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Résumeé

Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer chez le lapin male adulte Oryctolagus cuniculus
I’effet de la consommation chronique d’éthanol sur la reproduction, quelques parametres
hématologiques et biochimiques. Les lapins ont été répartis en 4 lots de 7 animaux, qui ont
recu une administration d’éthanol par gavage aux doses respectives de 2 g/kg/j, 2.5 g/kg/j et
3g/kg/j pendant six semaines successives. Apres sacrifice des animaux, certains organes sont
prélevés et pesés (testicule, épididyme, foie, rein), le sang est recueilli pour le dosage des
parametres hématologiques, biochimiques et hormonaux. L’étude histologique des testicules
et d’épididyme sont évalués aussi. Les résultats obtenus montrent une diminution dans la
mobilité, la vitesse, la vitalité et la concentration des spermatozoides, accompagnée d’une
augmentation de leur nombre malformés chez les trois lots traités par rapport au lot témoin.
Par ailleurs, le traitement a I’alcool a entrainé une diminution du poids des testicules,
d’épididyme et des reins, ainsi qu’une augmentation dans le poids du foie.

Les résultats ont montrés aussi une diminution dans le taux de la testostérone, chez les
groupes traités comparés au groupe témoin. Alors que le taux de TGO, TGP, urée, créatinine,
albumine, le cholestérol, les triglycérides, glucose, protéines totales et bilirubine a augmenté.
L’analyse des parametres hématologiques montre une diminution du GR, Ht et Hb
accompagnée d’une augmentation des plaquettes et GB.

L’¢valuation histologique montre une déformation des tubes séminiferes, ainsi qu’une
diminution du nombre des spermatozoides dans la lumiere des tubes épididymaire des lapins
traités avec de 1’éthanol par rapport au groupe témoin.

Mots-clés :

Ethanol, testicule, spermatozoide, foie, testostérone.



Abstract

Abstract

The objective of this study was to evaluate in the rabbit adult male Oryctolagus
cuniculus the effect of chronic ethanol consumption on reproduction, some haematological
and biochemical parameters. The rabbits were divided into 4 groups of 7 animals that received
ethanol administration by gavage at the respective doses of 2 g/ kg /d, 2.5 g/ kg / d and
3g/kg/d for six successive weeks. After sacrificing the animals, certain organs were removed
and weighed (testes, epididymis, liver, kidney); the blood is collected for determination of
hematologic, biochemical and hormonal parameters. The histological study of the testes and

epididymis are also evaluated.

The results show a decrease in mobility, speed, vitality and sperm concentration, accompanied
by an increase in malformed sperm in all three treated groups compared to the control. In
addition, alcohol treatment resulted in a decrease in the weight of testes, epididymis and
kidney and an increase in liver weight.

The results also showed a decrease in testosterone levels, in the treated groups compared to
the control group. Whereas the rate of GOT, GPT, urea, creatinine, albumin, cholesterol,
triglycerides, total protein, glucose and bilirubin is increased. The hematological analysis
shows a decrease in GR, Hb and Ht accompanied by increased in platelet and GB.
Histological evaluation showed a deformation of the seminiferous tubules and a decrease in
the number of sperm in the light of the epididymal tubes of rabbits treated with ethanol
compared to the control group.

Keywords:

Ethanol, testes, sperm, liver, testosterone.
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Introduction

Introduction

Les produits chimiques font partie intégrante de notre mode de vie moderne. Nous
pouvons les trouver dans nos maisons, nos jardins, nos écoles, nos voitures, etc. Ainsi, tous
les jours nous sommes exposés a un réel cocktail chimique. Bien que les produits chimiques
facilitent notre vie quotidienne, certains ont un impact sur notre santé et engendrent des
souffrances qui peuvent étre évitées. Le nombre de ces substances chimiques est monté en
fleche ces 50 dernieres années. On les trouve notamment dans des substances telles que les
aliments et les boissons, les médicaments, les produits cosmétiques, les articles de toilette et
les produits d'entretien. Les impacts de cette myriade des substances chimiques sur notre
corps sont désastreux. Toutefois, il y a de plus en plus d’études scientifiques qui prouvent que
ces produits sont li€s au développement de certains cancers, a la survenue de malformations
congénitales, d’asthme, d’allergies, de déficience immunitaires et d’une diminution de la

présence de spermatozoides dans le sperme. (INRS, 2011)

De nombreux éléments permettent d’affirmer que certaines substances chimiques ont des
effets toxiques sur la reproduction humaine et le développement embryonnaire. (Cordier et
al., 2003). Les solvants sont parmi ces produits qui présentent des risques pour la santé, et qui
sont susceptibles d’agir directement sur la fertilit¢ ou indirectement via les effets sur le
développement de 1’appareil reproducteur (Becker et al, 2009), ce qui est d'autant plus
inquiétant qu'en 2003 14,7% de la population salariée était exposée a des solvants contre
12,3% en 1994 (INRS, 2005); il n'est pas nécessaire de travailler dans une usine chimique
pour étre en contact avec des solvant toxiques, les professionnels de la peinture, de la
plasturgie, de l'imprimerie, du nettoyage, de la blanchisserie, etc. subissent aussi leurs effets

néfastes.


http://fr.wikipedia.org/wiki/2003
http://fr.wikipedia.org/wiki/Institut_national_de_recherche_et_de_s%C3%A9curit%C3%A9
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Généralement les solvants sont liquide et volatiles a la température ambiante ils possedent la
propriété de dissoudre, de diluer ou d’extraire d’autre produit sans altérer ou modifier
chimiquement la substance dissoute et sans lui méme se modifier. Les caractéristiques
chimiques des solvants expliquent 1’étendue de leur utilisation dans de nombreux secteurs
d’activité. Ils sont utilisés comme dégraissants, diluants, dissolvants et détachants. Ainsi, de
I’industrie des batiments aux métiers du livre en passant par 1’agriculture, plusieurs secteurs
d’activité consomment ces substances et certains métiers comme ceux de peintures, coiffeurs,

imprimeurs, cordonniers, mécaniciens...sont particulie¢rement exposés.

Malgré les caractéristiques trés variables d’un solvant & un autre en termes de toxicité,
d’inflammabilité et d’écotoxicité, il faut savoir qu’aucun d’entre eux n’est inoffensif. Compte
tenu de leur affinité pour les organes riches en graisses (systeme nerveux, foie, reins) et de
leur volatilité, les solvants pénétrent treés facilement dans 1’organisme par voies cutané et

respiratoire mais également digestive suite a une absorption accidentelle.

L’intoxication chronique ou aigue selon la durée et ’intensité d’exposition, peut aller de la
simple allergie au cancer. Les affections communes a I’ensemble de ces substances sont les

effets d’ébrieux et narcotiques, les irritations... .

L’utilisation, 1’¢limination et les déversements accidentels des solvants participent aussi a la
pollution de I’atmosphere, du sol et de I’eau. Par leur volatilit¢ ils se retrouvent
principalement dans 1’atmosphere est contribuent a des phénomenes tels que la dégradation

de la qualité de I’air respiré, 1’effet de serre ou la destruction de la couche d’ozone.

Plus de 52% des solvants consommés sont des solvants oxygénés qui regroupe les
alcools, les cétones, les esters, les éthers et les éthers de glycol. Utilisés comme diluants des

encres d’imprimerie, des vernis, des peintures et des colles & moquette, comme excipients
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pour les produits pharmaceutiques ou cosmétiques. Les alcools représentent 24% de la
consommation totale des solvants (peinture, laque, vernis, colles...) (INRS, 2005), se sont des

substances couramment utilisés aussi bien dans 1’industrie que dans les foyers domestiques.

Ils peuvent étre a l'origine d'intoxications aigués accidentelles ou volontaires parfois
gravissimes. A terme, l'exposition répétée par voie pulmonaire ou contact cutané peut €tre a
l'origine d'effets toxiques systémiques variés. Au début des années 80, plusieurs publications
font état de la toxicité a terme des alcools qui induisent tant chez 1'animal que chez I'homme
des effets testiculaires, tératogenes et hématologiques. Lorsqu'ils se trouvent a 1'état de
vapeurs, les alcools volatils pénetrent facilement dans 1'organisme. Par contre ils ne semblent
pas traverser facilement la peau, mais quelques exceptions (méthanol, isopropanol, n-butanol)

incitent a une certaine prudence.

L'intoxication par ingestion n'est pas rare, certains alcools (méthanol, isopropanol) pouvant
étre utilisés comme substituts de I'éthanol dans des boissons alcoolisées. Sur un plan

toxicologique tres général, les alcools sont considérés comme des solvants dangereux.

Certains d'entre eux présentent cependant une toxicité systémique aigué particuliere : 1ésions
du nerf optique avec le méthanol, atteinte rénale avec l'éthylene glycol. Les alcools sont
surtout des toxiques du systeme nerveux qui entrainent des troubles neurosensoriels suivis qui
peut évoluer parfois jusqu'au coma. En cas d'ingestion massive, on observe une acidose
métabolique a l'origine de défaillances respiratoires et cardiaques. Ce sont aussi des irritants
de la peau (dermatoses) et des muqueuses (yeux, voies respiratoires). Globalement la toxicité
nerveuse des alcools croit avec 'augmentation de leur poids moléculaire. (Piliere et Conso,

1997)

Les alcools sont reprotoxique, 1’é¢thanol consommer sous forme de boissons provoque une

altération de la fertilité masculine (diminution de libido et de taux de testostérone) (Van Thiel
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et al., 1978). De plus la fertilit¢ des femmes est modifiée de fait d’anomalies de cycle
menstruel. Des femmes ayant une dépendance a I’alcool sont connues pour donner naissance
a des enfants porteurs de multiples anomalies, décrites sous le terme du syndrome

d’alcoolisme feetal (S.A.F.).

L’éthanol est I'un des alcools aliphatiques qui représente un danger pour I’harmonie du
fonctionnement de nombreux organes. C’est un excellent solvant industriel (vernis, peinture,
parfums, produits pharmaceutiques...) et il présente des usages multiples en laboratoire

(milieux réactionnels, extractions, cristallisation, etc.).

L'intoxication par inhalation de vapeurs d'éthanol ou par absorption percutanée est possible,
mais c'est l'absorption exagérée de boissons alcoolisées qui est la cause essentielle de la

toxicité de ce produit. (Lauwerys, 1990)

La toxicité de 1’éthanol sur la fonction de la reproduction peut s’exprimer au niveau des
organes reproducteurs (en particulier sur les gonades), et le systeme endocrinien. La
manifestation d’une telle toxicité peuvent inclure des effets déléteéres sur la maturation
sexuelle, la production, la qualité et le transport des gametes, le comportement sexuel, la

gestation et sur toutes les autres fonctions dépendantes de I’intégrité du systeme reproducteur.

Pour cella nous avons étudié les effets nocifs de 1’éthanol sur la reproduction masculine, les
parametres hématologiques et biochimiques chez les lapins maéle adultes Oryctolagus
Cuniculus a travers [’appréciation des parameétres biologiques des spermatozoides
(concentration, mobilité, vitesse, vitalité et anomalie), I’évaluation de I’effet de I’éthanol sur
le poids de quelques organes, sur le poids corporel, sur le taux de testostérone, sur I’histologie
des organes reproducteurs ( testicule et épididyme), ainsi que certains parametres sanguines

et biochimiques.



Introduction

Le présent travail est divisé en 4 chapitres :

Apres cette introduction le premier chapitre présente 1’identification et les caractéristiques
physico-chimiques de 1’éthanol, sa toxicocénitique, ces effets sur I’ensemble du corps et sur la

reproduction.

Le second est une étude expérimentale, dans laquelle nous présentons les matériels et les

méthodes de travail.

Le troisiéme chapitre représente les résultats obtenus aprés 1’exposition des lapins a 1’éthanol

sous forme d’histogrammes et de figures.

Dans le quatrieme chapitre, nous essayons de discuter les résultats obtenus et les comparer

avec les données disponibles au niveau international.



Chapitre I : Etude bibliographique

I — Généralité sur les alcools

I-1- Identification

En chimie, un alcool est un composé organique dans lequel le groupement hydroxyle
(OH) est lié a un carbone d’atome, généralement relié au carbone ou a d'autres atomes
d'hydrogéne. Une classe importante sont les alcools acycliques simples, leurs formule
générale est C, Hyyey OH. Parmi eux, I'éthanol (C , H s OH) est le type d'alcool dans les
boissons alcoolisées, et dans le langage courant du mot alcool se réfere spécifiquement a

I'éthanol.

Le mot alcool apparait en anglais dans le 16°™ siécle, prétées par l'intermédiaire frangais de
médecine latino, finalement de la langue arabe (al-Kuhl, «le khol » , une poudre utilisée
comme un eye-liner). Le nom arabe actuelle pour 1'alcool est al-kuhiil, réintroduit a partir de
l'utilisation de l'ouest. L'alcool le plus couramment utilisé est 1'éthanol, il a été produit et
consommé par les humains depuis des millénaires. C'est un liquide clair inflammable qui bout
a 78,4 ° C, il est utilis€ comme solvant industriel, carburant d’automobile , et des matieres

premieres dans l'industrie chimique.

L'alcool le plus simple est le méthanol , CH 3 OH, qui était autrefois obtenu par la distillation
du bois et, par conséquent, est appelé «alcool de bois». C'est un liquide clair qui ressemble a
I'éthanol dans l'odeur et les propriétés, avec un point d'ébullition légerement plus faible
(64,7 °C), et est principalement utilisé comme solvant, combustible et des matieres premieres.
Contrairement a 1'éthanol, le méthanol est extrémement toxique: une gorgée (aussi peu que 10
ml) peut causer une cécité permanente par la destruction des nerfs optiques et 30 ml (une once

liquide) est potentiellement mortelle. (Vale, 2007)
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Deux autres alcools dont les utilisations sont relativement répandus (quoique pas autant que
ceux de méthanol et éthanol) sont le propanol et le butanol . Comme 1'éthanol, ils peuvent
étre produits par des procédés de fermentation. (Toutefois, 'agent de fermentation est une
bactérie, Clostridium acetobutylicum). Ces alcools sont appelés alcools de fusel et ont
tendance a avoir une saveur épicée ou poivrée. lIls sont considérés comme un défaut dans la
plupart des styles de bicres. Les alcools simples, en particulier, 1'éthanol et le méthanol,
peuvent étre dénaturer, menant a leur utilisation comme agents antimicrobiens dans la

médecine, pharmacie et l'industrie.
I-2- Classification

Les alcools sont classés en primaire, secondaire et tertiaire, basé sur le nombre d'atomes de

carbone liés a l'atome de carbone qui porte le groupe hydroxyle.
I-2-1- Les alcools primaires

Sont de formule générale RCH , OH dont le carbone comportant le groupement hydroxyle
est 1i¢ & au moins deux atomes d’hydrogene et un radical organique R (R est un radical
organique variable, souvent un alkyle). L'éthanol et l'alcool n-propyle sont des alcools

primaires
R— CH,—OH

1-2-2- Les alcools secondaires

Sont de formule RR'CHOH dont le carbone comportant le groupement hydroxyle est lié a un
atome d’hydrogene et deux radicaux organiques R et R'. L’alcool iso-propylique est une

question secondaire.
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R— CH —OH

I
HI

I-2-3- Les alcools tertiaires

Sont de formule RR'R"COH dont le carbone comportant le groupement hydroxyle est lié a
trois radicaux organiques R, R' et R". Les préfixes sec - (ou s -) et tert - (ou T -), de facon
classique en italique, peut étre utilisé avant le nom du groupe alkyle a distinguer les alcools

secondaires et tertiaires.

I-3- Propriétés physiques et chimiques

Les alcools ont une odeur qui est souvent décrit comme «mordant» et comme «suspendue»
dans les voies nasales. L’éthanol a une odeur qui peut étre agréable, sucré pour les glycols,
acre ou amere cas de propanol ou alcool furfurylique, ou encore piquante cas d’alcool iso-

amylique.

En général, les alcools sont solubles dans l'eau (le méthanol, 1'éthanol et le propanol sont
miscibles dans I'eau parce que le groupe hydroxyle emporte sur la chaine carbonée courte). les
alcools a cing carbones ou plus ( pentanol et supérieur) sont effectivement insoluble dans 1'eau
en raison de la dominance de la chaine hydrocarbonée. Tous les alcools simples sont

miscibles dans les solvants organiques.
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En raison de la liaison hydrogene , les alcools ont tendance a avoir un points d'ébullition plus
comparables aux hydrocarbures et aux éthers . Le point d'ébullition de 1'éthanol est 78,4 ° C,
comparativement a 69 ° C pour les hydrocarbures hexane (un constituant commun de

I'essence ), et 34,6 ° C pour I'éther di-éthylique .

Les alcools peuvent également subir 'oxydation pour donner les aldéhydes , cétones ou acides
carboxyliques , ou ils peuvent étre déshydraté pour alcénes . Ils peuvent réagir pour former

des composés d'ester .

IIs sont inflammables ou facilement inflammables. Le point d’éclair pour les plus utilisés se
situé entre 12 et 40°C. Leurs vapeurs peuvent former des mélanges explosifs avec 1’air. Les
diols (glycols) ne sont pas considérés comme inflammables. Leurs points d’éclair se situant a

des températures supérieurs a 100°C.

Les alcools sont trés volatiles, leur diffusion dans le milieu ambiant ou dans 1’atmosphére est

donc tres importante. (INRS, 2009)

1I-4- Production

Dans l'industrie, les alcools sont fabriqués de plusieurs fagons:

e Par la fermentation a l'aide de glucose produit a partir de sucre de 1' hydrolyse de I'
amidon , en présence de levures et de température inférieure a 37 © C pour produire
I'éthanol.

e En directe hydratation a l'aide d'éthyléne ( hydratation d'éthylene ) (Lodgsdon, 1994).
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I-5- Toxicité de certains alcools

I-5-1-Toxicité de méthanol (CH;OH)

Solvant industriel tres apprécié des laques, vernis, celluloides et matieres plastiques, tres
souvent utilisé en syntheése organique et pour la fabrication des liquides antigels, le méthanol
est aussi utilisé couramment en laboratoire (cristallisation, chromatographie, etc.). En milieu
professionnel, les voies d'absorption sont essentiellement respiratoires (58 % du méthanol
inhalé sont absorbés), cutanée (équivalente ou supérieure a l'absorption pulmonaire) et
accessoirement digestive. Apres absorption, le méthanol diffuse rapidement et completement
dans l'eau de l'organisme. Cette forte affinité pour 1'eau est responsable de sa lente élimination
et aboutit a un phénomene cumulatif. Le méthanol est métabolisé en aldéhyde formique
(HCHO) et en acide formique (HCOOH), tous deux responsables de son action toxique,
notamment au niveau du tissu rétinien. Ces deux facteurs (lente élimination et métabolisme
oxydatif toxifiant) font du méthanol, a dose égale, un produit plus dangereux pour 'homme
que 1'éthanol. En dehors de 1'intoxication aigué€ qui se produit essentiellement par ingestion et
qui est tres grave, il faut souligner qu'a long terme, l'exposition pulmonaire répétée a ce
solvant se manifeste essentiellement par la conjonctivite, des troubles nerveux légers
(céphalées, insomnies, etc.), une baisse de l'acuité visuelle (amaurose méthanoique)
aboutissant souvent a une cécité plus ou moins complete. Le pronostic de cette intoxication
est grave car son évolution peut parfois étre brutale et aboutir au coma. Le contact cutané
répété avec le méthanol entraine des signes d'irritation cutanée : dermite, érythemes). (Conso,

1997)

La surveillance en hygi¢ne industrielle de 1'exposition par voie pulmonaire au méthanol est

réalisée grace a des prélevements d'ambiance ou individuels a hauteur des voies respiratoires
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des salariés et vérifie que la valeur moyenne d'exposition (V. M. E.) calculée sur 8 heures de

travail, ne dépasse pas 200 ppm (260 mg/m3).

I-5-2- Toxicité d’éthanol (C,HsOH)

Diffusant dans tout 1'organisme, 1'éthanol est oxydé a raison de 80 a 90 % au niveau du foie en
aldéhyde acétique (acétaldéhyde) et en acide acétique ultérieurement oxydé en gaz carbonique
et eau au niveau du cycle de Krebs. Environ 5 a 10 % de I'éthanol sont éliminés par l'air
expiré, les urines et la sueur. L'exposition a des concentrations élevées de vapeur peut
néanmoins entrainer une irritation des muqueuses des voies respiratoires et des yeux, des
céphalées, des vertiges, un état d'ébriété et de somnolence. La V. M. E. est actuellement fixée
a 500 ppm (960 mg/m’), ainsi que la dose sans effets toxique observable est 87mg/kg/j

(INRS, 2011).

I-5-3- Toxicité d’isopropanol (C3;H;OH)

Cet alcool est essentiellement utilis€ comme solvant. Rapidement absorbé par les voies
respiratoire et digestive, l'alcool isopropylique se distribue dans tout l'organisme avec une
demi-vie sanguine variant de 2 a 6 heures. L'isopropanol est en partie éliminé sous forme
inchangée par voie respiratoire et en partie métabolisé : il est essentiellement oxydé en
acétone dont la demi- vie est beaucoup plus longue que celle de l'isopropanol. L'isopropanol
est un produit irritant pour la peau et les muqueuses. A long terme sa cancérogénicité a été
suspectée. En fait les données expérimentales montrant un exces de cancers des sinus
maxillaires concernent les expositions aux huiles isopropyliques et chez I'homme, c'est le
procédé de fabrication de 1l'isopropanol qui est considéré comme cancérogene, ce qui n'est pas
le cas de l'utilisation professionnelle de l'isopropanol lui méme (Conso, 1997). En France, la

valeur limite d'exposition (V. L. E.) a été fixée a 400 ppm (980 mg/mS).
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I-5-4- Toxicité de butanol et iso-butanol (C4HyOH)

Ces deux solvants sont facilement absorbés par voie pulmonaire (vapeurs) et par voie cutanée
(contact direct). Le n-butanol est modérément irritant pour la peau mais peut entrainer apres
exposition pulmonaire, une irritation oculaire et nasale, des céphalées et des vertiges. Des
études expérimentales ont démontré apreés expositions répétées, une atteinte hépatique et
rénale. Chez 'homme cependant une surveillance biologique, hépatique, hématologique et
rénale d'une population exposée professionnellement pendant 10 ans, a des concentrations
pouvant atteindre 200 ppm, n'a rien permis de déceler. Par contre cette population a présenté
une pathologie oculaire a type d'cedéme cornéen et d'cedéme conjonctival se traduisant par des

brhlures oculaires. (Conso, 1997)

I-5-5- Toxicité des autres alcools

D'autres alcools sont sensiblement plus toxiques, en partie parce qu'ils prennent beaucoup
plus d'étre métabolisée et en partie parce que leur métabolisme produit des substances qui sont
encore plus toxiques, tels que I’intoxication par I'éthyléne glycol ou du di-éthylene glycol
qu’est dus a leurs métabolites, qui sont produites par 1'alcool déshydrogénase (Brent, 2009 ;
Schep et al., 2009). Certaines alcools de chalnes plus longues tels que le 2-méthyl-2-butanol
ont des effets sédatifs forts, mais il ont aussi une toxicité plus élevée que 1'éthanol (Bunc,
2006). Ces alcools a chaine plus longue sont trouvés comme contaminants dans certaines
boissons alcoolisées et sont connus comme des alcool de fusel (Woo, 2005 ; Lachenmeier et
al., 2008) et sont réputés pour causer de graves gueule de bois bien qu'il n'est pas clair si les

alcools de fusel sont réellement responsables. (Hori et al., 2003).
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Beaucoup d’alcools a chaine plus longue sont utilisés dans 1'industrie comme solvants et sont
parfois maltraités par les alcooliques , (Wiernikowski et al., 1997; MankowskKi et al., 2000)

conduisant a une gamme d'effets néfastes sur la santé. ( Bogomolova, 2004)

I-6- Risque pour I’environnement

Tous les alcools font partie de C.O.V. (composés organiques volatils). Leur émission dans
I’atmosphére contribue a augmenter la production d’ozone dans la troposphere (couche
atmosphérique la plus proche du sol) par réaction photochimique, augmentant ainsi les risques

pour les personnes asthmatiques ou souffrant d’insuffisance respiratoire.

Les alcools sont solubles dans 1’eau et rapidement dégradables, leur rejet massif a 1’égout peut
cependant contribuer sensiblement a la détérioration de la faune et la flore peuplant les

fleuves et les rivieres. (INRS, 2009)

II- L’éthanol

II-1- Identification de I’éthanol

L'éthanol, aussi appelé alcool éthylique, I'alcool pur, 1'alcool de grain, ou boire de 1'alcool,
est un liquide volatile , inflammable et incolore. II s'agit d'une drogue psycho active et 1'une
des plus anciennes drogues récréatives . Mieux connu comme le type de l'alcool dans les
boissons alcoolisées , il est également utilisé dans les thermometres , en tant que solvant , et

en tant que carburant .

L'éthanol est un alcool a chaine linéaire, et sa formule moléculaire est C , H s OH. Sa
formule empirique est C » H ¢ O . Une notation alternative est CH 3-CH ,-OH, ce qui indique
que le carbone d'un groupe méthyle (CH 3 -) est fixé sur le carbone d'un groupe méthylene
(CHy), qui est lié a l'oxygene d'un groupement hydroxyle (-OH) . L'éthanol est souvent

13


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Solvent&usg=ALkJrhg2yW_X-hydSxuU_Wk_xr7ZeeTOfg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcoholic&usg=ALkJrhgA-RlIoKvcvwk0U2IojOSFJBWX4A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Volatility_\\\(chemistry\\\)&usg=ALkJrhgHQKk4Q1n-j4DBlPlt0KZlcfY_Bw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Flammability&usg=ALkJrhj0JFT3wMqqhxuvYl1uI_kATsQNyg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Psychoactive_drug&usg=ALkJrhgkVDgFybT1ioJyGKAac8rDeVC6UA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Recreational_drugs&usg=ALkJrhiBrx-dqx2KsKEgGC5bCThTUavvrQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcohol&usg=ALkJrhiNOh_bs74AUsl5G_ktVTY_WgQLGg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcoholic_beverages&usg=ALkJrhga8IBbrmO1prLvK27QBbqQhRynwQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcoholic_beverages&usg=ALkJrhga8IBbrmO1prLvK27QBbqQhRynwQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Thermometers&usg=ALkJrhh77S4JpA_2MEhtqJQe7F9J7JcQuA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Solvent&usg=ALkJrhg2yW_X-hydSxuU_Wk_xr7ZeeTOfg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcohol_fuel&usg=ALkJrhjfwV2wD3dMTv5Gw1lDB7T8WFPbcw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_formula&usg=ALkJrhhA3JBQh3RsCotODU47nWt4X-0YfQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Empirical_formula&usg=ALkJrhiMnQGw90NnmGN7qSJjqYx6-sp9qA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon&usg=ALkJrhiE_7gY567E_CAdcBmFmoSfzIMbHw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen&usg=ALkJrhiRNOT2sUCh7Pe9heXTv6GxXIvfYw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen&usg=ALkJrhikFgiMKIx9zEkJTKptFfo14wczzw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxyl&usg=ALkJrhgbmn8tTBzG9vye-5-M8RKyIr5eAg

Chapitre I : Etude bibliographique

abrégé en EtOH, en utilisant la notation de chimie organique de communes représentant le

groupe éthyle (C , H 5) avec ET.

La fermentation des sucres en éthanol est I'une des premieres réactions organiques employées
par l'humanité. Les effets enivrants de la consommation d'éthanol ont été connus depuis
I'antiquité. Dans les temps modernes, 1’éthanol destiné a un usage industriel est également
produit a partir de 1’éthyléne. L’éthanol a [I’utilisation généralisée comme solvant des
substances destinées a un contact humain ou de consommation, y compris les parfums,

ardmes, colorants, et des médicaments.

En chimie, il est a la fois un élément essentiel de solvant et d'une matiere premiere pour la
synthese d'autres produits. Il a une longue histoire en tant que combustible pour le chauffage

et la lumiere, et plus récemment en tant que carburant pour les moteurs a combustion interne .

Figure 1 : la molécule d’éthanol.
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I1-2- Historique

L'éthanol a été utilisé par les humains depuis la préhistoire comme 1'ingrédient enivrant de
boissons alcoolisées. Les résidus secs sur la poterie de 9000 ans découverts en Chine
impliquent que les personnes néolithiques ont consommé des boissons alcoolisées. (Majerza

et Natkaniec, 2006)

Bien que la distillation était bien connu par les Grecs et les Arabes au début, la premiere
production enregistrée de l'alcool de vin distillé a été par "School of Salerno alchimistes" au

12°™ siecle. Le premier a mentionner 1'alcool absolu, a été Raymond Lulle .

En 1796, Johann Tobias Lowitz obtient 1'éthanol pur en filtrant 1'éthanol distillé a travers du
charbon activé . Antoine Lavoisier décrit 1'éthanol comme un composé de carbone,
d'hydrogene et d'oxygene, et en 1808 Nicolas-Théodore de Saussure détermine la formule

chimique de 1'éthanol. (Lodgsdon, 1994)

Cinquante ans plus tard, Archibald Scott publié la formule développée de 1'éthanol. Elle est

I'une des premieres formules de structure déterminée. (Robert, 2004)

L’éthanol a été d’abord préparé synthétiquement en 1826 grace aux efforts indépendants de

Henry Hennel en Grande-Bretagne et Sérullas en France.

En 1828, Michael Faraday prépare 1’éthanol par hydratation de 1'éthylene , un processus

similaire a la synthese de 1'éthanol industriel actuel. (Schep et al., 2009)

L'éthanol a été utilisé comme combustible de lampe aux Etats-Unis deés 1840, mais une taxe
prélevée sur l'alcool industriel au cours des guerre civile a fait cette utilisation non
économique. La taxe a été abrogée en 1906 (Brent, 2009) d'origine Ford Model T

automobiles a couru a 1'éthanol jusqu'en 1908 (Schep et al., 2009). Avec l'aveénement de

15


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Alcoholic_beverage&usg=ALkJrhhxHmNTGvbRJ1LP6W6nXEdK1rDWQQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Neolithic&usg=ALkJrhh3pafPrjMcjjsxIjOcteiJgBCQ7Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Distillation&usg=ALkJrhh3AOmV_QHM31U_YCXA7PBz7rTe0A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/School_of_Salerno&usg=ALkJrhhcq7Rmqqk2IoDAeD8YvknWiZxAqg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Raymond_Lull&usg=ALkJrhixmDeQbz9FcUgN-wXve_JSCRwNWA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Activated_carbon&usg=ALkJrhhfzN2m9z5RISoaSpHkpDNUxB9feQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Activated_carbon&usg=ALkJrhhfzN2m9z5RISoaSpHkpDNUxB9feQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Antoine_Lavoisier&usg=ALkJrhitiFkQ8winUV0Cn5OSe4yrb6DKFw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Nicolas-Th%25C3%25A9odore_de_Saussure&usg=ALkJrhgzKOaQRBeD1gfha5tGdVOOUk1R5g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Archibald_Scott_Couper&usg=ALkJrhix2E82jsUymX_CVfo2EcXbBeaS_Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Michael_Faraday&usg=ALkJrhjmd_OywBtmULFeXsdg-uMf-JgdaQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ethylene&usg=ALkJrhi85S27wQvKXdGchKBRzeo2gVPSRQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/American_Civil_War&usg=ALkJrhiHo-fGh5JeZPDy08Sx4TOpJf4E1Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3Dl%2527%25C3%25A9thanol%2Bsolvant%2Boxyg%25C3%25A9n%25C3%25A9%26hl%3Dfr%26rls%3Dig%26biw%3D1280%26bih%3D825%26site%3Dwebhp%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ford_Model_T&usg=ALkJrhiu7OuCAYxueejdcSqt_A2pqGmnlA

Chapitre I : Etude bibliographique

I'interdiction en 1920, les vendeurs de carburant d’éthanol ont été accusés d'étre des alliés a

bouilleurs (Brent, 2009), et 1'éthanol a chuté en désuétude jusqu'a la fin du 20%™ sidcle.

I1-3- Propriétés physico-chimiques

I1-3-1- Propriétés physiques

L’éthanol est un liquide mobile, incolore, volatile, d’odeur plutdt agréable, décelable dés
84 ppm. L’éthanol est miscible a I’eau, le mélange se faisant avec dégagement de la chaleur et
contraction de liquide : un volume d’éthanol + un volume d’eau donnent 1,92 volume de
mélange. Par contre il y a expansion de liquide lorsque I’éthanol est mélangé avec I’essence.
L’éthanol est également miscible a la plupart des solvants usuels. C’est un bon solvant des
graisses et il dissout de nombreuses maticres plastiques (INRS 2007). Ces principales

caractéristiques physiques sont les suivants :

Caracteres physiques

Masse molaire 46,07

Point de fusion -114°C

Point d’ébullition 78-78,5 °C

Densité a 20 °C 0,789

Tension de vapeur 5,9 KPa a 20°C / 10KPa a 30°C/ 29,3 KPa a
50°C.

Température d’auto-inflammation 423 °Ca425°C

Limites d’explosivit¢ dans 1’air (% en | Inférieur 3,3 %

volume)
Supérieur 19 %

Tableau 1 : les caractéristiques physiques de 1’éthanol.
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L’éthanol peut étre commercialisé sous forme anhydre (éthanol & 100 % en volume appelé
aussi alcool absolu), ou a différentes concentration dans 1’eau, principalement a 95%, et pour

des usages antiseptiques a 70%.

Pour les usages autres qu’alimentaires, des dénaturants sont ajoutés. L’éthanol dénaturé que
I’on trouve également dans le commerce sous le nom d’alcool a briler, est de I’éthanol dans

lequel on a dissous divers produits pour le rendre impropre a la consommation.

L’éthanol est un liquide trés inflammable point d’éclair en coupelle fermée = 13°C dans les
vapeurs peuvent former des mélanges explosifs. Les solutions aqueuses d’éthanol sont
également inflammables : le point d’éclair d’une solution a 70% est de 21°C, celui d’une

solution a 10% est de 49°C. (INRS 2007)

I1-3-2- Propriétés chimiques

Dans les conditions normales 1’éthanol est un produit stable. Il posséde les propriétés
générales des alcools primaires (réaction d’oxydation, déshydrogénation, déshydratation et
estérification). Il peut réagir vivement avec les oxydants puissants : acide nitrique, acide
perchlorique...) et d’'une maniére générales tous les composés chimiques ou minéraux riche
en oxygene et instables. Une oxydation brutale (par exemple combustion) le transforme en
dioxyde de carbone et en eau, I’oxydation ménagée conduit principalement a 1’aldéhyde et

acide acétique. (INRS 2007)

II-4- Utilisation

-C’est un solvant utilis¢ dans I’industrie des peintures, vernie, encres, matieres plastiques,

adhésives, explosives, parfums, cosmétiques. ..
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- Matiere primaire pour la production de nombreux composés : acide acétique, acrylate

d’éthyle, acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthylamine, éthyléne, éthers oxydes...

- Constituant de carburants : le « bioéthanol », éthanol obtenu a partir de matiere premiere
végétales, peut étre utilisé seul ou avec de I’essence; les mélanges essence-éthanol renferment

5 295 % de bioéthanol selon les pays.
- Désinfectant, biocide.
- Composant de boissons alcoolisées.

- Intermédiaire en synthése organique, notamment pour la fabrication des produits

pharmaceutiques.
- L'éthanol absolu est parfois injecté dans des tumeurs afin de provoquer leur nécrose.

- L'éthanol est aussi utilisé comme antidote dans le cas d'intoxication au méthanol ou a

'éthylene glycol (antigel), afin de saturer ' ADH (alcool déshydrogénase).

I1-5- Production et synthese
I1-5-1- Par hydratation catalytique directe de 1'éthylene

La synthese de 1'éthanol par hydratation de 1'éthylene repose sur la réaction suivante :
C,H, (g + H-0O (m) C,H;OH ()

Le produit final de I'hydratation de 1'éthylene est un mélange contenant entre 10 % et 25 %
d'éthanol en poids. Des distillations successives seront donc nécessaires pour obtenir un
mélange plus concentré. Au final, les conditions optimales pour la réalisation de cette réaction
d'hydratation dépendent grandement du catalyseur utilisé, des caractéristiques du réacteur et
des qualités du produit de départ. La majorité des catalyseurs décrits dans la littérature
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technique présentent un caractere acide. On citera notamment 1'acide phosphorique et l'acide

silicotungstique. Ces catalyseurs impregnent généralement un support poreux.

I1-5-2- Par hydratation indirecte de 1'éthyléne

La production d'éthanol par hydratation indirecte de 1'éthyleéne fait intervenir un mécanisme
réactionnel plus complexe avec deux grandes étapes: un ensemble de réactions
d'estérification puis d'hydrolyse. Ce procédé consomme de grandes quantités d'acide

sulfurique et nécessite en entrée un mélange gazeux de bonne qualité.

I1-5-3- Production d'éthanol a partir de la biomasse

Dans ce cas, on parle de bioéthanol. La majorité du bioéthanol produit aujourd'hui
provient du traitement des plantes sucrieres (betterave, canne a sucre, ...) ou des céréales

(mais, blé, ...).

Dans le cas du raisin, des levures se retrouvent sur la pruine du ce fruit. Ces levures vont alors
transformer le sucre du raisin en alcool. Au cours de la glycolyse anaérobie, le glucose se
transforme en pyruvate. Le pyruvate est ensuite transformé en éthanol par fermentation
alcoolique. Ce processus nécessite au préalable la réduction du pyruvate en éthanal et la
libération de dioxyde de carbone. L'éthanal est ensuite réduit en éthanol grace a 1'oxydation
de NADH, H" en NAD". La fermentation sert ainsi a régénérer le NAD", indispensable au bon

déroulement de la glycolyse.

II-6- Bioéthanol

Le terme bioéthanol est un amalgame entre le préfixe bio du grec bios, vie, vivant et du

terme éthanol. Le préfixe bio indique que 1'éthanol est produit a partir de matiere organique

19


http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_phosphorique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ester
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolyse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_sulfurique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_sulfurique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bio%C3%A9thanol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Betterave
http://fr.wikipedia.org/wiki/Canne_%C3%A0_sucre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%AFs
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bl%C3%A9

Chapitre I : Etude bibliographique

(biomasse) et n'a pas de lien avec le terme « bio » parfois utilisé pour désigner 1'agriculture
biologique. Le préfixe « bio » est donc contesté dans certains pays francophones. Il s'agit d'un
vecteur énergétique issu de 1’agriculture, ou des déchets de l'industrie foresticre, et

appartenant a la famille des énergies renouvelables.

Les végétaux contenant du saccharose (betterave, canne a sucre...) ou de 1’amidon (blé,
mais...) peuvent étre transformés pour donner du bioéthanol, obtenu par fermentation du
sucre extrait de la plante sucriére ou par hydrolyse enzymatiques de I’amidon contenu dans
les céréales. On parle généralement de filiere « sucre » pour désigner cette filiere de

production du « bioéthanol ».

Cet éthanol d’origine végétale n’est rien d’autre que de 1’alcool éthylique, le méme que celui
que I’on trouve dans toutes les boissons alcoolisées. Il peut étre mélangé a I’essence en des

proportions allant de 5 a 85 %.

La production de bioéthanol a partir de la biomasse se divise sommairement en trois étapes :

a- L'hydrolyse de la céréale

Contrairement aux plantes sucrieres qui donnent du sucre directement, il est nécessaire
d'hydrolyser 1'amidon (polymere du glucose) contenu dans les céréales afin d'obtenir du
glucose. Cette hydrolyse peut se faire par des enzymes (hydrolyse enzymatique) ou par de

z N 7z

l'acide (hydrolyse acide, nécessite que le mélange soit porté a ébullition).

b- La fermentation du glucose

On utilise pour cette étape des levures que 1'on insere dans un mélange de sucre et d'eau.
La durée de fermentation varie mais tourne aux alentours de quelques semaines. La

fermentation est due a I'enzyme des levures, la zymase, qui provoque la décomposition des
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sucres naturels en éthanol et en dioxyde de carbone. A l'issue de cette étape on obtient un

éthanol treés dilué, inutilisable pour 1'instant.

c- La distillation

Pour extraire 1'éthanol du mélange d'éthanol et d'eau on peut procéder a une distillation
fractionnée. Cette distillation s'appuie sur la température d'ébullition de 1'éthanol 78,4°C,
inférieure a celle de 'eau 100 °C. Le mélange appelé parfois alcoolat est porté a ébullition, et
I'éthanol s'évapore avant que l'eau ne commence a bouillir. En pratique, une certaine
proportion d'eau et de produits plus volatiles que 1'éthanol entrent dans le liquide obtenu apres
la premiere distillation qu'on appelle parfois flegme, la flegmasse étant le résidu de cette
distillation. D'autre part, de multiples distillations ne permettent pas d'obtenir un éthanol a
plus de 96 % car il forme avec 1'eau un azéotrope (Claudio et al., 2009). Pour obtenir de
I'éthanol plus pur, il faut déshydrater 1'azéotrope, par exemple en le distillant sur CaO
(L'oxyde de calcium). Si le point azéotropique est dépassé, les distillations sont de nouveau

opérationnelles.

D'autres filieres existent cependant, notamment la production de bioéthanol (dit bioéthanol
cellulosique) a partir de déchets végétaux (sciure de bois, paille de bl¢, emballages, ...). En
effet ces produits contiennent de grandes quantités de cellulose, un autre polymere du glucose.

Le probleme réside dans 1'hydrolyse de la cellulose, difficilement réalisée a ce jour.

I1-7- La toxicocinétique de I’éthanol

I1-7-1- Absorption

L’éthanol est rapidement absorbé par voie orale et respiratoire et peu par contact cutané.
(Jones et Jonsson, 1994). L’inhalation de vapeurs de 1’éthanol ne semble pas entrainer des

effets graves pour la santé, tout comme le passage transcutané qui peut étre considéré comme
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négligeable .en revanche, les effets cancérogenes et reprotoxique de 1’éthanol par ingestion

ainsi que ses effets neurotoxique sont avérés (INRS.2009).

L’éthanol est une petite molécule qui se dissout aisément dans 1’eau et peu dans le tissu
adipeux du corps et se répartit facilement dans tous les organes. Elle se retrouve tres
rapidement dans la circulation sanguine et diffuse vers les organes les plus vascularisés

(cerveau, poumons, foie).
II-7-2- Distribution

La distribution de I’éthanol est trés rapide pour tous les organes trés vascularisés
(cerveau, poumon, foie) avec une demi-vie de distribution de 7 a 8 minutes (Jones ef al.,
1990). Le volume de distribution de 1’éthanol est superposable a celui de 1’eau libre. Il est
influencé par le rapport entre masse maigre et masse grasse de 1’organisme, ce qui
expliquerait que pour un poids équivalent, on note de grandes variations dues a 1’age, au sexe
et a I’adiposité du sujet. A consommation égale d'alcool en une méme période de temps, un
homme aura un taux d'alcool sanguin moins élevé que la femme. Ceci s'explique par le fait
que, généralement, ses masses corporelle et musculaire sont plus grandes que celles de la
femme. Ainsi, I'alcool trouve davantage d'espace ou de volume de distribution dans le corps
de I'homme (et ainsi demeure moins confiné au niveau sanguin). Il est possible d’estimer le
volume de distribution de 1’éthanol chez la femme a 0,6 1/kg et a 0,7 /kg chez I’homme.

(Goist et Sutker, 1985 ; Jones et al., 1992)
I1-7-3- Métabolisme de I’éthanol

Le métabolisme est essentiellement hépatique (90%). Toutefois, il existe une activité

métabolique gastrique, intestinale et pour une part infime, rénale. (Lim et al., 1993 )
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On distingue trois voies métaboliques pour 1’éthanol : la voie principale liée a 1’alcool
déshydrogénase (ADH) représente environ 80 % des capacités métaboliques ; le systeme
microsomial d’oxydation (MEOS) métabolise les 20 % restants ; enfin, une voie qualifiée

d’accessoire est assurée par la catalase.

La majeure partie de I’éthanol est oxydée au niveau du foie. Son métabolisme fait intervenir
deux oxydations, la premicre transforme 1’éthanol en acétaldéhyde et la seconde transforme

I’acétaldéhyde en acétate.

a- Oxydation de I’éthanol en acétaldéhyde

Cette premiere oxydation peut se réaliser selon plusieurs voies enzymatiques :

1- Alcool déshydrogénase (ADH)

La voie de ’ADH est prépondérante dans le métabolisme de 1’éthanol. Cet enzyme

cytosolique fonctionne avec le cofacteur NAD+ et catalyse la réaction :

NAD NADH + H
CH;-CH,OH ~ 7, CH3-CHO0
éthanol ADH acétaldéhyde

L’ADH oxyde 1’éthanol en acétaldéhyde au niveau des hépatocytes et, pour une part

beaucoup plus modeste, au niveau de la muqueuse gastrique. (Ducluzeau et Meyran, 1993)

Chez I’homme, I’ADH hépatique est plutot adaptée pour métaboliser des doses modérées
d’alcool car I’activit¢ de cet enzyme est diminuée chez les consommateurs excessifs et

chroniques d’alcool (Thomas et al., 1982).

2- Le systeme MEOS (microsomal ethanol oxydizing system)
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Ce systeme, agit en présence de NADH et il est dépendant d’une forme particuliere du
cytochrome P450. Cette isoenzyme appelée, CYP2El qu’est une enzyme membranaire
localis¢ principalement dans le réticulum endoplasmique, et qu’est exprimé en grande
quantité dans les hépatocytes et en quantité jusqu’a 100 fois plus faible dans les tissus extra-
hépatiques (poumons, cesophage, intestin, cerveau, lymphocytes, cceur) (Lieber, 1999). Elle
accélére le métabolisme de 1’éthanol mais aussi de nombreux xénobiotiques favorisant ainsi la
production des radicaux libres ou de métabolites carcinogenes. Par ailleurs, des interactions
compétitives sur le CYP2El entre médicaments et éthanol conduisent a ralentir le
métabolisme de ces derniers et donc a augmenter leur biodisponibilité. Ce systeme fonctionne
de facon plus importante chez 1’éthylique chronique et pourrait ainsi compenser la plus faible
activit¢ de I’ADH chez ce type de patient. En ce qui concerne sa régulation, le CYP2E1 a
pour caractéristique d’étre induit aprés une administration aigué et forte d’éthanol (Petersen
et al., 1990) ou au cours d’une alcoolisation chronique (Roberts ef al., 1997). D’autres
isoenzymes du P450 peuvent également contribuer au métabolisme de 1’éthanol comme les

CYP1A2 et CYP3A4.
3- Catalase

La catalase a une fonction essentielle de détoxification de I’H,0,. Elle peut également

oxyder I’éthanol en acétaldéhyde selon la réaction suivante :
catalase + H,0, —» catalase-H»0,

catalase-H,0, + éthanol — catalase + acétaldéhyde + 2H,0

Cette voie d’oxydation est essentiellement localisée dans les peroxysomes de la plupart des
tissus et dépend de la disponibilité en H,0, laquelle est trés limitée dans les conditions

physiologiques habituelles.
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Comparé a la teneur en catalase du foie, le cceur peut contenir jusqu’a 150 fois moins de
catalase. Toutefois, une consommation chronique et ¢élevée d’éthanol est associée a une
prolifération peroxisomale et a un doublement de I’expression de la catalase dans le
myocarde. Malgré sa teneur faible en catalase, le cceur est donc capable de développer des

voies de détoxification en cas d’alcoolisation.

b- Oxydation de I’acétaldéhyde en acétate

Cette seconde oxydation peut se réaliser selon plusieurs voies enzymatiques
1- Aldéhyde déshydrogénase (ALDH)

L’acétaldéhyde, produit hautement réactif et toxique pour la cellule, est a son tour oxydé en
acétate grace a l’intervention de ’ALDH. Cet enzyme, comme 1’ADH, utilise le NAD+

comme coenzyme et catalysent la réaction suivante :

NAD™ NADH +H
CH;CHO + H;0 —» [CH;CHOH-OH | > A, CHcHO+ HY

acétaldéhyde ALDH acétate

L’ALDH appartient a une superfamille d’enzymes comprenant 16 génes chez I’homme.

Ces enzymes ont une large spécificité pour les aldéhydes issus notamment de la peroxydation
des lipides membranaires. A la différence de nombreuses déshydrogénases qui sont inhibées
par le NADH pendant le métabolisme de 1’éthanol, I’ALDH reste active malgré
I’augmentation du rapport NADH/NAD+ qui a lieu au cours du métabolisme de I’éthanol. Les
deux isoenzymes les plus importants dans le métabolisme de 1’éthanol sont I’ALDHI1 et

I’ALDH2.
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Comparée a I’ALDHI1 située dans le cytosol, I’ALDH2 est présente dans les mitochondries et
a une plus forte affinité pour 1’acétaldéhyde. L’ALDH2 est donc responsable de la majeure
partie de l’oxydation de 1’acétaldéhyde en acétate. Une autre ALDH mitochondriale,
I’ALDHS a également une faible affinité pour 1’acétaldéhyde et semble jouer un role non
négligeable dans le métabolisme de 1’éthanol (Stewart et al., 1995). Les ALDH 1, 2 et 5 sont
exprimées massivement dans le foie. On retrouve également de I’ALDH abondamment dans
le rein, les muscles, le cceur. Le placenta, le cerveau et le pancréas en contiennent un peu

moins.

2- Cytochrome P450 (CYP2E1)

Cet enzyme est capable d’oxyder 1’éthanol en acétaldéhyde et également d’oxyder
I’acétaldéhyde en acétate, avec une affinité pour I’acétaldéhyde environ 1000 fois plus grande

que pour I’éthanol.
3- Oxydases flaviniques

La xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase catalysent I’oxydation de 1’acétaldéhyde en
acétate par l’intermédiaire de [’oxygene moléculaire. Au cours de cette réaction, elles
génerent également des radicaux o™ qui peuvent conduire eux mémes a la génération d’OH
susceptibles d’initier la lipo-peroxydation. Ces deux enzymes interviennent de facon
minoritaire dans I’oxydation de 1’acétaldéhyde toutefois elles engendrent une production de
radicaux agressifs qui n’est pas négligeable. Expérimentalement, Shaw et collaborateurs ont
montré que 1’administration de tungstate (inhibiteur de la xanthine oxydase et de 1’aldéhyde
oxydase) ou d’allopurinol (inhibiteur de la xanthine oxydase) ou de menadione (inhibiteur de

I’aldéhyde oxydase) sur des hépatocytes de rat entrainent respectivement une réduction de 85-
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90%, 35-50% et 100% de la lipoperoxydation induite par une alcoolisation chronique. Au
travers de cette production de radicaux libres, I’aldéhyde oxydase pourrait donc jouer un rdle

non négligeable dans les effets hépatotoxiques de 1’alcool.
c- Destin de ’acétate

L’acétate peut-étre transformé en acétyl-CoA dans les hépatocytes grace a une thokinase

cytosolique selon la réaction suivante:

CH3-CHO + Co-SH ———=— (CH;CHO-CoASH

L’acétyl-CoA est ensuite oxydé en CO, et Hy0 au cours du cycle de Krebs. Cependant
I’éthanol ne peut pas €tre totalement métabolisé au niveau du foie. En effet, 25% de 1’acétate
issu du métabolisme hépatique de 1’éthanol est exporté vers les tissus extra-hépatiques pour y

étre dégradé.
- D’autres Voies

Le systeme nerveux central et le cceur ont des capacités oxydatives limitées pour
métaboliser [’éthanol. Ces tissus vont donc métaboliser 1’¢thanol par des systemes non
oxydatifs comme des glutathion-S-transférases qui utilisent 1’éthanol pour former des esters
¢thyliques d’acides gras. Bien que minoritaire, cette voie métabolique semble contribuer aux
effets cytotoxiques de I’alcool sur ces tissus. Dans le cceur, 1’alcoolisation chronique entraine
une hyperproduction d’esters ¢€thyliques d’acides gras. Ces molécules sont non chargées et se
lient préférentiellement a des structures hydrophobes comme les membranes mitochondriales.
L’accumulation d’esters éthyliques d’acides gras autour de la mitochondrie entraine un
dysfonctionnement de la fonction mitochondriale qui peut étre a 1’origine des effets cardio-

toxiques de 1’alcoolisation chronique.
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I1-7-4- Elimination

Des que 1'on commence a absorber de 1'alcool, I'organisme commence a 1'éliminer. Lors de la
phase de consommation, I'apport d'alcool est plus grand que ce que peut éliminer le corps. Par
conséquent, 1'alcoolémie augmente. L’éthanol est éliminé pour prés de 90 a 95 % par voie

métabolique. Le reste est excrété sous forme inchangée par les poumons. (Brown, 1985)

Les reins excrétent 1’éthanol a raison de 0,06 1/h, et la sueur a raison de 0,02 I/h pour un sujet
d’un poids de 70 kg (Brown, 1985). L’¢éthanol est également ¢liminé dans le lait maternel.

(Lands, 1998)

II-8- Toxicité de I’éthanol

Les effets toxiques de I'alcool sont aujourd'hui bien connus. Le foie, le cerveau et le systeme
nerveux, le cceur et les muscles peuvent étre atteints. L'appareil digestif n'est pas épargné. Les

mugqueuses, 'estomac et l'intestin sont irrités avec des sensations de brilures fréquentes.

I1-8-1- Toxicité aigue

L’éthanol est irritant pour les yeux mais n’a pas d’effet irritant ou sensibilisant sur la
peau. Quelle que soit la voie d’administration et I’espece considérée, les symptomes observés
sont tres semblables: ataxie, prostration, somnolence, paralysie, dyspnée. La mort survient
par défaillance respiratoire ou circulatoire apres baisse progressive de tension artérielle. Dans

le cas d’inhalation, on note en plus une irritation des muqueuses respiratoires. (INRS, 2011)

L’examen anatomopathologique révele des Iésions hépatiques: cedeéme des cellules

périphériques des lobules, accumulation des lipides et notamment des triglycérides.

Localement, n’a pas d’effet irritant appréciable sur la peau de lapin, sauf si I’on prolonge le

contact 24 heurs sous pansement occlusif. Une faible irritation passagere est alors observée.
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Sur I’ceil de lapin, le produit utilisé pur provoque une irritation oculaire modérée qui se
manifeste par une légere opacification de la cornée et une rougeur de la conjonctive modérée

a sévere. Ces effets sont réversibles en moins de 14 jours. (INRS, 2011)

Les manifestations observées en cas d’intoxication aigue par ingestion sont bien connues :
elles sont essentiellement neuropsychiques, puis coma plus ou moins profond avec menace
du pronostic vital par paralysie des centres respiratoires et ont pu étre reliées de facon assez
précise au taux d’alcoolémie. Des altérations neuropsychiques sont observables pour des
concentrations d’éthanol dans le sang de 0,2 g/l : diminution du temps de réaction, de

coordination motrice et troubles de jugement. (Pastino et al., 1997)

Il convient toutefois de signaler que 1’alcool industriel présente des dangers particuliers dus
notamment aux additifs de dénaturation, et surtout a sa concentration, les produits a plus de

70% d’éthanol risquant d’entrainer des I€sions gastriques sérieuses.

Les essais réalisés sur volontaires ont permis de préciser les niveaux d’action suivants :

-1380 ppm : apres 30 minutes d’exposition, céphalée suivi d’un léger engourdissement ;

-3340 ppm pendant 100 minutes : sensation de chaud et froid, irritation nasale, céphalée

engourdissement.

-5000 ppm : irritation immédiate des yeux et des voies aériennes supérieurs (toux)
disparaissant en 5 a 10 minutes, odeur presque intolérable initialement mais acclimatation
rapide ; treés vite, céphalée, tension intraoculaire, sensation de chaleur, apreés 1 heure,

engourdissement marqué.

-9000 ppm, en plus des symptomes ci-dessus, fatigue et somnolence apres 30 minutes.
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-20000 ppm ; larmoiement permanent, toux irrépressible, suffocation, cette concentration

n’est tolérable que pour de trés courte périodes.

Toutes ces effets sont transitoires et disparaissent tres vite apres la fin de la période
d’exposition. En cas d’expositions répétées ou chez les sujets ingérant régulierement de
I’éthanol un certain degré de tolérance apparait: pour une méme concentration
atmosphérique, les symptdmes sont moins séveres et le temps nécessaire pour les faires

apparaitre est plus long.

La projection de liquide pur dans 1’ceil provoque immédiatement une douleur cuisante, un
larmoiement, des lésions de I’épithélium cornéen, une hyperémie de la conjonctive, la
sensation de corps étranger peut durer 1 jours ou 2 mais en général la cicatrisation est

spontanée. (Grant, 1986)

I1-8-2- Toxicité chronique

L’¢thanol possede une toxicité par exposition répété par voie orale et respiratoire, aucun

effet systémique observé par voie cutanée.

Les effets chroniques de 1’éthylisme par ingestion avec ses retentissements neuropsychiques
(polynévrite, atrophie cérébelleuse, trouble de la mémoire), digestif (stéatose et cirrhose
hépatique, gastrite chronique, pancréatite), cardiovasculaire (myocardiopathie, hypertension

artérielle) et hématologiques. (INRS, 2011)

En milieu industriel, cet éthylisme chronique doit retenir 1’attention, d’une part en raison
de risques d’accidents liés aux troubles de vigilance et d’autre part en raison d’interactions
possibles avec les effets toxiques d’autres produits chimiques (notamment avec les effets
hépatotoxiques des solvants chlorés, interaction avec les amides, oximes, thiurames, et

carbonates inhibiteurs d’aldéhyde déshydrogénase). (Hills et venable, 1982)
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Dans le cas d’inhalations répétées de vapeur d’éthanol, des irritations des yeux et des voies
aériennes supérieurs, des céphalées, de la fatigue, une diminution des capacités de
concentration et de vigilance ont été rapportées, mais en dépit de rares observations
anciennes non confirmées, il n’est pas établi que cette inhalation chronique puisse avoir
notamment au niveau de foie et de myocarde des répercussions semblables a celles
d’ingestion excessives répétées. Toutefois une étude portant sur 1282 travailleurs de
I’industrie de caoutchouc et de pneumatiques et comportant un suivi de 15 ans, un conclu a
une association significative chez les sujets de plus de 50 ans entre exposition a I’éthanol et
mortalité par cardiopathie ischémique (wilcoshy et tyroler, 1983). Chez ces sujets manipulant
une vingtaine de solvants, on a également trouvés de I’exposition au disulfure de carbone et
au phénol. Il semble actuellement qu’une consommation excessive d’éthanol soit un facteur

favorisant de I’athérosclérose. (Biyik et Ergene, 2007)

Localement la répétition d’un contact cutané peut entrainer un érythéme et un cedéme

particuliérement s’il existe une occlusion génant I’évaporation du produit.

I1-8-3- La génotoxicité

Les données suggerent que 1’éthanol provoque des lésions de I’ADN dans les cellules
somatiques et germinales. In vitro, il augmente de la fréquence des changements des
chromatides sceurs dans des cultures de cellules ovariennes de 1’hamster ou de lymphocytes

humains.

In vivo une augmentation des changements des chromatides sceurs est également retrouvé
chez les rats et souris exposants par voie orale a des doses massives d’éthanol (> 7g /kg /)
pendant plusieurs semaines. Il détermine également des mutations létales dominantes chez le

rat et la souris male par voie orale des 1240 mg /kg/ j pendant 3 jours, et la formation des
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micronoyaux dans les érythrocytes de la moelle osseuse chez la souris a partir de 620mg/kg

par injection intra-péritonéale. (INRS, 2011)

I1-8-4- Effet cancérogene

L’ingestion prolongée de 1’éthanol (boissons alcoolisées) accroit la fréquence de certains
cancers, chez la population générale, les sujets alcooliques et dans certains cas les employés
de  brasseries (production des boissons alcooliques). Il n’excite pas des données
épidémiologiques évaluant le rdle possible de I’inhalation de vapeur d’éthanol dans la

survenue de cancers.

Dans une évaluation récemment mise a jour, le CIRC a analysé ces données concernant
I’association possible entre 1’alcool et 27 types de cancers. Lorsque des effets significatifs
sont notés, ils surviennent généralement pour une consommation quotidienne de 50 grammes

d’alcool pur. On retrouve également cette augmentation de risque pour :

- Les tumeurs de tractus digestif supérieurs (bouche, pharynx, larynx, cesophage). Les effets

sont nettement majorés par le tabagisme.

- Les tumeurs hépatiques, souvent on liaison avec des atteintes préalable du foie liés a 1’alcool

(cirrhose).

-Les tumeurs de seins qui peuvent tre augmentée légerement a partir de doses de 18 gramme

par jour.

- Les tumeurs colorectales.

Pour d’autres sites, les résultats sont inconstants (reins, poumons et estomac). (CIRC, 1988)
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I1-8-5- Maladies alcoolique de foie

Les maladies hépatiques provoquées par une consommation excessive d’alcool comportent

des atteintes de trois types :

» Stéatose : accumulation, a un degré varié, de triglycérides sous forme de macro-vésicules,

préférentiellement dans les hépatocytes.

» Hépatite alcoolique (HA) : association de nécrose hépatocytaire, d’inflammation, et de
fibrose initialement péri-sinusoidale. L’hépatite alcoolique est habituellement qualifiée
d’aigué car le tableau clinique, au moment du diagnostic, correspond le plus souvent a une
forme sévere, ictérique qui s’atténue avec le sevrage d’alcool et le traitement. (INSERM,

1993)

* Cirrhose alcoolique (CA) : nodules de régénération de petite taille (micronodules) ou les
cellules hépatiques essayent de fonctionner mais y arrivent mal car la disposition des nodules

(nouvelles cellules) n’est pas conforme a leurs fonctions.

Aux lésions histologiques de base, stéatose, nécrose, inflammation, fibrose, peuvent étre
associées d’autres lésions élémentaires : corps de Mallory (agrégats de filaments d’actine,
fréquents au cours de I’HA) ; mitochondries géantes (volumineuses mitochondries visibles au
microscope optique) ; fibrose périveinulaire (fibrose autour de la veine centrolobulaire) ;
ballonisation cellulaire (hépatocytes de grande taille, considérés comme en voie de

destruction).

D’un point de vue clinique, la stéatose peut exister seule ou en association avec une HA ou
une cirrhose. La cirrhose peut étre associée a une HA, et les HA séveres sont habituellement

observées chez les patients cirrhotiques. (INSERM, 1993).

Les femmes sont plus sensibles a I’hépatotoxicité de I’alcool que les hommes.
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Elles développent une cirrhose pour une quantité d’alcool consommée (Mezey et al., 1988) et
une durée d’alcoolisation moindres ; leur risque relatif de cirrhose est multiplié par 2 (Corrao

et al., 1997) par rapport aux hommes.

Cette constatation est également faite chez les animaux (limuro et al, 1997). Les
mécanismes a 1’origine de cette sensibilité accrue ne sont pas encore connus avec précision,
bien que certaines différences liées au sexe aient été identifiées : moindre activité de 1’alcool
déshydrogénase gastrique chez la femme; augmentation du taux d’endotoxine d’origine
intestinale aprés absorption d’alcool chez le rat femelle par rapport au rat male (Kono ef al.,

2000).
I1-8-6- Stress oxydant et I’éthanol

De nombreux arguments montrent que 1’alcool est responsable au niveau hépatique d’un
stress oxydant résultant d’une perturbation du rapport oxydants/antioxydants, le stress
oxydant pouvant ainsi résulter d’une hyperproduction de radicaux libres ou d’une diminution
de la défense antioxydante. Le stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie de
nombreuses maladies chez I’homme (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies neuro-

dégénératives...). (INSERM ,1993)
L’administration d’éthanol provoque une augmentation de la production hépatique des dérivés

réduits de 1’oxygene 02—., H,0; et "OH au niveau de nombreux sites cellulaires, par différents

systemes enzymatiques (Nordmann ef al., 1992). Ces especes sont encore appelées « dérivés
réactifs de ’oxygéne » (DRO). Leurs principaux sites de production au cours de
I’alcoolisation sont représentés par les microsomes, les mitochondries et les cellules de
Kupffer. Les systemes impliqués comportent les chailnes respiratoires microsomales et

mitochondriales, et la NADPH oxydase.
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Lorsque I’équilibre oxydants/antioxydants est perturbé, il s’établit un stress oxydant.
L’éventail des modifications qui peuvent survenir en réponse au stress oxydant est bien

documenté et comprend, entre autres :

-L>’augmentation de la lipoperoxydation

L’existence du stress oxydant, traduite notamment par une exacerbation de la
lipoperoxydation. Les produits de la peroxydation sont des aldéhydes tels que le

malondialdéhyde (MDA). (Uchida, 2000)

-L’oxydation des protéines

Les protéines sont également des cibles pour les radicaux libres (Remmer et al., 1989).
Dean et al., 1991 ont montré que les protéines pouvaient étre attaquées par les radicaux libres
méme a des concentrations treés €levées en antioxydants, conditions pour lesquelles le
processus de lipoperoxydation est presque supprimé. De méme, Davies et Goldberg (1987)
ont montré que I’oxydation des protéines apparaissait de fagon précoce par rapport a la
lipoperoxydation. Un stress oxydant peut étre a I’origine de I’oxydation de la chaine latérale
de certains acides aminés constitutifs des protéines. D’une maniére générale, 1’oxydation des
protéines est mise en évidence par I’augmentation des groupements carbonyles (-CHO) et
I’oxydation des groupements thiols. Si I’oxydation radicalaire touche des acides aminés

localisés au site actif des enzymes, ceci peut entrainer leur inactivation.

Les protéines oxydées ou altérées peuvent subir un repliement anormal et former des agrégats
protéiques cytosoliques. Néanmoins, les protéines chaperons facilitent le repliement des
protéines et favorisent ainsi le maintien de leurs fonctions tout en évitant la formation

d’agrégats entre les domaines hydrophobes. (INSERM ,1993)
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-Altérations de ’ADN

La consommation chronique d’éthanol génére différentes classes de molécules (radicaux
libres, produits de la lipoperoxydation et acétaldéhyde) également susceptibles de léser
I’ADN. L’augmentation du flux de radicaux libres peut générer une variété de 1ésions de
I’ADN incluant fragmentation de I’ADN, et diverses mutations. De plus, les produits de la
lipoperoxydation réagissent avec I’ADN pour former divers types d’adduits tels que des

éthénobases. (INSERM ,1993)
I1-8-7- Effets de I’alcool sur le systéme nerveux

La toxicité de I’alcool sur le systéme nerveux s’envisage a deux niveaux : il existe une
toxicité aigue, dans laquelle les effets persistent tant que 1’alcoolémie reste élevée puis
disparaissent ensuite. Ces effets peuvent avoir des conséquences graves a court terme
(troubles du comportement, accidents, violences...) mais n’entrainent pas de séquelles. La
toxicité chronique comprend les effets résultant d’une consommation prolongée d’alcool :
persistant méme apres arrét de cette consommation, ils sont susceptibles de laisser des traces

définitives. Les sujets concernés et les conséquences de ces deux types de manifestations sont

donc extrémement différents. (INSERM ,1993)
a- Toxicité aigue

La consommation d’alcool détermine un état d’ivresse auquel beaucoup d’auteurs préferent
le terme d’intoxication éthylique aigué. Elle comporte deux ordres de symptomes : a faibles
doses, l’alcool a un effet psychostimulant excitant et entraine une désinhibition du
comportement. A plus fortes doses, I’effet est sédatif. Les troubles de vigilance, a type de
confusion, peuvent aller jusqu’au coma. Ils s’accompagnent d’un syndrome cérébelleux

responsable de troubles de 1’équilibre et de la parole. INSERM ,1993)
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b-Toxicité chronique

Un certain nombre de troubles neurologiques qui apparaissent a 1’occasion de
consommations ¢levées d’alcool n’en sont que la conséquence indirecte. Ils méritent
cependant d’étre mentionnés en raison de leur gravité et de leur fréquence. D’autres désordres

sont quant a eux plus spécifiques d’une alcoolisation chronique.

11 s’agit essentiellement de complications :

* Vasculaires : de type hémorragie cérébrale, dont la fréquence s’¢léve avec la consommation

d’alcool en raison essentiellement de son effet hypertenseur ;

* Traumatiques : hématomes cérébraux et hémorragies méningées ;

» Métaboliques : une hyponatrémie responsable de confusion et de convulsions peut
s’observer essentiellement lors de consommation massive de biere qui implique une
absorption tres importante de liquide (Demanet ef al., 1971). Des hypoglycémies s’observent
parfois lors de consommations d’alcool chez des personnes a jeun et particulierement chez les

enfants.

* Mécaniques : la compression prolongée d’un membre au cours d’un coma éthylique peut

entrainer une ischémie des troncs nerveux.

» Hépatiques : la cirrhose hépatique peut se compliquer d’une encéphalopathie dont la
physiopathologie complexe fait intervenir I’insuffisance hépatocellulaire et 1’hypertension

portale.

I1-8-8- Effets de I’alcool sur le systeme cardiovasculaire

Les effets de 1’alcool sur le systeme cardiovasculaire peuvent étre explorés a travers

I’¢tude de I’influence de la consommation d’alcool au niveau des principaux facteurs de
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risque cardiovasculaire, ainsi que sur d’autres parametres intervenant dans 1’homéostasie
vasculaire. Dans un second temps, la consommation d’alcool peut étre mise en relation avec
I’incidence des principales maladies cardiovasculaires : infarctus du myocarde, accident
vasculaire cérébral, myocardiopathie, troubles du rythme cardiaque et artérite des membres

inférieurs.

Un certain nombre de parametres biologiques (hypertension artérielle, lipides et lipoprotéines,
hémostase) possédent une valeur prédictive dans 1’évaluation du risque cardiovasculaire. Ils
ont naturellement été mis en regard de la consommation d’alcool dans de nombreuses études.

(INSERM ,1993).

I1-8-9- Le pouvoir mutagéne de I’éthanol

Plusieurs auteurs ont conclu que 1’éthanol était mutagéne apres une activation métabolique
et que ce potentiel génotoxique était li¢ a ses métabolites (acétaldéhyde, formation d’espéces
réactive de 1’oxygene). En effet, le pouvoir mutagéne de 1’éthanol a été mis en évidence in
vitro apres activation métabolique et dans certaines études in vivo. Leurs conséquences
peuvent étre soit des effets cancérogenes, soit des effets sur la reproduction ou le
développement. Des dommages a I’ADN ont également été retrouvés chez des sujets

consommant des quantités excessives de boissons alcoolisées.

I1-8-10 effets d’éthanol sur la reproduction
L’Institut national de recherche et de sécurit¢ (INRS) a déposé, en octobre 2006 une
proposition de classification européenne harmonisée de 1'éthanol en tant que substance

toxique pour la reproduction.
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a- Chez I’homme

Le systeme reproducteur male se compose de I'hypothalamus, I'hypophyse antérieure, et
les testicules. L'alcool peut interférer avec le fonctionnement de chacun de ces composants, ce
qui provoque I’infertilité ainsi que la réduction des caracteres sexuels secondaires masculins.
(Emanuele, 2001)
Dans les testicules, 1'alcool peut affecter les cellules de Leydig, qui produisent et sécretent la
testostérone. De nombreuses études ont démontré que les résultats d'une forte consommation
d'alcool est la diminution du niveau de testostérone sanguin.
L'alcool altere également la fonction des cellules de Sertoli qui jouent un rdle important dans
la maturation des spermatozoides. Dans la glande pituitaire, 1'alcool peut diminuer la
production et la sécrétion de deux hormones qui sont en relation avec la fonction de la
reproduction, I'hormone lutéinisante LH et ’hormone folliculo-stimulante FSH. (Emanuele,
1998)

b- Chez la femme

La consommation chronique d'alcool provoque beaucoup de troubles pour la reproduction
féminine. Les femmes peuvent avoir des déséquilibres dans le systeme hormonal, ce qui
affecte le cycle menstruel. Méme a une consommation modérée d'alcool le systeme
reproducteur peut étre perturbé. Chez les animaux de laboratoire, 1’alcool est connu pour
diminuer les concentrations d'hormones stéroides, d’inhiber 1'ovulation, et d’interférer avec le

transport des spermatozoides dans la trompe de Fallope. (Sharma et Chaudhury, 1970).
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ITII-Matériels et méthodes
I11I-1-Matériel biologique

Le travail est réalisé sur vingt huit lapins males adultes domestiques Oryctolagus
cuniculus, agés de 9 a 10 mois et pesés a leur arrivé 2400g + 100g. Les animaux sont placés
dans des cages (50 x 60 x 53cm’), pendant une période d’acclimatation de deux semaines
suivie d’une période de traitement de six semaines successives. L’¢levage est réalisé dans
I’animalerie du département de Biologie Animal de la faculté des Sciences d’Annaba, sous
des conditions naturelles de température et d’humidité. Les lapins sont nourris trois fois par
jour avec un mélange composé de salade, de carottes, de pain dur concassé. L’eau est fournie

ad libitum dans des abreuvoirs et renouvelée chaque jour.

III-1-1-Classification d’animal

Régne: animal
Embranchement : vertébrés
Classe : mammiferes
Super ordre : Glires
Ordre: Lagomorphe
Famille : Léporidés
Genre : Oryctolacus
Espece : Oryctolacus cuniculus
I11-2-Matériel chimique
Le produit utilis¢é dans cette expérimentation est 1’éthanol qui fait partie des solvants
oxygénés. Il est utilisé principalement comme solvant pour la fabrication de peinture, vernis,

encre... . Il est également utilisé comme carburant et comme un intermédiaire de synthese

important dans 1'industrie chimique.
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III-2-1-Métabolisme de I’éthanol

Edhanol
CH=CHZ= OH

Ac aobe
CH=zCOOH

Figure 2 : métabolisme de 1’éthanol.

I11-3- Protocole expérimental

L’expérimentation consiste a administrer aux lapins trois doses croissantes de 1’éthanol de
20%, 25% et 30%, obtenus a partir de la dilution de I’éthanol 96% selon le tableau de
dilution de I’alcool de Gay Lussac (voire annexes). Les animaux ont été répartis en 4
groupes de 7 individus chacun :
- Groupe témoin.
- Groupe 1 : traité par 20% d’éthanol
- Groupe 2 : traité par 25% d’éthanol
- Groupe 3 : traité par 30% d’éthanol
Le volume 10 ml d’éthanol est administré par gavage une fois par jour pendant six semaines

successives a 1’aide d’une sonde gastrique.
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Les lots expérimentaux

28 lapins males adultes répartis en 4 groupes

Gl: G2 : traité par G3 : traité par G4 : traité par
o 2¢/ke/j 2.5g/kgj 3g/ke/j
Témoin d’éthanol d’éthanol d’éthanol

6 semaines successives de traitement

Décapitation

Récupération du sang Prélevement des organes
Tul’)es s.ec§ el EbeEDTA Pesé de certains Mettre dans le

DEpanings organes (foie, Bouin (testicules

rein, testicule et et épididyme
épididyme
Dosage Dosage
hormonale et hématologique
biochimique
Etude
histologique

Figure 3 : schéma du protocole expérimental
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I11-3-1- Les parametres indicateurs de la fertilité

Afin d’estimer I’effet de 1’éthanol sur la fertilité des lapins, nous avons procédé au test du
sperme selon la méthode de ’OMS (1993). Le sperme a été prélevé a partir d’une petite
ouverture faite au niveau de la queue de I’épididyme. Le sperme est ensuite dilué dans le

sérum physiologique (Nacl 0.9%).

I11-3-1-1- La mobilité des spermatozoides

Une goutte du sperme dilué est déposée sur une lame, puis recouverte par une lamelle. La
préparation est examinée sous microscope optique a un grossissement final x40. Le champ
d’observation est divisé en 03 champs pour classer 100 spermatozoides, aprés on calcule le

pourcentage des spermatozoides mobiles (OMS, 1993).

III-3-1-2- la vitesse des spermatozoides

Une goutte du sperme dilué est déposée sur une lame de Nageotte a 1’aide d’une
micropipette puis recouverte par une lamelle. Chaque lame de Nagoatte contient des lignes
horizontales (0.5 um entre deux lignes). Le principe de cette étude est de calculer le temps de
déplacement d’un spermatozoide entre 02 lignes a 1’aide d’un chronomeétre, 1’examen peut
cependant étre fait dans des conditions a la température ambiante du laboratoire. La

préparation est examinée a un grossissement final x40. (OMS, 1993).

La vitesse de spermatozoides est calculée par ’application du la relation suivante :

V=d/ t

V : vitesse de spermatozoides (um/sec).

-d : la distance entre 2 lignes (0.5 um).

-t : le temps de déplacement (sec).
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-on calcule la vitesse de 10 spermatozoides, puis on calcule la vitesse moyenne.

III-3-1-3- La concentration des spermatozoides

La concentration des spermatozoides est mesurée en utilisant un hémocytometre (cellule
de Malassez). Une goutte est introduite dans la cellule de Malassez puis recouverte par une
lamelle. Cette étude repose sur le comptage des spermatozoides dans 05 cellules en

grossissement x40 (OMS, 1993).

La concentration des spermatozoides est calculée par la méthode suivante :
Concentration (Spz. 1 06/ml) =DxVxn/N

-D : coefficient de dilution (50).

-V : volume de la cellule de Malassez.

-n : le nombre de spermatozoides comptés dans 05 champs.

-N : le nombre de petits carrés de la lame.

I11-3-1-4- La vitalité de spermatozoides
a- La coloration vitale

Cette étude utilise une technique de coloration qui permet de donnée de bons résultats sur
la vitalité des spermatozoides, elle est basée sur le principe que les cellules mortes ayant des

membranes plasmiques 1€sées laissent pénétrer certains colorants.

Le réactif utilisé€ : Eosine a 1%.
-Méthode

-on mélange une goutte du sperme dilu¢ avec une goutte de solution d’éosine a 1% sur une

lame puis on recouvre la préparation avec une lamelle.
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-Apres une a deux minutes, on observe la préparation au grossissement final (x40).

-la vitalité est déterminée par la numération des spermatozoides colorés et incolores dans 3
champs d’observation, puis on calcule le pourcentage de chaque catégorie (spermatozoides

colorés et incolores) (OMS, 1993).

b-Test de gonflement hypo-osmotique (HOS-TEST):

Ce test est basé sur le fait que la membrane de spermatozoide intacte est semi perméable.
Ceci a pour conséquence que si le spermatozoide est placé en milieu hypo-osmotique, il se
produit un influx d’eau dans la cellule qui provoque une augmentation de son volume
(spermatozoide gonflé) (Drevius et Eriksson, 1966). Introduit par Jeyndran et al., 1984
comme test clinique, le HOS-TEST ne devrait pas étre utilis¢ comme un test d’évaluation
fonctionnelle des spermatozoides mais plutdt comme un autre test de vitalité. II apporte des
informations supplémentaires sur 1’intégrité et la fonctionnalité de la membrane plasmique au

niveau du flagelle. .

-Solution utilisée :

-on dissoudre 0,367g de citrate de sodium (Nas C¢HsO7, 2H,0) et 0.675g de fructose dans

50ml d’eau distillée (conserver a -20°C).

-Apres décongélation, on mélange la solution avant usage.

-Méthode :

-pendant 5 minutes environ, on réchauffe a 37°C, 1 ml de la solution est placé dans un tube

Eppenderf fermé.

-on ajoute 0.1 ml de sperme dilué et on mélanger doucement a 1’aide d’une pipette.

-on laisse incuber a 37°C pendant 30 minutes.
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- on observe les spermatozoides sous microscope a un grossissement (x40).
-les spermatozoides gonflés sont ceux qui présentent des modifications du flagelle.

-on calcule le pourcentage des spermatozoides présentant des modifications du flagelle sur un

total de 100 spermatozoides comptés (OMS, 1993)

N A B C

Figure 4: présentation schématique des modifications morphologiques caractéristiques des

spermatozoides exposés a un stress hypo-osmotique.

A : modification faible du flagelle.

B : modification importante du flagelle.

C : modification tres importante du flagelle.
N : spermatozoide normal

III-3-1-5- Les anomalies de spermatozoides

Une recherche des anomalies morphologiques de la piece intermédiaire, la téte et le flagelle a

été effectuée en utilisant la coloration de Papanicolaou.
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La coloration de Papanicolaou est la méthode la plus utilisée dans les laboratoires

d'andrologie. Elle colore 1'acrosome, la piece intermédiaire et le flagelle.

Cette méthode aboutit a la coloration de 1’acrosome en bleu clair, de la téte en bleu foncé, de
la piece intermédiaire en rouge, et du flagelle en jaune, tandis que le cytoplasme prend une

couleur verte. (OMS, 1993)

II1-3-2 Le dosage hormonal (testostérone): (Litwak, 1992) selon la fiche technique
VIDAS.

-Principe :

Le test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA) est basé sur le principe de
compétition. La quantité inconnue d’antigénes présents dans 1’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’intensité de la couleur développée suivant la réaction substrat est
inversement proportionnelle a la quantité¢ d’antigéne présente dans 1’échantillon. Les résultats

des échantillons peuvent étre déterminés directement a partir de courbe étalon.

-Matériel fourni :

Quantité Symbole Composant

Ix12x8 MTP Microplaque
Barrettes sécables.

Recouvert de anticorps de souris anti-testostérone (monoclonal).

1 x25ml ENZCONJ | Conjugué Enzymatique
Prét(e) a I’emploi. Contient: Testostérone conjuguée a HRP,

stabilisateurs.
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1x7x1ml |CALA-G |EtalonA-G
0; 0.2; 0.5; 1.0; 2.0; 6.0; 16 ng/mL
Prét(e) a D’emploi. Contient: Testostérone, Sérum humain,
stabilisateurs.
2x 1 ml CONTROL | Controle 1 +2
1+2 Prét(e) a D’emploi. Contient: Testostérone, Sérum humain,
stabilisateurs.
I x12ml TMB SUBS | Solution Substrat TMB
Prét(e) a I’emploi. Contient: TMB, Tampon, stabilisateurs.
1 x12ml TMB STOP | Solution d’Arrét TMB
Prét(e) a ’emploi. 1 M H2SO4.
1 x 100 ml WASHBUF | Tampon de Lavage
CONC Concentré (10x)
2 X FOIL Feuille adhésive

-Matériel nécessite mais non fourni :

1. Pipettes (Multipette Eppendorf ou matériel similaire, CV < 3%) Volumes: 25; 100; 200

uL)

2. Vortex.

3. Micropipette a 8-canaux avec réservoirs pour réactifs.

4. Bouteille pour lavage, systtme automatique ou semi-automatique pour le lavage de

microplaque.

5. Lecteur de microplaque capable de lire 1’absorbance a 450 nm (longueur d’onde de

référence 600-650 nm).

6. Eau distillée ou déionisée.

48




Chapitre 11 : Etude expérimentale

7. Papier absorbant, embouts de pipette et chronometre

-procédure du test :

Pipeter 25 uL de chaque Etalon, Controle et échantillon dans les puits respectifs de la

Microplaque.

Pipeter 200 uL de Conjugué Enzymatique dans chaque puits.

Couvrir la plaque avec une feuille adhésive. Bien mélanger pendant 10 secondes.

Incuber 60 min a TA (18-25°C).

Retirer la feuille adhésive. Jeter la solution d’incubation. Laver la plaque 3 x avec 300
puL de Tampon
de Lavage dilué. Egoutter I’excés de solution en frappant la plaque retournée sur du

papier absorbant.

Pipeter 100 uL de Solution Substrat TMB dans chaque puits.

Incuber 15 min a TA (18-25°C).

Arréter la réaction substrat en ajoutant 100 uL de Solution d’Arrét TMB dans chaque
puits. Mélanger rapidement le contenu en agitant la plaque. La couleur vire du bleu au

jaune.

Mesurer la densité optique avec un photomeétre a 450 nm (longueur d’onde de référence:

600-650 nm) dans les 10 min suivant 1’ajout de la Solution d’ Arrét.

-Calcule des résultats :

Les densités optiques (DO) des étalons (axe y, linéaire) sont reportées en fonction de

leurs concentrations (axe X, logarithmique) soit sur papier graphique semi-logarithmique

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 €tre prise en compte et peut €tre remplacée par une valeur plus plausible).

La concentration des échantillons peut €tre lue a partir de courbe étalon. Les échantillons
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montrant une concentration supérieure a celle de 1’étalon le plus concentré doivent étre

dilués de la fagon décrite dans les préparations préalable au test et testés de nouveau.

-Les résultats des échantillons ayant été pré-dilués doivent étre multipliés par le facteur de

dilution appliqué.

Conversion: Testostérone (ng/ml) x 3.47 = nmol/L.

I11-3-3- Le dosage des parametres biochimiques :
III-3-3-1 Dosage du glucose: (Kaplan, 1984) selon la fiche technique (Spinreact).
-Principe :

Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner un complexe coloré,

qui peut étre mesuré a la spectrométrie.

GOD
B-D- Glucose + O, +H,O 5 Gluconate + H,O,
POD

H,0, + phénol + 4- Aminoantipyrine peroxydase ——  Quinone + H,O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans

I’échantillon.

“Echantillon: Sérum
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Les réactifs Composition concentration
R1 tampon Tris pH 7.4 92 m mol/l
Phénol 0.3 m mol/l
R2 enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 UM
Peroxydase (POD) 1000 U/
4- Aminophenazone (4-AP) 0.6 m mol/l
Glucose cal Etalon de glucose aqueux primaire 100 mg/dl

Préparation du réactif de travail (RT) :

v" Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de R;.

v Mélanger bien doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail

est stable 4 mois a 2-8 C°, ou 40 jours a 15-25 C°.

Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 1.0
Echantillon (u) 1.0

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37° C

-Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 500 nm et de I’étalon contre le blanc, la couleur

est stable apres 30 min.

Calcule : la concentration du glucose dans I’échantillon est calculée par la formule suivante :
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(A) échantillon

Glucose (mg/dl) = x 100

(A) étalon

-La concentration de I’étalon = 100 mg/dl

-Facture de conversion : mg/dl x 0.055 = m mol/l

I11-3-3-2 Dosage des protéines totales : (Burtis et al, 1999) Sclon la fiche technique

Spinreact.
-Principe :

Les protéines de sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivre, un complexe
coloré en bleu, L’intensité¢ de couleur violette est proportionnelle a la quantité des protéines

présentées dans 1’échantillon.

42 2 H alcali Lo .
Protéines + Cu* P, Cu- complexe protéinique.

-Echantillon : sérum

-Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentration
Réactif de Sodium potassium tartrate 15 mol/l
Biuret Sodium iodique 100 mol/1

Potassium iodique 5 m mol/l
Cuivre de sulfate 19 m mol/l
Réactif Etalon | Sérum bovine albumine 7 g/dl
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-Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ub) 25
Echantillon (ul) 25

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 540 nm et de I’étalon contre le blanc, la couleur est stable

apres 30 min.

Calcule :

(A) échantillon

Concentration des protéines (g/dl) = x 7

(A) étalon

La concentration de 1’étalon = 7 (g/dl)
I11-3-3-3 Dosage de I’albumine: (Drupt, 1974) selon la fiche technique Elitech.
-Principe :

A pH 4.20, le vert de bromocrésol se fixe sélectivement sur I’albumine en donnant une

coloration bleue.

Albumine +BCG—24% complexe albumine — BCG

-Echantillon : sérum
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-Réactifs utilisés :

Les réactifs | Composition concentration
Réactif Tampon succinate, pH 4.20 87 m mol/l
Vert de bromocrésol 0.2 m mol/l
Brij 35 7.35 m mol/l
Etalon Albumine bovine 5 g/dl

Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 310 310 310
Eau distillée (ul) 2
standard . 2
Echantillon (ul) 2

Me¢élanger et lire I’absorbance (A) apres 25 secondes d’incubation, a 660 nm

-Calcule :

(A) échantillon

Albumine (g/dl) = X5

(A) étalon

- La concentration de 1’étalon = 5 g/dl

I11-3-3-4 Dosage des triglycérides : (Kaplan et al., 1984) Selon la fiche technique Spinreact.
-Principe :

Les triglycérides présents dans 1’échantillon forment un complexe coloré selon la réaction

suivante :
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. L lipoprotéine lipase £ . .
Les triglycérides + H,O _°°° P > Glycérol + acide gras libres

Glycérol + ATP Glycérol kinase Glycérol 3 — phosphate + ADP

2H,0, + P — Chlorophénol +4- Aminophenazone 2% | Quinone H,O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans

I’échantillon.
-Echantillon : sérum

-Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration

R1 tampon GOOD PH 7.5 50 m mol/l
P-Chlorophénol 2 m mol/l

R2 enzymes Lipoprotéine lipase 15000 U/
Glycérol kinase 50001
Glycérol 3 — phosphate Peroxydase (POD) 2500 m mol/l
4-Amin antipyrine (4-AP) 440 U/l m mol/l
ATP 0.1 m mol/l

Triglycérides cal | Etalon de Triglycérides aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT) :

-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1

-M¢élanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compete. Ce réactif de travail est stable 6

semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25 C°.
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-Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RL (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) s 10
Echantillon (ul) N N 10

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de I’étalon contre le blanc, la couleur

est stable apres 30 min.

-Calcule :

(A) échantillon

Concentration des triglycérides (mg/dl) = x 200
(A) étalon

-La concentration de I’étalon = 200 mg/dl

-Facture de conversion : mg/dl x 0.011 = m mol/l

I11-3-3-5 Dosage du cholestérol: (Naito, 1984). Selon la fiche technique Spinreact.
-Principe :
Le cholestérol présent dans I’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :

0 cholestérol estérase

Cholestérol esters + H, > cholestérol + acides gras

Cholestérol + O, Sholestérol oxydase > cholestérol -4 —one + H,0,

2H,0, + Phénol + 4- Aminophenazone 2% Quinonimine + 4H,0,
P
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L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

I’échantillon.

Echantillon : sérum

Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentration
R1 tampon PIPES PH 6.9 90 m mol/l
Phénol 26 m mol/l
R2 enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/
Cholestérol oxydase (CHOD) 300U /1
Peroxydase (POD) 1250 m mol/l
4- Aminophenazone (4- AP) 0.4 m mol/l
Cholestérol cal Etalon de cholestérol aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT)

-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1.

-Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compete. Ce réactif de travail est stable 1

mois a 2-8 C° a I’abri de la lumiere.

-Mode opératoire:

Blanc Etalon Echantillon
H,S04 (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 10
Echantillon (ul) 10
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-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur

est stable apres 60 min.

-Calcule

(A) échantillon

Concentration du cholestérol (mg/dl) = x 200

(A) étalon

-La concentration de I’étalon = 200 mg/dl.

-Facture de conversion : mg/dl x 0.025 = m mol/l.

I11-3-3-6 Dosage de créatinine : (Murray ef al., 1984) Selon la fiche technique Spinreact.

-Principe :

La créatinine présente dans le sérum forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide
principal. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de

créatinine.

Echantillon : sérum

Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration
R1 Acide picrique 17.5 mol/l
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/l
R3 Etalon de la créatinine aqueux primaire 2 mg/dl
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-Préparation et stabilité :

-Les réactifs sont peut étre a I’emploi, stable a température ambiante.

-Réactif du travail : mélanger a parts égales R1 et R2.

-Stabilité : 10 jours a 15-25 C°.

-Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) N 100
Echantillon (ul) .. ... 100

-Mélanger et lire la densité optique DO1 apres 30 sec, a 492 nm.
-Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

-Calcule : calculé A DO = DO2 — DO1 pour le standard et les échantillons

-La concentration de I’étalon = 2 mg/dl.

-Facture de conversion : mg/dl x 88.4 =y mol/l.

A DO Echantillon

Concentration de la créatinine (mg/dl) = x 2

A DO Standard

II1-3-3-7 Dosage de I’urée: (kaplan et al., 1984) Selon la fiche technique Spinreact.

-Principe :

La technique utilisée pour la détermination du taux de 1’urée est la méthode enzymatique

utilisant 1’uréase selon la réaction suivante :
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-Urée + H20—¥*¢ y (NHy), + CO;

NH,* + Salicylate + NaCLO_M"P™*  jndophenol

-Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et di hypochlorite de sodium pour
donner un complexe coloré en vert, L’intensit¢ de couleur est proportionnelle a

laconcentration de I'urée présentée dans 1’échantillon.

Echantillon : sérum

Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration
R1 tampon phosphate 50 mol/l
EDTA 2 m mol/l
Salicylate de sodium 60 m mol/l
Nitroprusside de sodium 3.2m mol/l
R2 NaCLO Hypochlorite de sodium 140 m mol/l
Hydroxyde de sodium 150 m mol/l
R3 Enzyme Uréase 3000 U/
R4 Etalon Etalon de 1’urée aqueux primaire 50 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT) :

-Dissoudre un comprimé de R3 Enzyme dans la fiole de R1.
-M¢élanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compete. Ce réactif de travail est stable

4 semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25C°.
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-Mode opératoire :

R (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ub) 10
Echantillon (ub) 10

Meélanger et incuber pondant 5 min a 37C°, ou 10 min températures de 25C°

R2 NaCLO (ml) 1.0 1.0 1.0

-Mélanger et incuber pondant 5 min a 37C°,ou 10min températures de 25C°.
-Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 580 nm et de 1’étalon contre le blanc, la

couleur est stable apres 30 min a 15-25C°.

Calcule : La concentration de I’urée est calculée par la formule suivante :

(A) échantillon

Concentration de ’'urée (mg/dl) = x 50

(A) étalon

-La concentration de 1’étalon = 50 mg/dl.

IT1-3-3-8 Dosage de bilirubine totale : (kaplan et al., 1984) Selon la fiche technique

Spinreact.

-Principe :

La bilirubine est définie comme la quantité de pigment dans le sérum réagissant avec 1’acide
sulfanilique diazoté a pH acide pour produire [’azobilirubine quantifiable par

spectrophotométrie.

. .- .. . saction chimi
Acide sulfanilique + Nitrite de sodium ——"1T%

» Acide sulfanilique diazoté
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réaction de couplage

Acide sulfanilique diazoté + Bilirubine »Azobilirubine

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la bilirubine dans

I’échantillon.

Echantillon : sérum.

Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration

R1 (D) Acide sulfonique 30 mol/l
Acide hydro chlorhydrique 150 m mol/l

R2 (T) Acide sulfonique 30 m mol/l
Acide hydro chlorhydrique 150 m mol/l
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7 mol/l

R3 Nitrite de sodium 29 m mol/l

facultatif Etalon de bilirubine Ref : 1002250

-Préparation de réactif de travail (RT): les réactifs sont préts a I’emploi.

-Mode opératoire :

Blanc B totale Blanc B directe
R1 (D) (ml) 15 1.5
R2(T) (ml) 1.5 1.5
R3 (ul) 50 50
Echantillon /Etalon (ul) 100 100 100 100

-Mélanger et incuber pendant 15 minutes a 15-25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) a 555 nm.

Calcule : avec 1’étalon
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(A) ech — (A)banc ech

-bilirubine (mg/dl) = x concentrations de 1’étalon
(A) étalon — (A) blanc étalon

-Avec la facture :

-Bilirubine (mg/dl) = ((A) échantillon — (A) blanc échantillon) x Facture

Concentration de I’étalon

facture =

(A) étalon — (A) blanc étalon

-Facture théorique : Bilirubine (T) = 19.1.

-Facture de conversion : mg/dl x 17.1 = m mol/l.

I11-3-3-9 Dosage de I’aspertate aminotransferase (ASAT/TGO) : (Bergmyer, 1980) Selon

la fiche technique Biomagheb.
-Principe :

Détermination cinétique de ’activité Aspertate aminotransferase. Le schéma réactionnel est

la suivante :
-2-oxoglutarate + Aspartate——>y Glutamate + oxaloacétate
-Oxaloacétate + NADH + H” ™1 Malate + NAD"

-Le taux de la diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité Aspertate aminotransferase dans 1’échantillon.
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-Echantillon : sérum.

-Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration
R1 solution tampon Tampon Tris pH 7.8 a 30C° 80 m mol/l
L-Asperate 200 m mol/l
R2 substrat et enzymes NADH 0.18 m mol/l
LDH 800 U/l
MDH 600 U/l
Oxoglutarate 12 m mol/l

-Préparation de réactif de travail et stabilité :

-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.
-Agiter bien et doucement jusqu’a elle devient homogene.

Mode opératoire :

Solution de travail 3ml

Préincuber a la température 37C°

Echantillon 50ul

Meélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la

densité optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ASAT/TGO) UN1= ADO x 175

A DO : C’est la valeur moyenne des trois lectures.

III-3-3-10 Dosage de I’alanine aminotransferase (ALAT/GPT): (Bergmyer, 1980) Selon

la fiche technique Biomaghreb.
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-Principe :

Détermination cinétique de I’activité Alanine amino transferase. Le schéma réactionnel est le
suivant :

-2-oxoglutarate + L-Alanine-2* % Glutamate + pyruvate

- Pyruvate + NADH + H'__ """ _ Lactate + NAD*

—_—

-Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

[’activité alanine transférase dans 1’échantillon.
Echantillon : sérum.

Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration
R1 solution tampon | Tampon Tris pH 7.5 a 30C° 100 m mol/l
Alanine 500 m mol/l
R2 substrat et NADH 0.18 m mol/l
enzymes LDH 1200 U/
Oxoglutarate 15 m mol/l

-Préparation de réactif de travail et stabilité :

Reconstituer chaque R2 par 1 flacon R1. Cette solution de travail est stable 7 jours a 2-8 C°

24 heures a 20-25 C°.
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Mode opératoire :

Solution de travail 3ml

Préincuber a la température 37C°

Echantillon 50ul

Meélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la densité

optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ALAT/GPT) U/l= A DO x 1750

II1-3-4 Techniques histologiques : (Martoja et Martojar, 1967)

II1-3-4-1 Fixation

Cette étape est la plus importante de la préparation histologique ; elle a pour but
d’immobiliser les structures en respectant dans la mesure du possible leur morphologie, de les
conserver, permettre la confection de préparation permanente et renforcer 1’intensité de la
coloration ultérieure (Gabe, 1968). L’agent fixateur, d’une maniére générale, coagule et ou
solidifie le gel protéique qui circule entre les mailles du réseau membranaire limitant le

hyaloplasme et les organites.

Les organes sont plongés dans un volume (environ 60 fois supérieur a celui de I’organe) de

Bouind-hollande 2 a 3 jours, pour la coloration topographique.

e Liquide de Bouin-Hollonde :

a) Solution mere
- Eau distillée (100 ml).

- Acétate de cuivre (2,5 g).
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- Ajouter peu a peu, en reuant 4 g d’acide picrique (ne jamais broyer a sec,
risque d’exposition).

- Filtrer la solution.

b) Bouin-Hollande : au moment de I’emploi on mélange :
- Solution mere (100 ml).
- Formol neutre a 40 % (10 ml).
- Acide acétique (5 ml).
Apres fixation, les pieces sont lavées pendant 24 h a I’eau courante renouvelée plusieurs fois
avant la déshydratation, chaque piéce étant accompagnée dans le flacon d’une étiquette

portant I’ensemble des indications utiles.

I11-3-4-2 Inclusion dans la paraffine

Le but de I’inclusion est de donner aux pieces la consistance ferme nécessaire a la coupe,

I’ensemble du processus d’inclusion comporte quatre étapes :

a) Déshydratation :

- La piéce est trempée successivement dans 1’alcool a 70°, 1’alcool a 96° et enfin dans 1’alcool
absolu, en respectant les temps.

- Deux bain d’alcool & 70°, dont le premier peut assurer une conservation illimitée et un 2™
bain de 30 min (alcool a 70° : 100 ml d’alcool a 96 + 40,85 ml d’eau distillée).

- Deux bains d’alcool 96° de 30 min.

- Deux bains d’alcool 100° de 30 min.
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b) Eclaircissent ou imprégnation par le liquide intermédiaire :
Cette étape permet 1’élimination compléte des traces d’alcool et I’imprégnation par le solvant
de la paraffine, qui est le butanol. La durée du premier bain est de 24 heurs, le second bain

dure au moins trois jours.

¢) Emparaffinage ou pénétration des pieces par la paraffine :

Le but de cette étape est d’obtenir une imprégnation aussi compléte que possible des picces
par la paraffine. La piece est passée successivement dans 3 bains de paraffine d’une durée de
2 heurs chacun a la température de fusion de la paraffine (56 a 58°C) : le premier bain est

formé d’un mélange de butanol et de paraffine (v/v), les deux autres de paraffine pure.

d) Mise en bloc en enrobage proprement dit :

Nous avons utilisé des moules de métal (Tissu-TEK III) et des cassettes en plastique sur
lesquelles sont inscrits les numéros des pieces. La paraffine liquide est versée dans les moules
légerement préchauffés a 45°C. La piece a inclure est déposée, et une cassette est placée sur le
moule. Le bloc est refroidi rapidement sur une plaque métallique réfrigérée, environ 15 min

plut tard, le bloc a completement durci et il est prét a étre coupé.

I11-3-4-3- Confection des coupes :

La confection des coupes a été réalisée a I’aide d’un microtome de type Historange, LKB.
Apres installation du bloc, le rabotage commence en ajustant 1’échelle a 20 ou 15 um, celle-ci

est ramenée a 4 um ou moins, pour avoir des coupes fines.

I11-3-4-4- Etalement des coupes

L’¢étalement des coupes a été effectué dans un bain thermostaté dont la température est

inférieure, d’au moins 5 a 10°C, au point de fusion de la paraffine. Les coupes recueillies sont
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ensuite collées sur les lames de verre puis séchées a 60°C dans une étuve. A 1’aide d’un

diamant, les indications de I’organe sont préalablement gravées sur la lame.

III-3-4-5- Coloration

Le but de la coloration est de rendre plus évidents les différent constituants cellulaires et
tissulaires. Ceci est obtenu a I’aide d’une coloration topographique au hématoxyline, qui est la

plus couramment employée.

Les coupes ne seront prétes a recevoir les colorants qu’apres les deux étapes suivantes :

a) Déparaffinage : le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants
puissent le pénétrer. Le réactif utilisé est le toluéne. Les coupes sont passées dans 4 bains de

toluéne pendant 5 a 10 min chacun. Le toluene du dernier bain doit étre pur.

b) Hydratation : elle a pour objet de retirer le toluéne du tissu et le remplacer par 1’eau. Les
pieces sont passées dans I’éthanol 1’'un a 96° et I’autre a 70° d’une durée de 3 a 5 min chacun.

Les pieces sont enfin lavées a I’eau courante pendant 5 min environ avant coloration.

¢) Colorations proprement dites :
Coloration au hématoxyline-€osine, cette technique est utilisée pour mettre en évidence les
éléments cellulaires et tissulaires, le noyau apparait coloré en bleu, le cytoplasme et le tissu

conjonctif extracellulaire en rose.

¢ Hémalun acide de Mayer

- Hématoxyline (1g)
- Eau distillée (1000 ml)
- Dissoudre a chaud et refroidir

- Jodate de Na (0.2 g)
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- Alun de K (50 g)

- Dissoudre

- Hydrate de chloral (1g)

- Acide citrique (1g)

- Dissoudre et conserver bouché

- Eosine

- Eau distillée
Les lames sont mises dans I’Hémalun pendant 6 min, rincer a I’eau. Puis dans I’'HCL 0.5% en
faisant plonger les lames 2 fois et dans lithinée 2 min avant de rincer, les faire passer dans

I’éosine pendant 5 min, puis rincer 3 fois pendant 5 min.

d) Déshydratation :
Les lames colorées sont plongées successivement pendant quelques secondes dans 1’alcool a
70°, 1’alcool a 96° et enfin dans deux bains d’alcool absolu, le premier pendant quelques

secondes et le second pendant 5 min, toluéne 5 min.

I11-3-4-6- Le montage :

Le montage et I’opération qui consiste a fixer, a ’aide d’une goutte de I’Eukitt, une lamelle de
verre sur 1’échantillon histologique, qui permette I’adhérence entre la lame et la lamelle. Une
légere pression sur la lamelle permet de chasser les bulles d’air. Aprés montage, les lames
sont séchées sur papier absorbant, nettoyées au toluéne puis observées par un microscope

optique.
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Chapitre 11 : Etude expérimentale

I11-4- Etude statistique

Les résultats statistiques sont exprimés en moyennes + erreur standard. La comparaison des
moyennes a été effectuée par le test-t de Student deux a deux entre le groupe témoin et chaque

groupe traité. L analyse statistique des données a été effectuée par le logiciel Minitab 16.
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Chapitre III : Résultats

IV- Résultats

IV- 1- Poids corporel

La variation du poids corporel durant 6 semaines de traitement des différents lots traités
par I’éthanol et le lot témoin sont présentés dans la figure 6. Les résultats obtenus montrent
qu’il n’ya aucun changement du poids corporel pendant tout la période du traitement pour les

3 lots traités par 1’éthanol a la dose 2 g/kg/j, 2.5 g/kg/j et 3 g/kg/j par rapport au lot témoin.
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o
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0 .
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Les jours

Figure 6 : Le poids corporel des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités par 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne =+ erreur standard.
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Chapitre III : Résultats

IV- 2- Poids absolu des organes
IV - 2-1- Poids absolu des testicules

Les résultats obtenus dans la figure 7 montrent une diminution significative et dose

dépendante du poids des testicules chez les lots traités avec 1’éthanol comparés au lot témoin.
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Témoin 2g/kg/i 2,5g/kg/j 3g/kg/i

Les groupes

Figure 7 : Le poids des testicules des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les
valeurs sont exprimées par moyenne =+ erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <

0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 2-2- Poids absolu d’épididyme

Concernant le poids d’épididyme (fig 8), les résultats illustrent une diminution non
significative du poids d’épididyme chez le lot traité par 2g/kg/j d’éthanol comparés au lot
témoin, et une diminution significative et hautement significative chez les lots traités

respectivement par 2.5 g/kg/j et 3 g /kg/j d’éthanol par rapport au lot témoin.
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Figure 8 : Le poids absolu d’épididyme des lapins de différents lots. Groupe témoin (non
traité) et groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j

(n=7). Les valeurs sont exprimées par moyenne + erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01.
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Chapitre III : Résultats

IV - 2-3- Poids absolu du foie

Les résultats obtenus (fig 9) révelent une augmentation significative du poids du foie chez
le groupe trait¢ par 2g/kg/j d’éthanol, accompagné d’une augmentation hautement
significative et tres hautement significative chez les groupes traités respectivement par

2,5g/kg/j et 3g/kg/j d’éthanol comparés au groupe témoin.
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Figure 9 : Le poids absolu du foie des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les
valeurs sont exprimées par moyenne #* erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <

0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 2-4- Poids absolu des reins

En ce qui concerne le poids des reins (fig 10), les résultats indiquent qu’il y a une
diminution non significative chez le groupe traité au 2g/kg/j d’éthanol, avec une diminution
hautement significative chez le groupe traité au 2,5g/kg/j et tres hautement significative chez

le groupe traité au 3g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin.

ek
ko

poids absolu des reins (g)
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Figure 10 : Le poids des reins des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les valeurs

sont exprimées par moyenne + erreur standard. ** P <0,01 ; *** P <0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 3- Paramétres indicateurs de la fertilité
IV — 3-1- Parametres spermatiques

Nous constatons une diminution significative dans la vitesse, la mobilité et la
concentration des spermatozoides (Tableau 2) chez les groupes traités par la dose 2 g/kg/j
d’éthanol, avec une diminution hautement significative chez les groupes traités aux doses 2,5
et 3 g/kg/j d’éthanol. La vitalit¢ des spermatozoides (Fig 11 etl2) a diminué tres
significativement chez tous les groupes traités par rapport au groupe témoin. Par ailleurs nos
résultats (Fig 13) révelent qu’il existe une augmentation hautement significative des taux de
spermatozoides avec anomalies de la piece intermédiaire et du flagelle chez tous les lots traité

comparés au lot témoin.

Les groupes concentration de spermatozoides = mobilité de spermatozoides vitesse de spermatozoides
(x 10°/ml) (%) (um/sec)

Groupe témoin (n=7) 473 ,7 £38,7 63 ,04+4,09 43,11+3,51

2 g/kglj (n=7) 342+39 .1 53,27+2.86° 31,15+5,52"

2,5 glkglj (n=7) 300,3+36,2" 40,99+3,09" 22,64+6,66

3g/kglj (n=7) 252,7438,6 35,4+3,67" 18,49+5,55

Tableau 2 : La concentration, la mobilité et la vitesse des spermatozoides des lapins de
différents lots. Groupe témoin (non traité) et groupes traités par I’éthanol aux doses
suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les valeurs sont exprimées par moyenne +

erreur standard. *P < 0,05 ;** P <0,01.
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Chapitre III : Résultats

80 -
70
S
s
£ 60 -
=t
S
=) 50 -
= %kokok
E 40
g %sksk
7]
9]
S 30 - %ookok
‘o
=
= 20 -
=
>
S 10

O T T T

Témoin 2g/kg/j 2,5g/kg/] 3g/ke/j
Les groupes

Figure 11 : Taux des spermatozoides vivants (moyenne + erreur standard, %) des lapins de
différents lots. Groupe témoin (non traité) et groupes traités avec 1’éthanol aux doses

suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). ***P <0,001.
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Chapitre III : Résultats
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Figure 12 : Taux des modifications du flagelle des spermatozoides exposés au stress hypo-

osmotique (moyenne * erreur standard, %) chez les lapins des différents lots. Groupe témoin

(non traité) et traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7).

*P<0,05;**P<0,0l;***P<0,001.

A : modification faible du flagelle,

B : modification importante du flagelle,

C : modification tres importante du flagelle,

N : pas de modification.

79



Chapitre III : Résultats
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Figure 13 : Taux des anomalies des spermatozoides (moyenne *erreur standard, %) chez les

lapins des différents lots. Groupe témoin (non traité) et groupes traités avec I’éthanol aux

doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/lkg/j (n=7). ** P <0,01 ; *** P <0,001.

Anomalie A : anomalie au niveau de la téte.

Anomalie B : anomalie de la piece intermédiaire.

Anomalie C : anomalie au niveau du flagelle.

Normal : spermatozoide sans anomalie.
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Chapitre III : Résultats

IV — 3-2- Taux de testostérone
Les résultats du taux de testostérone (Fig 14) révelent qu’il existe une diminution

significative chez tous les lots traités comparés au lot témoin.
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Figure 14 : Taux de testostérone en moyenne * erreur standard (ng/ml) chez les lapins des
différents lots. Groupe témoin (non traité) et groupes traités avec 1’éthanol aux doses

suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). *** P <0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV -4 Les parametres hématologiques
IV - 4-1- Nombre des globules rouges

En ce qui concerne le nombre des globules rouges (fig 15), nous constatant une
diminution significative chez les groupes de la dose 2g/kg/j et 2,5g/kg/j, et hautement

significative chez le groupe de la dose 3g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin.

(0]
1

~
1

(e)]
1

kK

nombre des globules rouges (10%/I)
w D (0]

N
1

[any
1

temoin 2g/kglj 2,5g/kg/j 3g/ke/i
les groupes

Figure 15 : Le taux des globules rouges des lapins de différents lots. Groupe témoin (non
traité) et groupes traités avec 1I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j

(n=7). Les valeurs sont exprimées par moyenne #+ erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01.
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Chapitre III : Résultats

IV - 4-2- Nombre des globules blancs

D’apres les résultats présentés dans la figure 16, on constate que le nombre des globules
blancs augmente d’une fagon significative chez le groupe de la dose 2g/kg/j d’éthanol et
hautement significative chez le groupe de la dose 2,5g/kg/j d’éthanol comparé¢ au groupe
témoin. On constate aussi une augmentation tres hautement significative du taux des globules

blancs chez le groupe de la dose 3g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin.
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Figure 16 : Le taux des globules blancs des lapins de différents lots. Groupe témoin (non
traité) et groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j
(n=7). Les valeurs sont exprimées par moyenne * erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01 ;

kP <0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 4-3- Taux d’hémoglobine
Nos résultats (fig 17) révelent que le traitement des lapins par 1’éthanol diminue le taux
d’hémoglobine. Cette diminution est hautement significative chez les trois lots traités par

1’éthanol par rapport au lot témoin.
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Figure 17 : Le taux d’hémoglobine des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne #+ erreur standard. ** P <0,01.
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Chapitre III : Résultats

IV - 4-4- Taux d’hématocrite

L’analyse du taux d’hématocrite (fig 18) montre I’existence d’une diminution significative

et dose dépendante chez les trois lots traités par rapport au lot témoin.
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Figure 18 : Le taux d’hématocrite des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les
valeurs sont exprimées par moyenne #* erreur standard. *P < 0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <

0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 4-5- Taux des plaquettes

D’aprés les résultats obtenus (fig 19), 1’éthanol a provoqué une augmentation

significative et dose dépendante du taux des plaquettes (PLT) chez les lots traités par rapport

au lot témoin.
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Figure 19 : Le taux des plaquettes des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les
valeurs sont exprimées par moyenne #+ erreur standard. *P <0,05 ; ** P <0,01 ; ¥** P <

0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 5- Parameétres biochimiques

IV- 5-1- Taux de TGO

Les résultats (fig 20) illustrent une augmentation hautement significative du taux de TGO
chez les lapins de la dose 2g/kg/j et 2,5g/kg/j d’éthanol, et une augmentation tres hautement

significative chez le groupe de la dose 3g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin.
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Figure 20 : Le taux de TGO des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne #+ erreur standard. ** P <0,01 ; *** P <0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 5-2- Taux de TGP

En ce qui concerne le taux de TGP (fig 21), les résultats montrent une augmentation tres

hautement significative chez les trois groupes traités par rapport au groupe témoin
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Figure 21 : Le taux de TGP des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne * erreur standard. *** P <0,001.

88



Chapitre III : Résultats

IV - 5-3- Taux d’urée

Les résultats montrés dans la figure 22 indiquent une augmentation significative du taux

d’urée chez les groupes traités par 2 et 2,5 g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin,

avec une augmentation hautement significative chez le groupe traité par 3g/kg/j d’éthanol

comparé au groupe témoin.
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Figure 22 : Le taux d’urée des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et groupes

traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les valeurs

sont exprimées par moyenne + erreur standard. *P <0,05 ; ** P <0,01.
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Chapitre III : Résultats

IV - 5-4- Taux de créatinine

L’analyse du taux de créatinine (fig 23) révele une augmentation hautement significative
chez les lots traité avec de I’éthanol aux dose 2 g/kg/j et 2.5 g/kg/j par rapport au lot témoin,
et une augmentation trés hautement significative chez le lot traité avec de 1’éthanol a la dose 3

g/kg/j comparé au lot témoin.
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Figure 23 : Le taux de créatinine des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne + erreur standard. ** P <0,01 ; *** P <0,001.
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Chapitre III : Résultats

IV - 5-5- Taux du glucose

Les résultats montrés dans la figure 24 indiquent une augmentation significative du taux du
glucose chez le groupe de la 3 g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin, en revanche on
n’enregistre aucun changement de la glycémie chez les groupes de la dose 2 g/kg/j et 2.5

g/kg/j comparé au groupe témoin.
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Figure 24 : Le taux du glucose des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne # erreur standard. *P < 0,05
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Chapitre III : Résultats

IV - 5-6- Taux des triglycérides

Les résultats obtenus dans la figure 25 montrent qu’il n’existe pas des modifications
significatives du taux des triglycérides chez les groupes de la dose 2 et 2,5g/kg/j d’éthanol par
rapport au groupe témoin, concernant le groupe de la dose 3g/kg/j en enregistre une

augmentation significative de la concentration des triglycérides comparés au groupe témoin.
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Figure 25 : Le taux des triglycérides des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité)
et groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne + erreur standard. *P < 0,05.
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IV - 5-7- Taux du cholestérol

L’analyse du taux du cholestérol (fig 26) montre une augmentation hautement
significative chez les groupes traités par 2 g/kg/j et 2.5 g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe
témoin, et une augmentation tres hautement significative chez le groupe traité par 3 g/kg/j

d’éthanol comparé¢ au groupe témoin.
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Figure 26 : Le taux du cholestérol des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec I’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne * erreur standard. ** P < 0,01 ; *** P <0,001.

93
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IV - 5-8- Taux de la bilirubine
En ce qui concerne le taux de la bilirubine (fig 27) les résultats révelent il n’existe pas des
modifications significative chez tout les groupes traités par 1’é¢thanol comparé au groupe

témoin.
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Figure 27 : Le taux de la bilirubine des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne * erreur standard.
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IV - 5-9- Taux d’albumine

Les résultats du taux d’albumine (fig 28) ne montrent aucun changement significatif chez

tous les groupes traités par I’éthanol comparé au groupe témoin.
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Figure 28 : Le taux d’albumine des lapins de différents lots. Groupe témoin (non traité) et
groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j (n=7). Les

valeurs sont exprimées par moyenne * erreur standard.
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IV - 5-10- Taux des protéines totales

Les résultats montrés dans la figure 29 révelent une augmentation non significative du taux
des protéines totales chez les lapins traités par 2 et 2,5g/kg/j d’éthanol comparés aux lapins
témoins, en revanche en remarque une augmentation significative des protéines totales chez

les lapins de la dose 3g/kg/j d’éthanol par rapport au groupe témoin.
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N w B w1 (o)) ~N o o
o o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1 J

=
o
I

o
I

Témoin 2g/ke/j 2,5g/kelj 3g/ke/j
les groupes

Figure 29 : Le taux des protéines totales des lapins de différents lots. Groupe témoin (non
traité) et groupes traités avec 1’éthanol aux doses suivantes : 2 g/kg/j, 2,5 g/kg/j et 3 g/kg/j

(n=7). Les valeurs sont exprimées par moyenne #* erreur standard. *P < 0,05.
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IV- 6- Etude histologique

IV- 6- 1- Histologie des testicules

Le testicule du témoin (Fig 30 A) présent la forme normale des tubes séminiferes aves les
différentes couches de cellules germinales qui représentent les phases de la spermatogénese.
Chez les lapins traités par la dose 2 g/kg/j (Figure 30 B), la structure des tubes séminiferes ne
présente pas de modifications importantes, par contre chez les individus de la dose 2,5 g/kg/j
(Figure 30 C) on remarque que les tubes commencent a avoir une forme irréguliere et la
lumiere (L) est plus ou moins élargie. Concernant le groupe traité par la forte dose 3g/kg/j
(Figure 30 D) nous constatons une déformation sévere des tubes séminiferes, une perturbation

des étapes de la spermatogencése, et 1’espace de la lumiére (L) est tres élargie.
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Figure 30 : Les modifications histologiques des testicules chez les lapins des différents
groupes. A) Le testicule du lot témoin (x 400) ; B) Le testicule du lot traité par 2g/kg/j
d’éthanol (% 400) ; C) Le testicule du groupe traité par 2,5 g/kg/j d’éthanol (x 400) ; D) Le

testicule du groupe traité par 3 g/kg/j d’éthanol (x 400).
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IV- 6- 2- Histologie d’épididyme

L’épididyme est un petit organe accolé au testicule, Il est composé de fins canaux
enroulés prenant l'aspect d'une virgule et recouvrant la partie supérieure du testicule. Il
recueille et emmagasine les spermatozoides venant des tubules séminiferes, et il assure leur
transport, ainsi qu’il les apporte les nutriments. La partie finale de 1'épididyme est un lieu de

conservation et stockage de spermatozoides miirs, avant chaque éjaculation.

Les coupes histologiques montrent que la lumiere des tubes épididymaires du groupe
témoin (Figure 31 A) est pleine des spermatozoides. Chez les lapins traités par la dose 2
g/kg/j (Figure 31 B), la coupe indique une diminution de nombre des spermatozoides au
niveau de la lumiere des tubes épididymaires. Concernant les groupes traités par 2.5 g/kg/j
(Figure 31 C) et 3 g/kg/j (Figure 31 D) on remarque une diminution sévere de nombre des

spermatozoides au niveau de la lumiere des tubes épididymaires comparé au groupe témoin.
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Figure 31: Les modifications histologiques d’épididyme chez les lapins des différents
groupes. A) tube épididymaire du lot t€émoin (x 400) ; B) tube épididymaire du lot traité par
2g/kg/j d’éthanol (x 400) ; C) tube épididymaire du groupe traité par 2,5 g/kg/j d’éthanol (x

400) ; D) tube épididymaire du groupe traité par 3 g/kg/j d’éthanol (x 400).
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V- discussion

La plupart des produits chimiques destinés dans le domaine industriels comme les
solvants ont des effets toxiques sur les parametres indicateurs de la fertilité masculine chez

I’homme et I’animal.

Les effets des ces solvants sont hautement spécifiques sur la structure et le fonctionnement
des testicules provoquant la diminution du poids testiculaire. Cette diminution est due a
I’action des métabolites de ces produits sur les tissus induisant des 1ésions cellulaires qui vont
conduire a une atrophie testiculaire (Lee et Kinney, 1989), soulignant que la toxicité

testiculaire est de maniere dose- dépendante.

Plusieurs ¢études menées a 1’échelle internationale ont confirmé I’effet reprotoxique des
solvants, et ont démonté que les testicules sont des organes cibles aux produits toxiques

déversés dans I’environnement. ( Samuels ef al., 1984 ; Fort et al., 2001).

L’éthanol comme exemple d’étude exerce sa toxicité par |’intermédiaire de ces
métabolites. Ceux-ci sont capables de pénétrer dans le noyau des cellules et d’altérer la
structure et le fonctionnement du génome régissant la croissance et le développement
cellulaire. Il est connu pour son effet toxique sur la fonction de la reproduction masculine.
Grace a sa propriété amphiphile, il diffuse dans tous les tissus et affecte leurs fonctions

vitales (Lieber, 2005).

La consommation abusive des boissons alcoolisées est 1’une des causes associées a ces
problémes. Cela revient a I’éthanol contenu dans ces boissons et qui provoque une altération
de la fertilité masculine, puisque il a été noté une diminution de la libido et du taux de
testostérone (Lee et al., 2010) . L’ exposition aigué et chronique a I’éthanol est associée aussi

avec la diminution des taux de GnRH et de LH chez 1’animal de laboratoire (Salonen et al.,
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N

1992), ce qui a pour conséquence la diminution de la testostéronémie. Ces changements
peuvent entrainer une hypofertilité masculine, une réduction dans les caracteres sexuels
secondaires, et une atrophie des testicules (Adler, 1992). A court terme, 1’éthanol provoque
la diminution du diamétre des tubes séminifeéres qu’est le site de la spermatogénése (Van thiel

etal., 1974).

11 faut noter que la cellule de Sertoli est ¢galement une cible importante de I’effet de 1'éthanol
qui se répercutera sur le systetme reproducteur. Plusieurs travaux ont montré que la
consommation d’alcool de fagon chronique, augmente considérablement le taux des
spermatozoides malformés (Pajarinen et al., 1996). Les mécanismes de I’effet direct de
I’éthanol sur la cellule de Sertoli ne sont pas encore bien élucidés. Par contre il semble que
l'alcool peut endommager certaines protéines nécessaires dans la spermatogénese (Zhu et al.,
1997). L'alcool est aussi connu pour étre une toxine des cellules de Leydig, il a un effet
négatif sur la synthése et la sécrétion de testostérone car il inhibition la stéroidogénese
testiculaire (Anderson et al., 1983), ainsi qu’il provoque la déplétion des récepteurs de LH au

niveau de ces cellules interstitielles (Gnanaprakasam et al., 1979 ; Gnatt et al., 1982).

Dans notre étude, la consommation chronique de I’éthanol aux doses utilisées a provoqué une
diminution dans le poids des testicules et de 1’épididyme. Nos données conformes aux celles
obtenus lors de I’ingestion chronique d’alcool éthylique (Emanuele et al, 2001) . La
diminution observée est due principalement a 1’effet des métabolites de ce produit sur la
structure des tubes séminiferes, car ils provoquent des changements dans leurs diametres
(Martinez et al., 2009), ainsi que 1’apoptose des cellules germinales qui contribue a ’atrophie
testiculaire et ’infertilit¢ masculine (Maneesh et al., 2005).

De nombreuses études ont indiqué que la consommation d'alcool peut d’une part altérer la
production de la testostérone (Van thiel et al, 1974), qui joue un role crucial dans le

fonctionnement et la structure épididymaire, et d’autre part dans I’atrophie des gonades par la

102



Chapitre 1V : discussion

réduction de ’activité des testicules ce qui affecte le passage normal du fluide testiculaire vers
I’épididyme (Cooper, 1992).

Nos résultats montrent aussi que 1’éthanol provoque une diminution de la concentration des
spermatozoides, Ces résultats sont assimilés avec les études de (Maneesh et al., 2006) qui ont
montré que I’alcool provoque la diminution du nombre de spermatozoides. Ces changements
sont le résultat du déclin du nombre des spermatogonies ainsi que leur activité proliférative
(Martinez et al., 2009). 11 est connu que I’IGF-I joue un role important dans le déroulement
de la spermatogenése par I’intermédiaire de son récepteur IGF-IR. L’éthanol induit un
abaissement du nombre de récepteurs aux IGF (Yagci et al, 2009), ce qui affecte les
mécanismes de régulation de I'lGF-I de la cellule de Sertoli entrainant une perturbation de la
spermatogenese.

Oliva et al, 2006 ont aussi observé qu’aprés I’exposition chronique a 1’éthanol la
spermatogénese est perturbée, cette perturbation peut €tre due soit a la réduction de la

concentration de testostérone soit a 1’effet direct de 1’éthanol sur les gonades.

Dans cette étude 1’éthanol a provoqué la diminution de la mobilité et la vitesse des
spermatozoides. Nos donnés correlent avec plusieurs études qui ont indiqué que la mobilité
des spermatozoides diminue en présence d’alcool éthylique (Martinez et al., 2009 ; Maneesh
et al,, 2006). Ces résultats pourraient étre 1’effet direct de la toxicité de ce produit sur
I’épididyme. En fait lorsque les spermatozoides quittent le testicule dans un état immature, ils
terminent leur maturation et acquierent une mobilité progressive au cours de leur transit a
travers I’épididyme (Bedford, 1975). La diminution de la mobilité indique que ce produit a
un effet spermato-toxique, car il augmente le nombre de spermatozoides avec anomalie du

flagelle (Donnelly et al., 1999).

Concernant la vitalité¢ des spermatozoides, nos résultats montrent une diminution dans le

nombre des spermatozoides vivants, avec une augmentation du nombre de spermatozoides
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anormaux chez les groupes traités par rapport au lot témoin. Ces résultats peuvent étre la
conséquence de la diminution de la concentration sanguine de FSH. Cette hormone est
impliquée dans D’activation des cellules de Sertoli qui soutiennent le développement et la

maturation des cellules spermatiques (Salonen et Huhtaniem, 1990).

L’augmentation du nombre des spermatozoides malformés est une conséquence observée
apres une exposition a I’alcool d’une fagon modéré (Emanuele, 1998). Comme I’éthanol
altere les sécrétions épididymaires, alors 1’effet est direct sur la morphologie et la mobilité des
spermatozoides (Srikhanth et al., 1999). Le stress oxydant peut aussi jouer un rdle critique
dans I’augmentation du nombre de spermatozoides malformés (Agarwal et Saleh, 2002).
L’oxydation des lipides polyinsaturés des membranes des cellules spermatiques affecte leur
fluidité ainsi que leur perméabilité membranaire, ce qui entraine I’altération des cellules

germinales et spermatiques.

La concentration de testostérone diminue chez les lapins traités par 1’éthanol. Il est connu
que parmi les conséquences de 1’exposition chronique de ce produit est la diminution de la
testostérone, il provoque le déclin de la synthése de LH par I’hypophyse (Widenius et al.,
1989). L’alcool éthylique affect I’axe hypothalamus-hypophyse-gonadique chez le rat (Van
thiel et al., 1979) par diminution de la sécrétion de GnRH (Canteros et al., 1995). Cela peut
montrer que les actions de 1’éthanol sur le systéeme reproducteur masculin commencent au
plus haut niveau, c'est-a-dire hypothalamique. De plus le déclin de la concentration de
testostérone peut étre le résultat de 1’effet de I’éthanol sur les enzymes de la stéroidogénese
qui se fait dans la cellule de Leydig. STAR est une protéine qui joue un rdle tres important
dans la régulation de la synthese des hormones stéroidiennes au niveau des cellules de Leydig

et la glande surrénale (Clark et Stocco, 1995).
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Kim et al., 2003 indiquent que I’administration chronique de 1’éthanol inhibe 1’expression du
gene de STAR dans la cellule de Leydig. Par conséquent le taux de testostérone diminue avec

la diminution de I’ARNm de STAR.

Nous avons tenté aussi dans le cadre de cette étude, d’évaluer I'impact de la consommation

chronique d’éthanol sur la fonction hépatique.

Le foie est notre plus grand organe, et il dispose de 500 rdles différents. L'une des ces
fonctions les plus importantes est I'élimination des toxines de 1'organisme dont 'accumulation
est particulicrement néfaste, et il est aussi le site privilégié du métabolisme de plusieurs
substances y compris 1’éthanol. Cette substance est largement utilisé dans 1’industrie comme
un solvant industriel (vernis, peinture, parfums, produits pharmaceutiques...) et présente des
usages multiples en laboratoire (milieux réactionnels, extractions, cristallisation, etc.).
L'intoxication par inhalation de vapeurs de ce produit ou par absorption percutanée est
possible, mais c'est 1'absorption exagérée de boissons alcoolisées qui est la cause essentielle
de la toxicité de ce produit. Il représente un danger pour I’harmonie du fonctionnement de

nombreux organes (Fillmore, 2003 ; Frank et Witte, 2004).

A long terme la consommation de cette substance endommage le foie, elle provoque la
stéatose qu’est caractérisé par I'accumulation des triglycérides et de graisse dans le foie,
I’hépatite et la cirrhose. Plusieurs études indiquent que la consommation chronique d’éthanol
entraine la sécrétion de cytokines, le stress oxydatif ainsi que la peroxydation lipidique. Tous
ces facteurs provoquent I’inflammation, l'apoptose et, éventuellement la fibrose des

hépatocytes (Das et al., 2003).

Les résultats obtenus ont mis en évidence une augmentation dans le poids du foie chez les
lots traités en comparaison au lot t¢émoin. La consommation abusive d’alcool est la majeure

cause des maladies hépatique. Bien que la stéatose va se développer chez toute personne qui
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consomme d’éthanol, ce processus est transitoire et réversible (O'Shea et al., 2010). Parmi les
buveurs chroniques, seulement 15-20% développent une hépatite ou cirrhose. L’ingestion
chronique de ce produit endommage le foie, par augmentation de stress oxydative et la
peroxydation lipidique conduisant au dysfonctionnement hépatique (Calivarathan et al.,

2014).

En ce qui concerne le taux des transaminases (TGO et TGP) qui sont des enzymes qui
refletent une 1ésion cellulaire, en particulier au niveau du foie, nous remarquons une
augmentation significative et dose dépendante chez les groupes traités par rapport au groupe
témoin. Ces résultats peuvent étre expliqués par les effets toxiques d’éthanol sur la fonction
hépatique. L ensemble de ces perturbations sont dues a 1’altération des fonctions du foie par le

métabolite d’éthanol.

Plusieurs études ont montrés une diminution et dose dépendante de la concentration en
glutathion des hépatocytes et de I’activité de ’'UDP glucuronyl-transférase hépatique avec une
diminution parallele de I’activité de la NADPH- cytochrome réductase. (Heinonen et Vainio,

1981).

D’apres les résultats obtenus, le traitement des lapins pendant 6 semaines a provoqué une
réduction du poids des reins accompagnée d’une augmentation significative et dose
dépendante du taux de 1’urée et de la créatinine chez les groupes traités par rapport au groupe
témoin. . Ces résultats peuvent étre expliqués par les effets toxiques d’éthanol sur la fonction

rénale. Différentes études montrent que ce produit est néphrotoxique (Thurman et al., 1999).

Les reins ont le role de filtre. Ils permettent d’éliminer les déchets qui proviennent du
fonctionnement de I’organisme et maintiennent 1'équilibre chimique du sang. Si les reins ne

fonctionnent plus, ces déchets s'accumulent dans le sang et deviennent toxiques.
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L’éthanol augmente l'oxydation des lipides conduisant au dysfonctionnement rénal. Il
provoque la réduction de la fonction rénale par augmentation de la peroxydation lipidique et
le 4-hydroxynonénal conduisant a la diminution de la filtration rénale et par conséquence

I’augmentation du taux d’urée et de la créatinine (Altamirano, 2012).

Nos résultats ont également mis en évidence une perturbation du métabolisme physiologique,
nous avons remarqué 1’augmentation du taux des protéines des triglycérides et du cholestérol,
chez les individus traités par I’éthanol comparé aux individus témoins. L’ensemble de ces
perturbations sont dues a 1’altération des fonctions du foie par I’éthanol qui peut inhiber la

phosphorylation oxydative, la réplication d’ADN et I’ARN ribosomal.

Concernant I’évaluation de la toxicité hématologique, I’administration d’éthanol a entrainer
une diminution des globules rouges, hémoglobine et hématocrite, avec une augmentation du

nombre des plaquettes et des globules blancs.

Certains ¢tudes ont indiqué que 1’éthanol est toxique pour les cellules sanguines grace a sa
propriété amphiphile, 1’éthanol peut diffuser dans tous les cellules sanguines et affecte leurs
fluidité membranaire par changement de la perméabilité, en augmentant la solubilité lipidique
des membranes (Gulati et al.,, 1985) qui peut permettre a plusieurs xénobiotiques d’atteindre

différents organes.

Les effets sur la moelle osseuse, principale manufacture des globules rouges, sont dangereux.
L’¢éthanol a un effet gravissime sur le développement des globules rouges et peut les attaquer

directement engendrant I’hémolyse.

Par ailleurs, la découverte de Gyongyi Szabo de I'université de Massachussets Medical
School en 1992, révele que 1’éthanol supprime toutes les branches du systéme immunitaire, y
compris les réponses précoces aux infections et le systeme de surveillances, puisque les

globules blancs sont incapables de fonctionner normalement.
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L’éthanol altére également la capacité des neutrophiles & migrer vers les sites présentant une
lésion et une infection. En outre, il a été constaté que les humaines et animaux apres
administration d’alcool ont montré une altération de la production de macrophage et de

cytokines.

L’exposition chronique a 1’éthanol perturbe la production de différentes hormones possédant

des propriétés immun-modulatrices.

Cederbaum, 2001 indique que ’exposition a 1’alcool conduit a une perte de l'intégrité
structural et fonctionnelle au niveau de la membrane des cellules sanguins, par augmentation
de la peroxydation des lipides entrainant une modification dans le fonctionnement des
protéines membranaires, ainsi que les acides nucléique et les protéines cytoplasmiques

(Moller et Wallin, 1998).

Certaines études ont indiqué que la consommation chronique d'éthanol induit une
modification de la composition de la membrane par changement dans le cholestérol,
phospholipides et les acides gras ce qui provoque la modulation de la fluidité membranaire
(Berrettini et al., 2004). Ces changements dans la fluidit¢ de la membrane peuvent
également survenir a la suite de l'interaction des radicaux libres avec les protéines et les
lipides dans la bicouche. La conséquence de cette interaction est la modification de 1'état

physique des lipides et des protéines dans la membrane plasmique (Borst et al., 2000).

D’autres études ont montrés que cette toxicité est 1’effet d’alcool sur les parametres
hématologiques : une hémolyse, une toxicité sur les progéniteurs myéloides de la moelle
osseuse. Quelques travaux ont montrés que I’éthanol peut inhiber la synthése de I’ADN et/ou

entrainer des anomalies du fuseau mitotique au niveau des précurseurs médullaires.

108



Chapitre 1V : discussion

Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus ont montré que 1’administration d’éthanol aux lapins par voies orale a

provoqué des perturbations de nombreuses fonctions de I’organisme :

- une altération des parametres de la fertilit€ masculine (spermatotoxicité, atrophie testiculaire

et atteinte hormonale).

- une hématotoxicité traduite par la diminution dans le taux d’hémoglobine, globules rouges,

hématocrite avec une augmentation du nombre des globules blancs et des plaquettes.

- une perturbation dans le taux des parametres biochimiques (urée, créatinine, TGO, TGP,

bilirubine, albumine, protéines totaux, cholestérol, triglycérides)

A partir de ces résultats, il serait important de dégager les perspectives suivantes :

- étude de D’effet du produit sur les facteurs hypothalamo-hypophysaires impliqués dans le

déroulement de la spermatogénese.

- compléter I’étude des effets génotoxiques d’éthanol.

- s’intéresser a la caractérisation de la toxicité du produit chez I’homme a travers la réalisation

des enquétes épidémiologiques dans les milieux professionnels.
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