce phénomene conduit & la mort de la plante (Watts et al.,
2016).

I-4-Les pesticides en Algeérie

La production de pesticides en Algérie a été assurée par des entreprises de gestion des
pesticides répondant aux noms d’Asmidal et Moubydal. Cependant I’économie du marché
Algérien a poussé I’importation de ces produits par plusieurs entreprises. Cela s’explique par
’utilisation massive des pesticides dans divers domaines (Bouziani, 2007). Le domaine
agricole est celui qui use le plus de ces produits pour le traitement des cultures et la lutte
contre les ravageurs, ce qui permet d’augmenter la production agricole (Testud et Grillet,
2007).
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Une enquéte effectuée par Ayad Mokhtari, (2012) a montré que les OP, tel que le
Chlorpyrifos, font partie des pesticides les plus utilises en Algérie.

Les quantités de pesticides utilisées en Algérie étaient d'environ 4 mille tonnes en 2013.
Ainsi I'hypothése d'un risque d'exposition chronique des agriculteurs et des consommateurs

algériens aux pesticides peut étre formulée (Mokhtari et Mouhouche, 2016).
I1-Effets des pesticides sur la santé humaine

Quel que soit leur rang taxonomique, les étres vivants ont divers processus et mécanismes
physiologiques en commun. Ce qui fait que les pesticides ont un pouvoir de toxicité envers les

organismes non ciblés tel que I’'Homme (Baldi et al., 2013).
I1-1- Les voies d’exposition aux pesticides

Que ce soit les agriculteurs ou les consommateurs, ’Homme peut étre expose,
volontairement ou non, aux pesticides par : voie orale (alimentation), voie cutanée (contact

avec la peau) et la voie pulmonaire (inhalation) (Alavanja et al,. 2004).
11-2- Effets toxiques des pesticides :

Certaines substances sont rapidement éliminées par différentes voies, provoquant une
toxicité aigiie, et d’autres peuvent s’accumuler dans 1’organisme, ce qui peut conduire a

I’apparition d’effets toxiques a long terme (Tron et al., 2001).

Selon I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), les facteurs influant sur la toxicité des
pesticides pour I'homme sont : la dose, la voie d’exposition, le degré d’absorption, les effets
de la maticre active ainsi que ses métabolites, I’accumulation et la persistance du produit dans
’organisme.

L’état de santé de la personne exposee est aussi un facteur influencant la toxicité du
pesticide (Tron et al., 2001). Les éléments permettant la détermination du profil

toxicologique d’une substance active sont cités dans 1’annexe N°3.
11-2-1-Toxicité aigle

La littérature décrivant I’effet aigie des pesticides note principalement: Des brdlures
chimiques au niveau oculaire, des Iésions cutanées, des troubles au niveau du foie et des effets

neurologiques. Une forte intoxication peut conduire a de graves effets pouvant aller jusqu'a la
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mort chez certains individus, alors que pour d’autres seuls des symptomes

biochimiques pouvaient t¢émoigner de I’intoxication (Tron et al., 2001).
v" Le Chlorpyrifos

Sa toxicité aigiic change selon 1’espéce et la voie d’exposition (Elsharkawy et al., 2012).
En effet, une étude a déduit que la DL50 du chlorpyrifos, administré par voie intra-peritonéale
chez les souris males, est de 192 mg/kg pc (Sultatos et al., 1982). L’exposition aigué a cet
insecticide provoque une augmentation du taux sérique des transaminases aspartate
aminotransférase (AST) et alanine Aminotransférase (ALT), qui sont des indices de toxicité
hépatique, et d’autre signes de toxicité tels que des crises d’épilepsie et une détresse
respiratoire (Chebab et al., 2009).

v' Le Glyphosate

De par sa faible absorption dans 1’organisme, le GLP est peu toxique par ingestion et
contact direct, par contre, il est bien plus toxique par voie intra-péritonéale (i.p.) (Ting, 2007).
Toutefois, plusieurs formulations (tel que le Roundup) sont beaucoup plus toxiques que le
GLP par la toxicité des autres ingrédients qui le composent (Watts et al., 2016). Diverses
études ont trouvé que la DL 50 de ce produit chimique chez les souris est de 130 mg/kg de
poids corporel par i.p. L’exposition aigue au GLP provoque une convulsion asphyxiante
occasionnelle, un stress sévere, I'nyperémie et une respiration accélérée (Ting, 2007).

11-2-2- Toxicité chronique et subchronique

La majorité des effets chroniques et subchroniques apparaissent aprés des expositions

répétées a de faibles doses de pesticides dans 1’organisme (Periquet et al., 2004).

Les troubles neurologiques, les troubles de la reproduction, les altérations du
développement et les cancers font partie des pathologies les plus étudiees pour demontrer les
effets chroniques des pesticides sur I’étre humain. Cependant d’autres effets ont été

répertoriés tel que I’effet mutagéne (Baldi et al., 2013).
11-2-2-1- Effets neurologiques

Les troubles neurodégénératifs peuvent avoir diverses origines, mais les pesticides

semblent étre les principaux facteurs environnementaux liés a leur déclenchement (Astiz et



PARTIE | REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

al, 2009a). Les organophosphorés font partie de ces pesticides car la neurotoxicité est leur

principal mode d’action (inhibition de I’activité de I’AChE) (Alavanja et al., 2004).

La maladie de parkinson est un parfait exemple de maladies neurologiques provoquées par
ces produits chimiques. En effet, les utilisateurs de pesticides semblent avoir un risque accru

de développer cette maladie (Baldi et al., 2013).
11-2-2-2- Effets immunitaires

Les recherches ¢épidémiologiques ont trouvé certains mécanismes a 1’origine des
pathologies immunitaires provoquées par les pesticides. Parmi ces derniers, les OC
provoquent diverses pathologies respiratoires tel que I’asthme bronchique (Salameh et al.,
2006). Certains OP, tel que le CPF, semblent réduire le taux d’IgG, de leucocytes et de

lymphocytes tout en augmentant le taux de granulocytes chez les rats (Elelaimy et al., 2012).
11-2-2-3- Effets cancérogenes

Ces effets ont été prouves par des études epidémiologiques et in vivo. Cela a permis au
centre international de recherche sur le cancer (CIRC) de classer certain pesticides selon leur
cancerogenicité, a titre d’exemple le DDT. L’effet cancérogéne de ces produits chimiques est
dd a plusieurs mécanismes tels que leur action sur les hormones, pour certains, qui sont a

I’origine de I’apparition de cancers hormonodépendants (Baldi et al., 2013).
11-2-2-4- Effets sur la reproduction

Les pesticides peuvent étre en cause de divers troubles de la reproduction, surtout rapportés
chez les personnes travaillant avec ces produits, tels que I’infertilité, la stérilité ou encore les

avortements spontanés (Periquet et al., 2004).

L’effet de certains pesticides sur le systeme endocrinien (tel que le DDT) sont susceptibles

d’étre a I’origine de ces troubles de la reproduction (PRSE, 2010).
v' Le Chlorpyrifos

Une étude a révélé que le CPF altére la structure des testicules, diminue le poids des
organes génitaux, ainsi que le nombre et la mobilité des spermatozoides se trouvant dans la

queue de I’épididyme (Kenfack et al., 2007).
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Une autre étude a montré que le CPF est capable de réduire le taux de testostérone, qui est
la principale hormone sexuelle male, ainsi que ’activité de certaines enzymes se trouvant au
niveau des testicules. Ceci pourrait étre a ’origine des effets du CPF observés sur la
spermatogenese. Cette méme étude a montré, dans les testicules des rats, une diminution de
I’expression de l’enzyme phosphatase alcaline et une faiblesse du systeme de défense
antioxydant. Ce dernier induit un stress oxydatif qui a un effet néfaste sur la reproduction
masculine (Elsharkawy et al., 2012). Le stress oxydatif atteint également les organes
reproducteurs féminins tels que répertoriés dans une étude subchronique effectuée sur des rats
(Nishi et Hundal, 2013).

En plus de cela, chez les souris femelles, le CPF augmente la peroxydation des lipides,
diminue le taux d’hormone folliculo-stimulante (FSH) tout en provoquant divers changements
histologiques au niveau des ovaires. Ces derniers peuvent étre dus a la propriété

oestrogénique de cette substance active (Nishi et Hundal, 2013).

Il semblerait que, du point de vue moléculaire, la diminution de la biosynthése de la
testostérone des cellules de Leyding par le CPF soit due a la réduction du nombre de
récepteurs LH couplé a la protéine G, ce qui entraine une baisse du taux d’AMPc menant a la
réduction de I’expression des génes StAR et P450scc codant pour les principales enzymes de

la stéroiodogéne (Viswanath et al,. 2010).
v' Le Glyphosate :

L'exposition aux herbicides a base de Glyphosate (Roundup) peut provoquer des effets
néfastes sur la reproduction, y compris a de tres faibles doses, tels que la mort des cellules
testiculaires et la réduction du nombre de spermatozoides, contribuant ainsi a la stérilité
masculine (Watts et al., 2016).

En plus de cela, ce pesticide peut perturber I’activité hormonale des rats males et femelles
en modifiant les taux de testostérones ainsi que [’activité des aromatases synthétisant

I’cestrogéne (Ho, 2014).

D’apres une étude effectuée sur des rats, cet OP est toxique au niveau des testicules des
jeunes animaux car il induit I’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants des cellules
de Sertoli et I’activation des récepteurs de 1’inositol triphosphate (IP3) et de la ryanodine, dont

le rble est de contrbler la libération des ions calciques par le réticulum endoplasmique
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(Cavalli et al., 2013). Un stress oxydatif serait a Iorigine de cet afflux d’ions Ca®*". Ce
dernier, apres sa pénétration dans les mitochondries et le noyau, cause la mort cellulaire par
nécrose ; et la régulation de la transcription des génes responsables de 1’apoptose
respectivement (Ho, 2014).

De plus, le GLP provoque une diminution des reserves de glutathion, accentuant le stress
oxydatif (Cavalli et al., 2013). Cette diminution est due a 1’activation de plusieurs enzymes

responsables de la régulation négative du taux de GSH (glutathion réduit) (Ho, 2014).
11-2-2-5- Effets sur le foie

Cet organe est le principal site du métabolisme des produits chimiques exogenes tels que
les pesticides, entrainant la production de métabolites plus ou moins toxiques que le composé
parent (Ncibi et al., 2008).

Cette biotransformation differe selon le type de pesticide. Chez les OP contenant un soufre
lié au phosphore, elle se fait par désulfuration oxydative par le cytochrome P450
(principalement au niveau du foie). Une intoxication aigue ou chronique par les pesticides

peut séverement endommager le foie (Costa, 2006).
v' Le Chlorpyrifos

De nombreux auteurs ont démontré que le stress oxydant est le principal mécanisme de
toxicité du Chlorpyrifos car les dommages au niveau du foie, dus a I’exposition a cet
insecticide, sont généralement suivis d’une importante altération de ’activité antioxydante
hépatique. Ceci laisse a penser que ce dernier est lié a une production excessive de ROS

(Especes réactives de I'oxygene) (Chebab et al., 2009).

L’intoxication chronique des rats au Chlorpyrifos peut engendrer des dommages
hépatiques tout en perturbant les fonctions de cet organe noble. Les divers changements de la
fonction hépatique sont associés a I’augmentation de l'activité enzymatique de l'aspartate
aminotransférase (AST), de la phosphatase alcaline (ALP), du lactate déshydrogénase (LDH)
et de l'alanine aminotransférase (ALT) (Watts, 2013).

Le CPF et le Chlorpyrifos oxon inhibent les métabolismes dépendant du cytochrome P450

hépatique et le métabolisme de la perméthrine respectivement (Watts, 2013).
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v Le Glyphosate

Le GLP perturbe I’activité enzymatique des ALT (ALAT) et AST (ASAT), éléve I’activité
du glutathion peroxydase au niveau du foie, perturbe la phosphorylation oxydative
mitochondriale endommageant les cellules hépatiques et I’ADN et peut provoquer des
tumeurs. Certains des effets cités précédemment peuvent apparaitre a de faibles degrés
d’exposition (Mesnage et al., 2015; Watts et al., 2016).

Cette substance active, tout comme ses formulations commerciales, ont d’autres effets au
niveau des mitochondries tel que I’interaction dans le site de liaison de la succinate
déshydrogénase, des perturbations au niveau de la chaine respiratoire, 1’élévation de la
perméabilité membranaire des mitochondries aux protons et aux ions calciques. Ces effets
peuvent étre a I’origine du stress oxydatif, ainsi que de I’affaiblissement de I'activité

respiratoire (Mesnage et al., 2015).
11-3- Effets des mélanges de pesticides

Dans I’agriculture, les pesticides sont fréquemment utilisés sous forme de mélanges
(Beane-Freeman, 2014). Les effets de ces derniers peuvent étre antagonistes, cumulatifs,
synergiques ou additifs (Gamet-Payrastre, 2011). Les substances composant le mélange
peuvent influencer les unes les autres a différents niveaux de toxico-cinétique (absorption,
distribution, métabolisme et excrétion), ce qui peut modifier leurs activités biologiques (Baldi
et al., 2013). Plusieurs tests, in vivo et in vitro, sur les mélanges de pesticides sont choisis

selon divers critéres tels que les données d’utilisation agricole (Gamet-Payrastre, 2011).

Les interactions cellulaires et moléculaires des substances actives composant les mélanges,
ou leurs métabolites, sont en cause de la complexité de leurs effets. En effet, ces substances
actives peuvent influencer la fonction ou I’expression de transporteurs agissant contre les
Xénobiotiques et de certains cytochromes P450. Ces mécanismes d’action peuvent modifier
leurs propres biodisponibilités ou celle des autres constituants du mélange. En plus de cela,
certaines molécules pro-oxydantes ont un effet sur ’activité des voies de signalisation
impliquées dans la régulation de la croissance et de la survie cellulaire (Baldi et al., 2013).

En conclusion, les mélanges de pesticides peuvent avoir des impacts sanitaires
imprévisibles, rendant la recherche et I’évaluation de leur danger un intérét majeur pour la

sante publique (Baldi et al., 2013).
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I-1-Animaux

L’étude est réalisée sur des souris albinos (BALB/C) males agées de quatre a six semaines
provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Elles étaient hébergées dans des cages marquées d’un
numéro de lot (Figure 1), contenant une couche de sciure renouvelée tous les jours afin
d’entretenir les conditions d'hygiéne appropriées. Les animaux avaient un acces libre a 1’eau
et a une alimentation standard (croquettes) et étaient soumis a des conditions de température

et d’éclairage contr6lées (de 25 a 30°C avec un cycle de 12h de lumiére / obscurité).

Figure 1 : Photographie originale de I’une des cages hébergeant les souris.
I-2-Pesticides

Pour notre étude, nous avons d’abord effectué une petite recherche pour déterminer les
pesticides les plus utilisés dans la wilaya de Bejaia pour la protection des champs de fruits et
de légumes tels que les pommes de terre, ce qui nous a permis de choisir le Glyphosate
(Roundup contenant 4509/l de cette substance active) et le Chlorpyrifos (Pyrical contenant
480g/l de substance active) comme pesticides a tester. Ces deux produits chimiques, sous
forme liquide, ont été achetés dans un commerce spécialisé de la ville de Bejaia.

I-3-Traitements
1-3-1-Matériel

Le matériel utilisé pour le traitement des animaux est cité dans 1’annexe N°1
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1-3-2-Méthode

Les doses des melanges testés in vivo sont calculées par rapport a la DL50 (1/6 DL50) :

- La DL50 du Chlorpyrifos est de 192 mg/kg (Sultatos et al., 1982). Donc : DL50/6= 32
mg/kg de poids corporel.

- La DL50 du Glyphosate est de 130 mg/kg (Ting, 2007). Donc : DL50/6 = 21.66 mg/kg
de poids corporel.

Figure 2 : Photographie originale représentant le traitement d’une souris par injection intra-

péritonéale.

Deux solutions ont été obtenues aprés avoir mélangé de 1’eau physiologique avec une
concentration de 10 g/l de Roundup (450 g/l de Glyphosate) et de Pyrycal (480 g/l de
Chlorpyrifos) pour chacune. C’est a partir du mélange de ces deux préparations qu’un
volume de 400 ul de solution est injecté aux animaux, a I’aide de seringues stériles, selon leur

poids corporel (Figure 2).

Les animaux ont été traités ainsi aprés une période d’adaptation de 18 jours. Pour ce faire,
ils ont été divisés en deux groupes, puis traités toutes les 72 h, six semaines durant, comme
suit :

e Groupe 1 (lot témoin) : Contenant six souris recevant des injections d’eau

physiologique par voie intra-péritonéale.
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e Groupe 2 (lot traité) : Contenant six souris, recevant des injections du mélange de

pesticides (Chlorpyrifos et Glyphosate) par voie intra-péritonéale.
I-4- Analyse in vivo
I-4-1- Comportement et symptomes cliniques

Le comportement et les symptdmes cliniques des animaux des deux groupes ont été
observés et notés avant et apres chaque injection tout au long de la durée de 1’étude
subchronique (six semaines) afin de mettre en évidence les effets de ces produits chimiques

Sur ces rongeurs.
I-4-2- Mesure du poids des souris

La mesure du poids du groupe contréle et du groupe de souris traité aux pesticides a été
réguliérement effectuée, a I’aide d’une balance électronique, avant chaque injection afin de
déduire la dose du mélange de pesticides a administrer et de connaitre 1’effet de ce dernier sur

le poids des souris.
I-4-3- Sacrifice des animaux et observation macroscopique
I-4-3-1- Matériel
Le matériel utilise pour le sacrifice des animaux et 1’observation macroscopique sont cites
dans I’annexe N°2.
1-4-3-2- Méthode

Les souris des deux lots ont été pesées puis sacrifiées par dislocation cervicale apres avoir
été anesthésiés a 1’aide d’une solution de chloroforme, et ce, deux jours apres avoir recu leur
derniére injection afin de laisser aux produits le temps de se métaboliser. Cette étape a été
suivie de la dissection des animaux sur une surface de travail aprées avoir fixé les pattes ainsi
que la peau a I’aide d’épingles. Par la suite, une incision a été faite tout le long de la ligne

médiane ventrale a I’aide d’une paire de ciseaux (Figure 3).
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Figure 3 : Photographie originale montrant la dissection d’une souris du groupe traité.

Le foie, les testicules ainsi que d’autres organes (le cceur, les poumons et les reins) ont été
observés macroscopiguement in situ (aspect, taille et couleur) a 1’aide d’un microscope de
dissection Leica DM650 avant d’étre extraits du corps des souris, débarrassés de 1'excés de
graisse, rincés avec de I’eau physiologique (NaCl a 0.9%) puis pesés avec une microbalance

pour ensuite étre mis dans des boites de prélévement contenant le fixateur.
I-5-Etude histologique

I-5-1-Matériel
Tableau I: Produits, instruments et appareils utilisés lors des différentes étapes de

I’histologie

Produits Instruments Appareils *
Eau du robinet Histocassettes Appareil d’enrobage
Formol (10%) Paniers Plaque refroidissante
Ethanol Moules pour I’enrobage Microtome
Xyléne Bain marie Automate d’inclusion
Paraffine Lame et lamelles Plaque chauffante

Hématoxyline éosine (H&E) Porte-lame Etuve
Eukit Pinces Microscope photonique
(Leica DM1000LED)

* Tous les appareils utilisés sont de la marque Leica.
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I-5-2-Méthode

La technique d’anatomopathologie utilisée au laboratoire de la faculté de médecine de
I’Université Abderrahmane Mira de Bejaia est adaptée de 1’ouvrage de René Hould (1984)

intitulé : Technique d’histopathologie et de cytopathologie.
I-5-2-1- Fixation et incubation

Les foies et les testicules, précédemment prélevés, ont été fixés dans une solution
contenant un volume, 10 fois plus important que 1’organe, de formol a 10% pendant une

durée d’environ 48h a 4°C.

Cette étape a pour but de préserver la morphologie cellulaire et tissulaire afin de garder
I’échantillon dans un état aussi proche que possible de I’état in vivo tout en renforcant la

consistance du tissu (Djoudad-Kadji et al., 2011).

Les organes ont été par la suite découpés transversalement puis places dans des cassettes
histologiques marquées (Figure 4A) avant d’étre plongées dans un erlenmeyer contenant le
fixateur (Figure 4B). Ces cassettes ont ensuite été mises dans un panier de 1’appareil
automate de circulation, contenant 12 cuves (Figure 4C), qui a permis la réalisation de trois

étapes :

- La déshydratation qui a été faite par passage des échantillons dans 8 cuves d’éthanol de
concentration croissante (de 70° a 100°) pour une durée de 45 min chacune. Cette étape

permet d’éliminer I’eau des tissus pour les préparer a I’inclusion (Alturkistanu et al., 2016).

- La clarification, qui a une durée d’une heure, a été effectuée par passage du panier dans
deux bains de xyléne. Cette étape élimine toute trace d’éthanol dans 1’échantillon

(Alturkistanu et al., 2016).

- L’inclusion (imprégnation), qui a été faite par immersion des cassettes dans deux bains

successifs de paraffine de 1h30 chacun a une température de 56°C.
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Figure 4 : Photographies originale montrant I’étape de fixation et d’incubation. A. Un
testicule découpé et mis dans une cassette ; B. La fixation des échantillons dans le formol 10% ; C.

L’inclusion des échantillons dans un automate de circulation.
I-5-2-2- Enrobage et confection des coupes

Les échantillons ont été délicatement retirés des cassettes avec une pince puis mis dans
des moules en inox avant de les remplir de paraffine liquide (Figure 5A). Aprés cela, les
moules ont été déposes sur une plaque refroidissante afin de solidifier la paraffine pour la
réalisation des coupes. Par la suite, les blocs de paraffine ont été démoulés pour y étre placés
dans un microtome afin de confectionner des coupes d’environ 3 um (Figure 5B). Ces rubans
ont été déposés sur des lames marquées recouvertes d’une fine couche d’eau albumineuse,

puis immergées un court instant dans un bain marie de 60°C.

Apreés cela, les lames ont été rangées sur un porte-lame puis placées dans 1’étuve pendant
une durée de 30 minutes (Figure 5C), avant d’étre immergées dans un solvant (bain de
xylene) pendant la méme durée de temps afin d’éliminer toute trace de paraffine, et ainsi
permettre la pénétration des colorants hydrophiles dans les tissus.
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A (.
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Figure 5 : Photographie originale représentant ’étape d’enrobage et de déparaffinage. A.
I’enrobage des échantillons ; B. La coupe des blocs au microtome ; C. Le déparaffinage des lames

dans I’étuve.
I-5-2-3- Coloration et montage des coupes

Cette etape a été précédée d’une hydratation consistant en I’immersion des lames dans un

bain d’éthanol suivi d’'une immersion dans un bain d’eau pour une durée de 10 min chacun.

La coloration des lames a été faite avec deux colorants qui permettent de mettre en
évidence la morphologie cellulaire et tissulaire : 1’hématoxyline basique qui colore le noyau
acide (basophile) en bleu-violet et 1’éosine acide qui colore le cytoplasme basique

(acidophile) en rose (Kierszenbaum, 2006).

Les lames ont tout d’abord été plongées dans un bain d’hématoxyline pendant 5 minutes,
puis rincées a 1’eau du robinet. Par la suite, elles ont été plongées dans un bain d’éosine

pendant 3 minutes avant de subir un ultime ringage (Figure 6A).

La derniére étape de I’histologie est le montage. Elle se déroule par le passage des lames
dans un bain d’éthanol suivi d’un bain contenant un mélange d’éthanol/xyléne et pour finir
dans deux bains successifs de xylene (Figure 6A). Quelques gouttes d’Eukit (colle
biologique) ont été déposées sur des lamelles avant d’étre placées sur les lames (Figure 6B).

L’ensemble lame et lamelles a été par la suite séché a I’air libre (Figure 6C).
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Figure 6 : Photographie originale récapitulant I’étape de coloration et celle du montage. A.
Les produits utilisés lors de la coloration et du montage des lames; B. L’application de I’Eukit sur

une lamelle; C. Les lames prétes pour I’observation microscopique.

I-6- Observation microscopique

Une fois I’histologie terminée, les lames ont été observées a 1’aide d’un microscope
optique de type Leica DM1000LED muni d’une caméra Leica MC170HD. Les images
obtenues par cette caméra ont été transférées sur I’écran d’ordinateur a 1’aide du logiciel
Leica Aplication EZ (LASEZ) (Figure 7).
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Figure7 : Photographie originale représentant 1’observation
microscopique des lames effectuées grace a un microscope optique relié

a un ordinateur.
I-7- Etude statistique

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 6. Les résultats ont
été exprimés en moyenne + SEM (N=6). La comparaison de 1’évolution du poids relatifs des
organes des animaux traités tout au long de 1’expérimentation (Six semaines) avec ceux des
animaux témoins s’est faite en utilisant le Mann-Whitney test. Les résultats étaient considérés
comme statistiquement significatifs pour p < 0,05. Les poids relatifs des organes utilisé dans
I’analyse statistique ont été calculés avec la formule suivante :

Poids de I’organe

Poids relatif = X100
Poids corporel
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PARTIE III RESULTATS ET DISCUSSION

I- RESULTATS

Le comportement, les symptomes cliniques, 1’étude macroscopique, la variation du poids
corporel et du poids relatif des organes ainsi que les résultats de 1’étude histologique ont
permis de mettre en évidence les conséquences d’un traitement intra-péritonéal d’un mélange
de pesticides composé de Glyphosate (21.66 mg/kg) et de Chlorpyrifos (32 mg/kg de pc) sur

des souris males pendant six semaines.
I-1- Comportement et symptdémes cliniques

Tout au long de la période d’observation, les souris des deux lots ont présenté une activité

physique et une consommation de nourriture et d’eau normale.

L’une des souris du groupe trait¢ a été isolée des autres animaux apreés avoir eu un
comportement agressif envers les autres souris au point d’avoir mortellement blessé 1’une
d’entre elles. Cette derniére a eu des symptémes alarmants quelques temps apres la troisiéme
injection (peu avant sa mort), tels qu’un affaiblissement, un gonflement de la patte droite et

une diarrhée. La souris décédée a été remplacée par une autre.
I-2- Etude macroscopique

Cette étape consiste a 1’observation de I’aspect général de I’animal a I’ceil nu suivi de
I’observation des organes (mesure de taille, morphologie et couleur) a I’aide d’un microscope
de dissection (Leica DMG650) afin d’apprécier plus en détail tout ce qui est difficilement

observable sans instrument de grossissement.

L’examen macroscopique des animaux a montrer que les souris traitées avec le mélange

de pesticides avaient une taille et un pelage semblable a celui des souris du groupe contréle.

En ce qui concerne les organes, on n’a constaté aucune Iésion apparente pour la plupart
d’entre eux excepte les foies de cing souris sur six qui possédaient des régions decolorées. La
taille de ces derniers était semblable & ceux du lot contr6le avec une moyenne de 3.5 cm
(Figure 9A et C). Pour ce qui est des gonades masculines, la taille de ces organes était
similaire a celle du groupe témoin (0.78cm) (Figure 8B et D), hormis celles d’une des souris

qui avait un testicule clairement plus petit et entouré d’une masse importante de graisse
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contrairement a ceux des autres animaux. En ce qui concerne les autres organes, leurs

apparences et leurs tailles entrent dans les normes car comparables a ceux du lot controle.

Figure 8 : Image représentant les foies et testicules des souris des deux lots. A et B représentent le
foie et le testicule gauche d’une souris du groupe contréle respectivement. C et D représentent le foie

et le testicule gauche d’une souris du groupe traité aux pesticides respectivement.
I-3- Variation du poids corporel et du poids relatif des organes

Le poids corporel des souris des deux lots a évolué tout au long de la période
d’expérimentation, au point d’avoir enregistré un gain de poids d’un ratio de 1.43 et de 1.32
chez les souris du groupe contrdle et celles du groupe traité aux pesticides respectivement
(Tableau II).
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Tableau Il : Variation du poids corporel des souris témoins et traitées au mélange de pesticides

(GLP et CPF) apres six semaines de traitement.

Groupes expérimentaux
Parametres Controle Traité
Poids initial (g) 24.17 £ 0,31 27,83 +1.47
Poids final (g) 3450 + 1.64 37 +2.90
Gain de poids (ratio) 1.43 1.32

Les valeurs sont exprimées par la moyenne + SEM (N = 6).

Le graphe représentant les courbes de variation du poids corporel des souris des lots

témoins et celles du lot traité au mélange de pesticides est présenté dans 1’annexe N°2.

En ce qui concerne la comparaison des poids relatifs des organes, I’analyse statistique a
montré que les résultats des deux groupes sont assez similaires (Figure 9A, B, C, E et F), mis
a part les poumons des animaux du lot contrdle qui se sont avérés étre significativement d’un

poids plus élevé que ceux des animaux traités (p < 0.05) (Figure 9D).

Le tableau représentant la variation du poids relatif des organes vitaux des souris témoins

et traitées au mélange de pesticides se trouve dans I’annexe N°2.

Ces résultats montrent que la dose et les pesticides utilisés dans le traitement n’affectent

pas le poids corporel ainsi que le poids des organes des souris excepté celui des poumons.
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Figure 9 : Histogramme représentant la comparaison des valeurs de la masse relative des organes

des animaux du groupe controle et du groupe traité. Foie (A) ; Testicules droit (B) ; Testicules gauche

(C); Poumons (D) ; Ceeurs (E) ; Reins (F). Les valeurs sont exprimées par la moyenne + SEM (N = 6).

** (p < 0.01) Significativement différents par rapport au témoin (test Mann-Whitney). NS, Non

Significatif.
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I-4- Résultats de I’étude histologique

Les coupes histologiques des foies et des testicules colorés a I’hématoxyline éosine (H&E)
des animaux du groupe témoin et ceux du groupe traité au mélange de pesticides ont été
observées dans le but de mettre en évidence les éventuelles altérations tissulaires provoquées

par ce traitement.
> Le foie

L’observation microscopique du foie des souris témoins a révélé une architecture normale
du tissu hépatique contenant des veines Centro-lobulaire, des hépatocytes de forme habituelle,
ainsi que quelques cellules Kupffer dans les sinusoides éparpillés dans tous les tissus (Figure
10).

L’observation microscopique du foie des souris traitées a montré une dilatation et une
congestion des veines Centro-lobulaires (dVC et cVC) et des sinusoides (DS), des débuts de
nécrose, le gonflement d’une partie du tissu, une infiltration de cellules immunitaires, une
augmentation du nombre de cellules Kupffer et la présence de quelques cellules binucléées
(Figure 11).

Ces observations indiquent que la dose utilisée pour le mélange de pesticides provoque

I’apparition de diverses lésions dans le tissu hépatique.
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Figure 10 : Photographie originale représentant la coupe histologique transversale du foie d’une
souris témoin ayant recu de ’eau physiologique. (1) : Veine Centro-lobulaire ; (2) : Hépatocytes ;
(3) : Sinusoide ; (4) : Cellules de Kupffer. Coloration a ’'H&E (Gr X20).
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Figure 11 : Photographie originale représentant les coupes histologiques des foies de souris
traitées. A: Montre une cVC et des DS (Gr X20). B: Est un zoom de la A, elle montre des
congestions et des cellules Kupffer (Gr X40). C : Représente une dVC (Gr X10). D : Est un zoom de
la C, elle montre des cellules apoptotiques, une Infiltration lymphocytaire et un gonflement des
hépatocytes (cellules nécrotiques) (Gr X20). E : Montre des doubles noyaux (Gr X20). F : Montre des
cellules nécrotiques et DS (Gr X40). Congestion de la Veine Centro-lobulaire (cVC); Sinusoides
dilatés (DS); congestions (étoile & quatre branches) ; cellules Kupffer (fleche noire) ; dilatation d’une
Veine Centro-lobulaire (dVC) ; cellules apoptotiques (Cercle) ; Infiltration lymphocytaire (Fléche
rouge) ; gonflement des hépatocytes (cellules nécrotiques) (Chevrons) ; doubles noyaux (Etoile a cing
branches); Coloration a 'H&E.
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> Le testicule

L’observation microscopique des testicules des souris témoins a révélé des tubes
séminiféres de forme arrondie et allongée contenant des cellules germinales a différents stades

de développement d’aspect normal et une lumiére remplie de spermatozoides (Figure 12).

L’observation microscopique des testicules des souris traitées a montré qu’environ 34%
des tubes séminiferes sont de forme trés allongée contre 8% pour le groupe contrdle, certains
tubes seéminiféres fusionnent en deux. En plus, on observe de grands espaces interstitiels, des
lumiéres de diamétre réduit, quelques vacuoles lipidiques ainsi qu’une perturbation du
processus spermatique (Figure 13).

Ces observations indiquent que la dose de pesticides utilisée dans le traitement provoque

diverses lésions dans le tissu testiculaire.

Figure 12 : Photographie originale représentant la coupe histologique transversale du testicule
d’une souris témoin ayant re¢u de I’eau physiologique. (1) : Lumiére du tube séminifére ; (2) :
Cellules reproductrices ; (3) : Espace interstitiel contenant les cellules Leydig ; (4) : Tube séminiferes.
Coloration a ’'H&E (Gr X10).
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Figure 13 : Photographie originale représentant la coupe histologique transversale des testicules
des souris traitées par le mélange de pesticides. A : Montre des vacuoles lipidiques vers la
périphérie des tubes séminiferes ainsi que des lumieres de diametre réduit, (Gr X10). B : Est un zoom
de la figure A, elle représente une perturbation du processus de spermatogenése, (Gr X20). C : Montre
un élargissement de I’espace interstitiel et des tubes séminiféeres tres allongés et dégenérés, (Gr X04).
D : Montre une diminution du nombre de cellules germinales, (Gr X20). Vacuoles lipidiques (fleche) ;
perturbation du processus de spermatogenese (cercle rouge) ; élargissement de 1’espace interstitiel
(étoile jaune) ; diminution du nombre de cellules germinales (losange rouge) Coloration a ’'H&E.
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I1- Discussion

les souris appartenant au groupe d’animaux traités avec le mélange de pesticides contenant
une dose de 32 mg/kg de poids corporel (1/6 DL50) de Chlorpyrifos et une dose de 21.66
mg/kg de pc (1/6 DL50) de Glyphosate pendant six semaines avaient une consommation de
nourriture et d’eau normale. En effet, diverses études effectuées sur des animaux traités par
des pesticides n’ont également constaté aucun changement dans la consommation alimentaire
(Caglar et Kolankaya, 2008 ; Nishi et Hundal, 2013).

Les zones décolorées blanchatres observées macroscopiquement au niveau des foies des
souris traitées ont aussi été observées par 1’étude chronique de Séralini et al., (2012) apres
avoir nourri des rats avec une faible dose de GLP et du mais génétiquement modifié. Ce
résultat, comme I’a expliqué 1’auteur précédent, est évocateur de l1ésions hépatiques tel que la

présence de nécroses.

Le suivi du poids des animaux pendant six semaines et la mesure du poids corporel des
organes vitaux n’a montré aucune différence significative entre les souris du lot controle et
celles du lot traité avec le mélange de pesticide. Ces résultats sont similaires a ceux de
Caglar et Kolankaya (2008) qui ont déduit qu’un traitement oral des rats a une faible dose
(56 mg/kg de pc) et a une forte dose (560 mg/kg de pc) de glyphosate ne provoquait aucune
différence entre le poids corporel des animaux traités et ceux du groupe contréle, et cela va
de méme pour le poids relatif du foie. Une autre étude, de Cassault-Meyer et al., (2014), a
constaté que ce méme herbicide utilisé sur le méme modéle animal ne provoquait pas de
changement au niveau du poids corporel et du poids relatif des testicules. En ce qui concerne
le Chlorpyrifos, McCollister et al, (1974) ont montré qu’un traitement chronique de faible

dose n’affecte pas le poids corporel et le poids relatif des organes des rats.

En ce qui concerne le poids relatif des poumons des animaux traités, qui étaient plus faible
que ceux du groupe controle, 1’étude effectuee par I’équipe de Karnam (2014) avait aussi
constaté une différence significative entre le poids des organes des rats traités pendant six

semaines avec 50, 200 et 600 mg/kg de pc de biocide Bisphenol-A et ceux du groupe négatif.

Cependant, d’autres études faites sur le Chlorpyrifos vont a I’encontre de nos résultats. En
effet, elles montrent que ce produit chimique, utilisé a forte dose, provogue une diminution

significative du poids des animaux et des changements de poids des organes, tels que
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I’augmentation du poids relatif du foie observé par Heikal et al., (2012) apres avoir gavé
pendant 28 jours des rats males avec 13.5 mg/kg pc de chlorpyrifos; et la diminution de celui
des testicules comme I’ont démontré EIMazoudy et al., (2011) apres avoir traité par voie
orale des rats males avec 9 mg/kg pc du méme insecticide pendant 70 jours. Cela peut
s’expliquer par 1’utilisation des pesticides sous forme de mélange, ce qui a pu provoquer un

phénomene contraire a celui escompté lors de leur utilisation individuelle.

Les résultats de I’étude histologique ont révélé I’existence de diverses Iésions au niveau du
foie des animaux traités. Elles se présentent sous forme de dilatations et de congestion des
sinusoides et des veines Centro-lobulaires, de nécrose (gonflements de cellules) dans
certaines régions du foie, de quelques cellules binucléées, d’un nombre important de cellules
Kupffer et d’infiltrats de cellules immunitaires. Des résultats comparables ont été répertoriés
par divers auteurs tel que Caglar et Kolankaya (2008) qui ont observé une infiltration de
cellules mononucléaires, des nécroses focales, des congestions ainsi que des gonflements des
hépatocytes chez les foies des rats ayant recu par voie orale, un traitement subaigie et
subchronique de 56 et 560 mg/kg pc de Glyphosate (Roundup). Benedetti et al., (2004) ont
remarqué une augmentation du nombre de cellules Kupffer dans les sinusoides hépatiques des

rats traités par voie orale avec 487 mg / kg du méme herbicide pendant 75 jours.

Des études faites sur I’insecticide Chlorpyrifos ont montré des résultats similaires aux
notres. En effet, 1’étude effectuée par 1’équipe d’Heikal (2012) a révélé des infiltrats de
cellules inflammatoires, ainsi que des congestions des veines portes et une prolifération de
cellules Kupffer entourant des hépatocytes dégénérées chez des rats males gavés au

Chlorpyrifos avec la dose de 1/10 de la DL50 (13.5 mg/kg pc) pendant 28 jours.

Les résultats de la présente étude montrent une toxicité du mélange des deux pesticides sur
le foie. Cela s’explique par le role de cet organe dans la désintoxication et le métabolisme des
xenobiotiques qui en fait une cible de choix pour ces substances exogenes (Benedetti et al.,
2004).

Dans la littérature, les espéces réactives d'oxygene (ROS), produites par les pesticides, sont
souvent incriminées dans I’apparition de dommages oxydatifs dans le tissu hépatique. Heikal
et al., (2012) ont montré que le Chlorpyrifos, en plus d’augmenter le taux de ROS, produit
une diminution de I’activité antioxydante des enzymes superoxyde dismutase (SOD), catalase
(CAT) et glutathion peroxydase (GPx) provoquant des Iésions hépatiques. Astiz et al, (2009b)
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expliquent que le traitement de rats par injection intra-péritonéale avec un mélange de
pesticides composé des organophosphorés Glyphosate, Diméthoate et du carbamate Zineb,
pendant cing semaines, peut provoquer une baisse des mécanismes de défenses du stress

oxydatif, tel que le glutathion, produisant ainsi une augmentation des ROS.

Notre étude a révélé que les testicules des souris traitées possédaient de larges espaces
interstitiels et des tubes séminiféres dégénérés, de forme tres allongée, contenant quelques
vacuoles lipidiques vers leurs extrémités, un nombre de cellules germinales réduit, et des
perturbations de la spermatogenese. La pluparts de ces lésions sont couramment retrouvées
dans les travaux réalisés avec le Glyphosate comme le montre 1’équipe de Romano (2010)
qui a observé, dans le tissu testiculaire, une augmentation du diametre de la lumiére
accompagnée d’une réduction du nombre de cellules germinales chez les rats males traités
avec 5, 50 et 250 mg/kg pc de Roundup (480g/l de Glyphosate) par gavage pendant quatre

semaines.

Le Chlorpyrifos a également été incriminé dans I’apparition de dommages au niveau des
gonades masculines. En effet, I’équipe de EIMazoudy, (2011) a retrouvé une diminution de la
spermatogenese, une dégénérescence des tubes séminiféres posseédant une architecture
générale désorganisée et des vacuoles cytoplasmiques apres avoir traité, par voie orale, des
rats méles avec 9 mg / kg / jour de CPF et ce pendant 70 jours. D’autres résultats ont été
répertoriés par Zidan, (2009) qui, aprés avoir administré a des rats males un mélange
d’organophosphorés (Chlorpyrifos methyl, Diazinon et Profenofos) avec les doses de 5 et 50

mg/kg pc par voie orale pendant 65 jours, a observé une congestion des tubes séminiferes.

Romano et al., (2010) ont expliquée I’apparition de ces lésions histologiques par la
diminution du taux de testostérone. Zidan, (2009) explique ce phénoméne par la perturbation
de I’enzyme AChE par les pesticides (mélange d’organophosphorés), ce qui a pour résultat
I’augmentation du taux d’ACh dans le cerveau. Cette derniére provoquerait une réduction du
taux des hormones LH et FSH et ainsi réduirait la sécrétion de testostérone (Zidan, 2009). On
émet I’hypothése que cette diminution de testostérone soit aussi liée a la perturbation de la
protéine StAR car Walsh et al., (2000) expliquent que la formulation commerciale du GLP
(Roundup) perturbe la steroidogenése en réduisant le taux de protéines StAR qui, au niveau

des cellules de Leydig, ne permet plus la production de testostérone.
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Nos résultats histologiques peuvent potentiellement étre expliqués par la production de
ROS et la perturbation endocrinienne produite par 1’effet toxique des deux composants du
mélange de pesticides, & savoir le Glyphosate et le Chlorpyrifos, au niveau des organes des

souris.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le but de notre travail était d’évaluer 1’effet d’'un mélange de deux pesticides (Glyphosate
et Chlorpyrifos) sur le tissu hépatique et testiculaire des souris albinos males traitées par voie
intra-péritonéale pendant six semaines. La comparaison du poids corporel et du poids relatif

des organes des souris des deux lots n’a révélé aucune différence statistiquement significative.

Les résultats de 1’étude histologique ont montré la présence de diverses dommages dans les
foies des souris du groupe traité par rapport a ceux des animaux du groupe contrdle tels
qu’une dilatation et une congestion des veines centrolobulaires et sinusoidales, des débuts de
nécroses, une infiltration de cellules immunitaires accompagné d’une augmentation du
nombre de cellules Kupffer et de cellules binucléées. Quant aux testicules, 1’observation
microscopique a révélé I’existence de plusieurs atteintes chez les animaux traités aux
pesticides tels que des tubes séminiféres dégénérés de forme trés allongée, fusionnés pour
certains, contenant une perturbation du processus spermatique et de larges espaces
interstitiels. A moindre mesure, des lumiéres de diametre réduit et des vacuoles lipidiques

vers les bords des tubes ont également été constatées.

Ceci prouve que la combinaison de ces deux organophosphorés provoque des lésions au
niveau du foie et des gonades masculines, affectant la fonction de ces deux organes chez les
souris. A I’issu de ces résultats, nous concluons donc que 1’exposition a ces deux produits
chimiques peut conduire a 1’apparition de déreglements tissulaires au niveau du foie telles que
des nécroses, qui peuvent étre a 1’origine de I’apparition de pathologies hépatiques, ainsi que
des troubles de la reproduction masculine telle que de I’infertilité consécutive a la baisse du
taux de spermatozoides, faisant de ce mélange, par extrapolation, un réel danger pour la santé

humaine.

L’¢tude histologique est une bonne technique pour évaluer Deffet toxique des
xénobiotiques sur les organes. Toutefois elle n’apporte pas assez d’éléments de réponses
quant a leurs modes d’action et leurs effets biochimiques. C’est pourquoi, des études
complémentaires sont nécessaires afin de mieux connaitre I’impact de notre mélange de

pesticides sur le foie et les testicules, notamment :

- Faire des analyses quantitatives de 1’activité sérique des enzymes hépatiques ALT

et AST pour connaitre le degré de dommage hépatiques

- Réaliser une mesure du taux d’hormones masculines
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Effectuer une mesure de ’activité de SOD, CAT et GPx car I’inhibition de ces
enzymes antioxydants est responsables de 1’apparition d’un stress oxydatif, et donc

de lésions dans les organes.

Réaliser des etudes chroniques sur le mélange pour observer ses effets a long

terme.

Effectuer des études sur ce melange de pesticides en utilisant des doses supérieures

pour savoir s’il a un impact sur le poids corporel et le poids relatif des organes.

Effectuer des études sur les deux pesticides séparément afin d’évaluer leur toxicité

individuelle.
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Annexes N°1

Matériel utilisé pour le traitement des souris

- Eau physiologique (500 ml)

- Roundup (450 g/l de glyphosate)
- Pyrycal (480 g/l de chlorpyrifos)
- Béchers

- Seringues

- Seringue a insuline (1 ml)

- Tubes en verre

- Micropipettes

- Embouts de pipettes

- Balance

Matériel utilisé pour le sacrifice des animaux et I’observation macroscopique

- Boite contenant 1’agent anesthésiant (chloroforme)
- Pince fine

- Sonde cannelée

- Ciseaux fins

- Boite a épingles

- Microscope de dissection (Leica DM650).

- Microbalance

- Boites de prélevements
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Annexes N°2

Graph représentant les courbes de variation du poids corporel des souris des lots témoins et

celles du lot traité aux melange de pesticide (Glyphosate et Chlorpyrifos)
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Tableau représentant la variation du poids relatifs des organes vitaux des souris témoins et

traités aux pesticides apres six semaines de traitement.

PR(g)
Foie Testicule droit | Testicule Poumons Ceeur Rein
Groupes gauche
Contréle | 7.95+0,37 0.42+ 0,02 0.43+0,02 | 0.61+0,11** | 1.58+0.04 | 0.97+0.08
Traité 7.66+0,13 0.41+0,02 0.43+0,02 0.56+0.07 1.15+0.06 | 0,1 +0.06

Les valeurs sont exprimeées par la moyenne + SEM (N = 6). PR, Poids relatifs

** (p <0.01) en comparaison avec le groupe témoin.
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Détermination du profil toxicologique de la substance active

» Métabolisme mammifére (rat) : absorption, distribution, métabolisme, excrétion
= Toxicité aigué* : orale, cutanée, inhalation, irritation, sensibilisation (idem / formulation)
» Toxicité subchronique orale :

— 3 mois (chien —rat)

— éventuellement 12 mois (chien)
= Génotoxicité™ : mutagenése® in vitro, in vivo : 5 tests
» Toxicité a long terme / cancérogenése :
— 2ans (rat)
— 18 mois (souris)
* Toxicité sur la reproduction :
— Rat (au moins 2 générations)
— Tératogénése® (rat et lapin)
Eventuellement :

— Suhchronique cutanée, inhalation, neurotoxicité différée
— Etudes mécanistiques
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Annexes N°4

Elément et exemples de toxicité des insecticides organophosphorés
Cinétigue

{1 Absorption par toutes les voies (respiratoires — percutanée)

[l Biotransformation hépatique par les enzymes liées au cytochrome P450

— Métabolites hydrosolubles

Toxicité
[1 Meécanisme

= Nerveux anti acétylcholinestérasique

Réversible puis irréversible
- Effets muscariniques (parasympatique)
- Effets nicotiniques (plaque motrice)
- Effets centraux

Tests de contrble (acétylcholinestérase des globules rouges)
(DIAGNOSTIC) (pseudo cholinestérase)(seul test qui existe)

[J 3 catégories de toxicité aigué

Trés toxiques DL50 < 50 mg/kg (azinphos-méthyl, chlorfenvinphos...)

Toxiques DL50 a 500 mg/kg (chlorpyriphos-éthyl, dichlorvos)

Peu toxiques DL50 > 500 mg/kg (acéphate, malathion)
[ VME 0,1 et 0,2 mg/m3

Accidents aigus

[J Projection oculaire

Troubles locaux de la vision

[1 Inhalation d'aérosols

Dyspnée, asthme (contact cutané et/ou inhalation)

Symptomatologie

- 1hapres inhalation

- 2-3 h par voie cutanée
- Maximum 6-8 h

Les formes modérées

Des troubles digestifs constants : nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhée.

Une hypersécrétion muqueuse diffuse : hypersalivation, larmoiement, sueurs profuses,

encombrement bronchique avec dyspnée.
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Des signes neuromusculaires avec céphalées, confusion mentale, altération de la vision et myosis,
crampes et fasciculations musculaires.
Une bradycardie modérée avec hypotension.

Les formes graves (en plus des signes précédents)
Un coma, myoclonique ou convulsif, parfois aréflexique rarement en mydriase.
Une hypoxie majeure avec cyanose due a I'oedéme alvéolaire, au bronchospasme et aux
fasciculations des muscles respiratoires.
Des troubles métaboliques : hypokaliémie, hyperglycémie et acidose, dues a un
hyperadrénergisme par accumulation de I'acétylcholine au niveau des ganglions sympathiques et
des surrénales.
Des troubles cardiovasculaires avec bradycardie profonde, blocs auriculo-ventriculaires et
troubles de I'excitabilité myocardique (extrasystoles et fibrillation ventriculaires), collapsus.
Une pancréatite oedémateuse.

Syndrome neurotoxique retardé (2 a 3 semaines)

Intoxication chronique

[J

[

0

[

0

Systéme nerveux
Psychosyndrome organique : asthénie, céphalée, fonctions cognitives perturbées, troubles
psychiatriques et psychomoteurs, anomalies de L'EEG.
Neuropathie périphérique motrice, fatigabilité, paresthésie, amyotrophie, EMG perturbé.
Peau
Dermites, eczémas (oedémes, érythémes, prurit, ...)
Ceeur
ECG perturbé (rare)
Cancérogenése
Difficile a évaluer
Etudes expérimentales — épidémiologie : peu de données
Grossesse
Intoxication mére ® foetus
Non tératogenes chez les Mammiféres
Déformations squelettiques parfois

Pas de données épidémiologiques
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Alanine aminotransférase (ALT ou ALAT) : acronyme d'alanine amino transférase,
c’est une enzyme transaminase surtout présente au niveau du foie, ce qui en fait un
indicateur fiable d’inflammation hépatique dans le cas ou elle est retrouvée en grande

quantité dans la circulation sanguine.

Aspartate aminotransférase (AST ou ASAT): c’est une enzyme transférase,
retrouvée dans divers organes dont le role est la création de nouveaux acides aminés.
L’augmentation de son taux dans le sang fait soupconner une atteinte de certains

organes tels que le foie.

Auxine : il s’agit d’une hormone qui contribue a la croissance des plantes en

allongeant et en multipliant des cellules végétales.

Carbamylation : il s’agit de I’ancienne appellation du terme carbamoylation qui
désigne le transfert d’un carbamoyl d’une molécule qui en contient vers un accepteur

tel qu’un groupe amine.

Carboxylestérases : synonyme de « carboxylic-ester hydrolase », c’est une enzyme
estérase qui désintoxifie les xenobiotiques et hydrolyse les esters et les amides.

Exemple : estérase a.

Cellules de kupffer : ce sont des macrophages propres au foie retrouvés surtout au
niveau de la paroi des vaisseaux capillaires sinusoides qui irriguent 1’organe. Leur role

est d’éliminer les hématies mortes et les débris.

Congestion : c’est l'augmentation subite suivie de I’accumulation anormale d’une

grande quantité de sang contenue dans les vaisseaux d'un organe ou d'un tissu.

Dégénérescence : il s’agit de la détérioration complete ou partielle d'une cellule ou

d'un tissu de I'organisme.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Macrophages
https://www.aquaportail.com/definition-1275-paroi.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseaux_capillaires
https://www.aquaportail.com/definition-8480-sinusoide.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Congestion_(m%C3%A9decine)

Désulfuration oxydative : c’est une variance de la desulfuration qui est 1’action
d’enlever un soufre ou des sulfures d’un produit qui en contient, tout en le combinant

a un atome d’oxygene.

Lactate deshydrogénase (LDH) : il s’agit d’une enzyme entrant dans le métabolisme
du glucose (glycolyse). Elle transforme le lactate des muscles squelettiques en

pyruvate au cour d’un effort ou lors du jeun.

Maladies cryptogamiques : maladies touchant les végétaux dues a un champignon

qui absorbe la seéve de la plante jusqu'a ce qu’elle dépérisse et meurt.

Phosphatase alcaline (ALP) : comme pour L’AST, il s’agit d’une enzyme dont le
taux élevé dans le sang, en dehors d’une période de grossesse ou de croissance, peut

étre révélateur de I’existence de certaines maladies telles que des maladies hépatiques.

Propriété électrophysiologique : aussi appelé «bioélectrique » ou encore
« électrophysiologique », il s’agit de la propriété électrique que possédent certains

tissus tel que le tissus musculaire et le tissus nerveux.

Succinate déshydrogénase : il s’agit du nom d’une enzyme retrouvée au niveau de la

membrane interne des mitochondries qui catalyse 1’un des composeé du cycle de Krebs.

Surfactant : agent chimique mouillant ayant la capacité d’abaisser la tension de

surface d’un liquide.

Tensioactif : substance ayant la capacité d’abaisser la tension superficielle existante

entre deux surfaces, utilisée comme détergent, agent moussant et autres.

Voie shikimique : c’est une voie, n’existant que chez les végétaux, qui assure la

biosynthese de plusieurs substances telle que la lignine.



Résumé :

L’utilisation des pesticides dans ’agriculture ne cesse d’augmenter au point d’avoir atteint au cours de 1’année
2013 une quantité équivalente a 4 mille tonnes en Algérie. Ces produits chimiques sont connus pour étre la cause
de nombreuses intoxications pouvant conduire a 1’apparition de graves maladies. L’objectif de notre étude était
de déterminer ’effet d’un mélange de deux pesticides (le Glyphosate et le Chloryrifos) sur I’histologie du foie et
des testicules des souris males BALB/C. Pour ce faire, les animaux ont recus, par voie intra-péritonéale, une
dose de 1/6 de la DL50 de ces deux produits pendant six semaines. Par la suite, le poids des souris ainsi que celui
de leurs organes ont été répertoriés pour une comparaison statistique. Le foie ainsi que les gonades masculines,
apres avoir passé les différentes étapes de préparation pour 1’étude histologique, ont été observés sous
microscope optique. Les résultats montrent que le traitement n’a pas eu d’effets sur le poids corporel et le poids
relatif des organes. Toutefois, un impact sur I’histologie des deux organes étudiés a été observé. En effet,
I’existence de dilatations et de congestions des veines centro-lobulaires et des sinusoides (DS) et de débuts de
nécrose a été observé au niveau du foie des souris traitées. En ce qui concerne le tissu testiculaire, des tubes
séminiféres dégénérés et la présence de grands espaces interstitiels ont été observés ainsi que quelques vacuoles
du coté basal des tubes. De ces résultats, nous pouvons conclure que I’herbicide Glyphosate combiné avec
I’insecticide Chlorpyrifos provoquent des dommages hépatique et testiculaire, ce qui indique une dangerosité de
ces produits chimiques sur la santé humaine.

Mots clés : Pesticide, Chlorpyrifos, Glyphosate, Histologie, Foie, Testicule.

Abstract:

The use of pesticides in agriculture is constantly increasing to an extent equivalent to 4000 tons in Algeria during
the year 2013. These chemical products are known to be the cause of many poisonings that can lead to the
appearance of serious diseases. The objective of our study was to determine the effect of a mixture of two
pesticides (Glyphosate and Chloryrifos) on the histology of the liver and testes of BALB / C male mice. In order
to do this, the animals received, intraperitoneally, a dose of 1/6 of the LD 50 of these two products for six weeks.
Subsequently, the weights of the mice as well as their organs are listed for a statistical comparison. The livers as
well as the male gonads, after having passed the different steps of preparation for the histological study, were
observed under light microscope. On one hand this allows us to see that the treatment has no effect on the body
weight and the relative weight of the organs. But on the other hand, it has an impact on the histology of the two
studied organs. Indeed, the existence of dilatations and congestions of the Centro-lobular veins and the sinusoids
(DS) and of necrosis begin was observed in the liver of the treated mice. Concerning the testicular tissue,
degenerated somniferous tubules and the presence of large interstitial spaces have been observed as well as some
vacuoles on the basal side of the tubes. From these results, we can conclude that Glyphosate herbicide combined
with Chlorpyrifos insecticide cause hepatic and testicular damage, which indicates the dangerousness of these
chemicals to human health.

Key words: Pesticide, Chlorpyrifos, Glyphosate, Histology, Liver, Testicle.
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