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Résumé

De nombreuses études ont démontré que les antioxydants naturels protégent les cellules des
effets toxiques des contaminants. Cette étude vise a étudier les effets protecteurs potentiels de
la mélatonine (MLT) contre la toxicité testiculaire et les dommages a la spermatogenése induits
par le linuron. Les rats ont été divisés en quatre groupes : le lot témoin (pas de traitement), le
lot MLT qui a recu de la MLT (10 mg/kg /p.c), le lot LIN qui a recu du LIN (120 mg/kg/p.c),
et le lot (LIN+MLT) traité avec du LIN et de la MLT.

Les substances étudiées, mélatonine (MLT) et linuron (LIN), ont été administrées par voie orale
aux animaux pendant 30 jours. Les résultats ont montré que les dysfonctionnements
testiculaires induits par le traitement au linuron ont provoque une inhibition significative de la
synthese des hormones de l'axe hypophyse-testicule (diminution des niveaux sériques de
testostérone, FSH et LH) associée a des lésions de la spermatogenése améliorées par de faibles
scores de Johnsen et une augmentation de I'expression du CD117 dans les testicules. En outre,
les activités de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT) ainsi que la teneur en
glutathion réduit (GSH) ont diminué de maniere significative. En revanche, l'activité de la
glutathion S-transférase (GST), de la glutathion peroxydase (GPx), du malondialdéhyde
(MDA) et du carbonyle des protéines (PCO) a considérablement augmenté. Nos résultats ont
établi que la supplémentation orale en MLT chez les rats traités au LIN a rétabli les niveaux
d’hormones plasmatiques et a atténué les effets cytotoxiques négatifs du LIN.

Selon les conclusions, la MLT a démontré son potentiel en tant qu'antioxydant endogéne,

atténuant efficacement les effets cytotoxiques du LIN.

Mots clés : Testicule, expression CD117, Linuron , Mélatonine ,Stress oxydatif , Antioxydant.



Abstract

Numerous studies have demonstrated that natural antioxidants protect cells from contaminants’
toxic efects. This study aims to investigate the potential protective efects of melatonin (MLT)
against linuron-induced testicular toxicity and spermatogenesis damage. Rats were divided into
four groups: the control group (no treatment), the MLT group that received MLT (10 mg/kg
b.w), the LIN group that received LIN (120 mg/kg b.w), and (LIN/MLT) group treated with
LIN and MLT. The investigated substances MLT and linuron (LIN) were given orally to the
animals for 30 days. The results showed that linuron treatment-induced testicular dysfunctions
demonstrated signifcant inhibition of pituitary—testicular axis hormone synthesis (diminution
serum levels of testosterone, FSH, and LH) associated with spermatogenesis injury improved
by low Johnsen scores and increased in testis CD117 expression. Furthermore, superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities, as well as reduced glutathione (GSH) content,
were signifcantly decreased. In contrast, there was a considerable rise in the activity of
glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), malondialdehyde (MDA), and
protein carbonyl (PCO). Our results established that oral MLT supplementation in LIN-treated
rats restored plasma hormone levels and alleviated the adverse cytotoxic efects of LIN.
According to the fndings, MLT demonstrated potential as an endogenous antioxidant, efectively

alleviating linuron-induced testicular oxidative injury.

Keywords Testis : CD117 expression, Linuron, Melatonin, Oxidative stress, Antioxidant.
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Introduction :

Il est indéniable que la préoccupation concernant les perturbateurs endocriniens (PE) est devenue de
plus en plus importante au fil des années, tant dans les sphéres politiques que scientifiques. Leur
présence dans I'environnement, qu'elle soit d'origine naturelle ou synthétique, souléve des inquiétudes
quant a leurs effets a long terme.

Il est préoccupant de constater que plus de 480 pesticides sont enregistrés en Algérie, ce qui souligne
I'ampleur de leur utilisation dans le pays. Cependant, il est important de noter que l'utilisation de ces
produits chimiques comporte des risques pour la santé humaine et I'environnement. Les pesticides
peuvent contaminer les sols, les eaux souterraines et de surface, ainsi que les produits agricoles eux-
mémes. De plus, ils peuvent avoir des effets néfastes sur la santé des travailleurs agricoles et des
populations vivant a proximité des zones traitées.

Effectivement, les pesticides sont parmi les polluants les plus préoccupants pour I'environnement en
raison de leur stabilité, de leur mobilité et de leurs effets a long terme sur les organismes vivants. Leur
devenir dans I'environnement est un sujet complexe qui concerne tous les compartiments naturels, a
savoir le sol, I'eau et I'air.

Cependant, le sol joue un réle particulierement important car une grande proportion des pesticides
appliqués lors du traitement des cultures finit par s'y retrouver, que ce soit par une application directe
au sol ou par lessivage a partir du feuillage des plantes traitées (Calvet et al., 2005).

La présence persistante de résidus de pesticides dans I'environnement souligne I'importance de prendre
des mesures pour minimiser leur utilisation, promouvoir des alternatives plus sdres et plus durables, et
mettre en ceuvre des pratiques de gestion intégrée des pesticides. De plus, il est essentiel de surveiller
régulierement la qualité de I'environnement pour détecter la présence de résidus de pesticides et prendre
les mesures nécessaires pour minimiser leur impact sur la santé humaine et I'écosystéme dans son
ensemble (Ali Tor et al., 2006).

La structure chimique du linuron correspond a celle d'une phénylurée substituée sélective, avec une
formule chimique de C9H10CI2N202. Plus précisément, il s'agit de la 3-(3,4-dichlorophényl)-1-
méthoxy-méthylurée. Cette structure confére au linuron ses propriétés herbicides, lui permettant de
cibler spécifiquement les mauvaises herbes tout en minimisant les effets sur les cultures désirées , ce
dernier est considéré comme étant modérément ou hautement toxique pour les organismes aquatiques,
se traduisant par une peroxydation lipidique et des dommages oxydatifs qui jouent un réle majeur dans

les lésions des organes cibles (J Fenoll et al., 2013).



En outre, des études ont également suggéré que l'exposition au linuron pourrait entrainer une
diminution de la capacité antioxydante totale de I'organisme. Les antioxydants sont des composés qui
aident a protéger les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres et d'autres espéces

réactives de l'oxygéne.

Une diminution de la capacité antioxydante peut accroitre la vulnérabilité des cellules et des tissus a
diverses formes de stress oxydatif, ce qui peut contribuer au développement de diverses maladies et
affections.

Il est indéniable que les plantes sont une source importante de molécules naturelles bioactives, dont
beaucoup possedent des propriétés antioxydantes puissantes. Ces molécules, telles que les
polyphénols, les flavonoides, les caroténoides, les vitamines C et E, entre autres, peuvent aider a
protéger les cellules contre les dommages causes par le stress oxydatif en neutralisant les radicaux
libres et en réduisant les processus inflammatoires. (Puttanna et al.,2016 ; Al-Attar et al.,2017 ).

Dans ce contexte, la glande pinéale produit régulierement de la mélatonine (N-acétyl-5-méthoxy

tryptamine), une hormone animale bien connue aux multiples actions biologiques (Reiter et al., 2010).

La mélatonine surnommée 1’hormone du sommeil est une hormone produite naturellement par
I’organisme principalement par la glande pinéale ou épiphyse elle est aussi fabriquée en laboratoire

sous forme de médicaments ou de compléments alimentaire.

Son effet majeur reste la synchronisation du cycle veille / sommeil, elle regle le rythme de sommeil de
24h et est couramment utilisé pour prévenir le décalage horaire et pour guérir les troubles du sommeil,
elle est également un antioxydant puissant et peut étre utilisée pour prévenir es stress oxydatif et elle
avoir un effet protecteur contre les dommages cellulaires et les radicaux libres (Reiter, R.J et al., 2009).

Des études récentes ont démontré que cet élément pourrait avoir la capacité d'inverser les déficits

fonctionnels liés a une variété de maladies du systéme reproducteur masculin (Rocha et al., 2015).



Ce travail a pour objectif comme suit :

- Détermination de quelques parametres de croissance : Cette section pourrait inclure des mesures
telles que le poids corporel, la prise alimentaire et d'autres indicateurs de croissance pour évaluer
I'effet du traitement sur le développement des rats.

- Etude de quelques paramétres biochimiques et hématologiques : Cette partie comprendrait des
analyses sanguines et biochimiques pour évaluer les effets du traitement sur les paramétres
hématologiques (comme le nombre de globules rouges, le taux d'hémoglobine, etc.) ainsi que sur
les niveaux de diverses enzymes et substances biochimiques dans le sang.

- Evaluation du systtme pro/anti-oxydant : Cette section impliquerait I'analyse des activités
enzymatiques impliquées dans la défense contre le stress oxydatif, telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (Cat), la glutathion S transférase
(GST) ainsi que des éléments non enzymatiques comme le glutathion réduit et les protéines
carbonylées. Ces mesures aideraient a évaluer I'efficacité de la mélatonine dans la protection contre
les dommages oxydatifs induits par le linuron.

- Etude histologique des organes cibles : Cette partie impliquerait I'examen microscopique des tissus
du foie et des testicules pour évaluer les effets du traitement sur la structure et I'intégrité des organes
cibles.

- Etude immunohistochimique des récepteurs membranaires : Cette section pourrait inclure des
analyses immunohistochimiques pour évaluer I'expression des récepteurs membranaires
spécifiques dans les tissus examinés, ce qui pourrait fournir des informations supplémentaires sur
les mécanismes d'action impliqués dans les effets du traitement.

- Discussion des résultats : Chaque section des résultats serait discutée en détail, en mettant en
évidence les principales observations et leurs implications pour I'objectif de I'étude.

- Conclusion générale et perspectives : Le document se terminerait par une conclusion récapitulant
les principales découvertes de I'étude, ainsi que des suggestions pour des recherches futures dans

ce domaine.



CHAPITRE | : LE SYSTEME ENDOCRINIEN

1. Rappel sur le systéeme endocrinien

1.1. Définition

Le systéme endocrinien est I’ensemble de glandes qui sont distribuées dans tout le corps et qui
produisent une ou plusieurs hormones. Ces derniéres sont des substances chimiques naturelles libérées
dans le systéeme circulatoire et véhiculées par le sang jusqu'a ce qu'elles atteignent un tissu ou un organe
cible. L3, elles se lient a des récepteurs spécifiques, déclenchant une réponse telle que la production
d'une autre hormone, un changement dans le métabolisme, une réponse comportementale, ou d'autres

réponses, en fonction de I'hnormone spécifique et sa cible (Counis et al., 2005).

Brain
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Pituitary
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Thyroid
Cardiovascular
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Figure 1. Schéma des grandes glandes endocrines du corps humain (Gore et al., 2009).



Pour réagir a une hormone, une cellule cible doit posséder des récepteurs auxquels I’hormone peut se
lier de mani¢ére complémentaire. En d’autres termes, c’est la présence du récepteur hormonal qui
confere a la cellule cible sa sensibilité vis-a-vis de I’hormone (Ludwig, 2011). Ces récepteurs sont
présents soit dans la membrane plasmique pour les hormones peptidiques (Figure 02, cellule cible A),
soit dans la cellule pour les stéroides et les hormones thyroidiennes (Figure 02, cellule cible B).
(Nussey et Whitehead, 2006).

Cellule endocrine
Cellule A Cellule B

(récepteur transmembranaire présent)

(récepteur intracellulaire présent)

Effet
biologique
induit

Effet
biologique
indluit

Cellule endocrine Cellule insensible
(récepteur absent)

@ Hormone hydrophobe % Protéine plasmatique de « transport »

@ Horrione hydrophile m Récepteur transmembranaire

G‘@ Récepteur intracellulaire

Figure 2. Mécanismes d’action des hormones (Ludwig, 2011).

2. Les glandes endocrines

2.1 Généralités

Les glandes endocrines, egalement appelées glandes a sécrétion interne, ont la capacite de libérer leurs
hormones directement dans la circulation sanguine ou la lymphe. Elles sont généralement richement
vascularisées, ce qui facilite la distribution rapide des hormones dans tout le corps.

2.2 Les glandes majeures du systéme endocrinien

Les glandes endocrines, aussi appelées glandes a sécreétion interne, libérent des hormones dans le sang
ou dans la lymphe, et sont généralement pourvues d’un abondant drainage vasculaire. Les principales
glandes endocrines sont 1’épiphyse, ’hypophyse, la thyroide, les parathyroides, les surrénales, le

pancréas et les gonades.



2.2.1. Le complexe hypothalamo-hypophysaire

2.2.1.1. Epiphyse

Appelée notamment glande pinéale, est située a I’extrémité postérieure du toit du troisiéme ventricule
ceérébral. Cette glande est constituée de masses de cellules gliales et de cellules sécrétrices appelées
pinéalocytes. Ces derniéres sont responsables de la synthése de la mélatonine a partir de la sérotonine,
et ce, sous la dépendance de I’intensité lumineuse.

La mélatonine est sécrétée la nuit et contribue a régler I’horloge biologique du corps humain (cycle
nycthéméral) (Schuster, C,2007). Cette hormone régulatrice du cycle du sommeil intervient également
dans différents processus biologiques dont la reproduction, la croissance cellulaire, et controle le poids
corporel et la balance énergétique (Reiter, R.J. et al.,2009).

Par ailleurs, la mélatonine affecte la synthése et la fonction des stéroides, tels que les cestrogénes, la
testostérone, et la progestérone. Enfin, il a été largement établi que cette neuro-hormone inhibe
I’angiogénése et la prolifération tumorale, via I’inhibition de 1’absorption des acides gras par les
cellules cancéreuses ; I’inhibition de ID’activité télomérase, entrainant 1’apoptose de cellules
cancéreuses ; I’inhibition de la synthése d’endothéline-1, un facteur angiogénique ; des mécanismes
épigénétiques ; et I’induction de 1’apoptose, ainsi que la modulation du cycle cellulaire (Mediavilla,
M.D., et al.,2010).

L’ensemble constitué par I’hypothalamus, I’hypophyse (Figure 3) et les organes situés au pourtour du
troisiéme ventricule cérébral constitue un relais. Son but est de recueillir une multitude d’informations
provenant tant de I’environnement que de I’organisme sous forme d’afférences sensorielles (visuelles,
olfactives, viscéro-somatiques,...), de les analyser, d’intégrer les variations, de les filtrer ou de les
renforcer (Schuster, C,2007). Apres ce travail de tri et de synchronisation principalement réalisé par le
systéeme limbique, des signaux sont transmis par voie nerveuse et par des neurotransmetteurs a des
régions spécialisées de I’hypothalamus.

A son tour, I’hypothalamus régle par 1’intermédiaire d’hormones hypophysiotropes, 1’activité des
cellules hypophysaires en modulant directement leur sécrétion, ou en modifiant leur consigne. Enfin,
les hormones hypophysaires, agissent au niveau de 1’organisme dans le but de maintenir
I’homoéostasie (Schuster, C,2007). Pour cette raison, le complexe hypothalamo-hypophysaire

représente a lui seul 1’essentiel des processus d’intégration neuro-endocrinienne de 1’organisme.
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Figure 3. Hypothalamus et hypophyse

(http://www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/allemand/biochemie/endokrin/ images/hypophyse _mod_ohne.gif).

L’hypothalamus, formé par les parois du troisiéme ventricule est considéré comme le lien entre le
systéeme nerveux et le systeme endocrinien. Il produit deux hormones qui sont stockées dans
I'nypophyse avant d'étre libérées dans le sang : I'normone antidiurétique (ADH) ou vasopressine, et
I'ocytocine. L'hypothalamus sécréte aussi des libérines, hormones régulant les secrétions de
I'nypophyse (Guillemin, R., 2005), dont les principales sont :

La gonadolibérine (GnRH ou LHRH). En phase de repos, cette hormone est libérée de facon pulsatile
toutes les 30 & 120 minutes, par les neurones du noyau arqué ou de I’aire pré-optique hypothalamique,
en fonction de I’espeéce. Son récepteur est exprimé par les cellules gonadotropes de 1’hypophyse
antérieure. 1l appartient a la famille des récepteurs & sept domaines transmembranaires, liés a des
protéines G. Sa stimulation par la GnRH induit une augmentation de la transcription de son propre
gene, et des genes codant pour les hormones FSH et LH ( Counis, R., et al.,2005);

-La thyréolibérine (TRH) stimule la sécrétion de la thyréotrophine (TSH) ;

-La dopamine inhibe la sécrétion de la prolactine ;

-La somatocrinine (GH-RH) provoque la libération de 1’hormone de croissance, tandis que la
somatostatine (GH-IH) I’inhibe ;

-La corticolibérine (CRF) stimule la sécrétion de la corticotrophine. La sécrétion des hormones
hypothalamiques (sauf de la dopamine) est soumise a un phénomene de rétrocontréle exercé par les
hormones hypophysaires correspondantes.

2.2.1.2. Hypophyse

L’hypophyse, appelée aussi glande pituitaire, est appendue a la base du cerveau au niveau de la selle

turcique. Divisée en deux lobes, elle est sous le contrdle de I'nypothalamus.

7



Le lobe postérieur, neurohypophyse ou posthypophyse, se forme a partir d’une excroissance du tissu
hypothalamique, et reste uni a I’hypothalamus par un réseau de neurofibres. La neurohypophyse est
composée principalement de cellules gliales, d’axones et de terminaisons axonales. Ces dernicres
emmagasinent 1’ocytocine et I’ADH synthétisées et libérées par les neurones hypothalamiques (Figure
4). Par conséquent, en libérant des neurohormones qu’elle regoit "préfabriquées” de I’hypothalamus,
la neurohypophyse est bien plus un site de stockage qu’une glande endocrine. Ces hormones sont
sécrétées lorsque les terminaisons axonales sont stimulées par un influx nerveux. L’ADH influe sur
1I’équilibre hydrique, tandis que 1’ocytocine stimule la contraction des muscles lisses de 1’utérus et des

cellules myoépithéliales des glandes mammaires (Lohmeier, T.E.,2003).
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Figure 4. Cibles des hormones hypophysaires (D’aprés Turquetil et al., 2019)
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Le lobe antérieur, antéhypophyse ou adénohypophyse, est composé de cellules hormonopoiétiques.
Contrairement au lobe postérieur, il produit et libere de nombreuses hormones. Six hormones
adénohypophysaires, ayant chacune des effets physiologiques distincts sur I’organisme, ont été décrites
(Figure 4) (Marieb, E., 1993) :

Stimulines, régissant le fonctionnement hormonal d’autres glandes endocrines :

-Les gonadotrophines, la FSH et la LH, régissent le fonctionnement des gonades.

Ces deux hormones sont des hétérodimeéres constitués d’une sous-unité commune, la glycoprotéine a
(gp o), et d’une sous-unité f spécifique de chacune des deux hormones (FSH B, LH B). Les récepteurs
des gonadotrophines LH et FSH font partie de la famille des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. La fixation du ligand sur ce récepteur permet in fine
I’activation de la transcription des genes cibles (Don, J. et G. Stelzer,2002).

Chez les deux sexes, la FSH stimule la production de gamétes (spermatozoides et ovules), tandis que
la LH favorise la production des hormones gonadiques. Enfin, quand le taux sanguin d’hormones
gonadiques s’éléve, la sécrétion de LH ou de FSH est inhibée par rétrocontréle.

-La thyréotrophine (TSH) ou hormone thyréotrope, est une glycoprotéine qui stimule le développement
normal et I’activité sécrétrice de la thyroide.

-La corticotrophine (ACTH) ou hormone corticotrope, amene la corticosurrénale a libérer les hormones
corticostéroides formées a partir du cholestérol, et plus particulierement les glucocorticoides, qui
aident I’organisme a résister aux facteurs de stress.

Hormones adénohypophysaires agissant principalement sur des cibles non endocriniennes :

-La prolactine (PRL) (pro = en faveur de ; lactus = lait) est une hormone protéique semblable, du point
de vue structural, a I’hormone de croissance. Son principal effet consiste en la stimulation et le maintien
de la lactation. L’élévation transitoire du taux de PRL précedant la menstruation est une des causes du
gonflement et de la sensibilité des seins que certaines femmes éprouvent ; cependant, le séjour de la
PRL dans le sang est trop bref pour déclencher la lactation. En revanche, son taux sanguin s’¢leve
énormément a la fin de la grossesse et provoque cette fois la lactation. Ce taux sanguin élevé est
¢galement a I’origine de la réduction de I’incidence de la conception durant la lactation. Le rdle de la
PRL chez I’homme n’est pas totalement ¢€lucidé, bien qu’une hyperprolactinémie entraine
I’impuissance (Wagner et al.,2009).

- L’hormone de croissance (GH), aussi appelée somatotrophine, est 1’hormone protéique la plus
abondante des hormones sécrétées par I’adénohypophyse. Bien que la GH provoque la croissance et la
division de la plupart des cellules de 1’organisme, ses principales cibles sont les os et les muscles

squelettiques.



Elle contrdle également certains métabolismes dans de nombreux organes, dont le foie, I’intestin et le
pancréas ; elle stimule la synthése protéique, le catabolisme des graisses, et augmente le taux sanguin
de glucose. Chez le male, la GH a des fonctions extragonadiques, comme l'accroissement et le maintien
de la taille du pénis, la différenciation des canaux spermatiques chez I'adolescent, et la stimulation de
la synthése d'enzymes dans certaines glandes annexes. Enfin, cette hormone possede aussi des effets
sur les fonctions gonadiques comme la spermiogenése, la stimulation de la synthése des androgénes et
I'accroissement de la mobilité des spermatozoides (Marieb, E., 1993).

Enfin, une troisieme structure a été identifiée entre le lobe postérieur et antéricur de 1’hypophyse :
I’hypophyse intermédiaire. Celle-ci sécrete la mélano-stimuline (MSH) qui dérive de I’ ACTH par
clivage enzymatique. La MSH agit notamment sur les mélanocytes de la peau, en induisant la synthése

de mélanine en réponse aux rayons UVA (Don, J. et G. Stelzer,2002).

2.2.2. La glande thyroide

La thyroide ou glande thyroide est la plus volumineuse des glandes purement endocrines chez 1’étre
humain. En forme de papillon, elle est située dans la partie antérieure du cou ; elle repose sur la trachee,
juste en-dessous du larynx. Cette glande secréte la triiodothyronine (T3), la thyroxine (T4) et la
calcitonine (Wagner et al.,2009). Les hormones thyroidiennes (T3 et T4), de structure similaire et
contenant de 1’iode, agissent sur les cellules de presque tous les tissus (hormis la rate, ['utérus et la
glande thyroide elle-méme). La production de ces hormones est régie par la TSH, produite par
I’hypophyse. La thyroide ne produit de la T3 directement qu’en tres faible quantité. La plus grande
production de la T3 est obtenue par la conversion de la T4 au niveau du foie, et les intestins pour le
reste (Maran, R.R.,2003). En régle générale, ces hormones stimulent les enzymes effectuant
I’oxydation du glucose. En consequence, elles accélérent le métabolisme basal et augmentent la
consommation d’oxygene ainsi que la production de chaleur. Par ailleurs, les hormones thyroidiennes
influent sur la croissance et le développement des tissus. Elles sont essentielles au développement du
systéme squelettique et du systéme nerveux, ainsi qu’aux fonctions de reproduction (O'Shea, P.J. et
G.R. Williams, 2002). Enfin, il semblerait qu’elles soient impliquées dans la régulation de la
spermatogenese, le développement testiculaire (Wagner et al.,2009) et la steroidogénése (Maran,
R.R.,2003).

La calcitonine, aussi appelée thyrocalcitonine, est une hormone polypeptidique dont 1’effet principal

est d’abaisser le taux sanguin de calcium en inhibant la résorption osseuse (Inzerillo et al.,2002).
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La calcitonine est un antagoniste direct de la parathormone élaborée par les glandes parathyroides (de
Paula, F.J. et C.J. Rosen,2010).

2.2.3. Les glandes parathyroides

Les glandes parathyroides sont de petites glandes rattachées a la face postérieure de la glande thyroide,
généralement au nombre de quatre. Elles sécrétent la parathormone (PTH), ou hormone
parathyroidienne, qui favorise le maintien de 1’équilibre calcique dans le sang.

La PTH a pour principal effet d’¢lever le taux de calcium en stimulant trois organes cibles : le squelette,
les reins et les intestins (Talmage, R.V. et H.T. Mobley,2008). La sécrétion de cette hormone est
indépendante de I’hypophyse. En effet, la diminution du taux sanguin de calcium provoque sa

libération, et I’hypercalcémie 1’inhibe.

2.2.4. Les glandes surrénales

Les deux glandes surrénales coiffant chacune respectivement un rein (Figure 5), ont une forme
pyramidale aplatie. Durant le développement embryonnaire, les glandes surrénales se différencient en
deux régions distinctes sur les plans structural et fonctionnel : un grand cortex surrénal situé en
périphérie qui constitue 80 a 90% de la masse de la glande, et une petite médullosurrénale localisée au
centre (Figure 5). (Rosol, T.J., et al.,2001).

Veine cave Aorte
inférieure abdominale
‘ __— Artéres surrénales supérieures

A

Glande surrénale gauche
Glande surrénale droite

Artére surrénale moyenne

- Artére surrénale inférieure

Rein gauche

Rein droit

Figure 5. Les glandes surrénales (Turquetil et Reznik, 2019).
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Le cortex surrénal est divisé en trois couches, ou zones, qui secrétent des hormones distinctes. La
couche externe, située immédiatement sous la capsule de tissu conjonctif, est appelée zone glomérulée.
Ses cellules sécrétent des hormones nommées minéralocorticoides parce qu’elles influent sur
I’homéostasie de sels minéraux, tels que le sodium ou le potassium. La couche intermédiaire, appelée
zone fasciculée, est la plus large des trois couches. Ses cellules sécrétent principalement des
glucocorticoides, ainsi nommés parce qu’ils influent sur I’homéostasie du glucose. Enfin, les cellules
de la couche interne, appelée zone réticulée, synthétisent de petites quantités d’androgeénes.
(Kemppainen, R.J. et E.N. Behrend, 1997).

-Minéralocorticoides : ils constituent un groupe d’hormones dont I’aldostérone est la plus importante
(95%). Le maintien de 1’équilibre des ions sodium est le but premier de cette hormone. L’aldostérone
a pour cible principale la partie distale des tubules rénaux, ou elle stimule la réabsorption des ions
sodium de I’urine (s’accompagnant de rétention d’eau). Leur retour dans la circulation sanguine
entraine 1’élimination des ions potassium, et dans une certaine mesure, la régulation de 1I’équilibre
acido-basique du sang. La libération d’aldostérone a peu de rapport avec I’hypothalamus ou
I’hypophyse : elle dépend de la concentration des ions dans le sang, de 1’osmolarité sanguine et de la
pression artérielle. (Connell, J.M. et E. Davies,2005).

-Glucocorticoides : ils influent sur le métabolisme de la plupart des cellules et contribuent a leur
résistance face au stress. Les glucocorticoides permettent a I’organisme de s’adapter aux changements
de ’environnement et a I’intermittence de 1’apport alimentaire en stabilisant la glycémie. De plus, ils
maintiennent 1’équilibre du volume sanguin en empéchant ’eau de pénétrer dans les cellules. Les
glucocorticoides sont le cortisol, la cortisone et la corticostérone ; parmi ces hormones, seul le cortisol
est sécrété en quantité notable chez I’étre humain. Ce dernier possede une action hyperglycémiante,
favorise la formation de glucose par le foie et la rétention de sodium, inhibe la lipolyse, et intervient
dans la production d’anticorps. La régulation de la sécrétion des glucocorticoides répond a une rétro-
inhibition typique par I’ACTH, basée sur I’apport alimentaire et le degré d’activité. (Buckingham, J.C.,
2006).

-Gonadocorticoides : dans ce groupe, les androgeénes et particuliérement 1’androsténedione, sont les
plus abondants. La quantité des hormones stéroides fabriqueée par le cortex surrénal, dont la
testostérone, est négligeable comparativement a celle qu’élaborent les gonades (Rosol, T.J., et
al.,2001). Le role précis de ces gonadocorticoides demeure obscur. La médullosurrénale élabore deux
catécholamines dont la sécrétion est induite par le systéme nerveux sympathique, impliqué dans les

mécanismes de réponse au stress.
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L’adrénaline et la noradrénaline induisent des effets identiques comprenant une augmentation de la
fréguence cardiaque, une vasoconstriction, une augmentation de la pression arterielle, une dérivation
du sang vers les organes vitaux, une augmentation de la glycémie, une stimulation de la respiration et

une bronchodilatation. (Kvetnansky et al., 2009).

2.2.5. Le pancréas

Le pancréas, sous forme d’une masse chez I’Homme, est situé a I’arriere de I’estomac. Le pancréas du
rat se présente, quant a lui, de fagon diffuse dans ’abdomen. Le pancréas est a la fois une glande
endocrine et une glande exocrine. Le corps de cet organe est constitué d’un tissu exocrine qui libére
les sucs gastriques dans le duodénum. Répartis au sein du pancréas, les Tlots de Langerhans contiennent
deux grandes populations de cellules aptes a fabriquer des hormones : les cellules a qui synthétisent le
glucagon, et les cellules B plus nombreuses, qui €laborent I’insuline. L’insuline et le glucagon
interviennent différemment, mais de maniére toute aussi essentielle dans diverses phases du
métabolisme et de la régulation de la glycémie (Engelking,1997). Leurs effets sont opposés : I’insuline
est une hormone hypoglycémiante qui agit sur les métabolismes glucidique, protidique et lipidique,
augmentant le niveau d'utilisation du glucose et diminuant son taux sanguin (Andrali, S.S., et al., 2008)
; tandis que le glucagon est une hormone hyperglycémiante qui provoque la libération du glucose du
foie (Quesada, I., et al.,2008). Les Tlots pancréatiques synthétisent également de petites quantités
d’autres peptides, dont la somatostatine et I’amyline (Engelking,1997).

La somatostatine exerce un contr6le inhibiteur sur la sécrétion de nombreuses hormones
pancréatiques, intestinales et hypophysaires. Le role exact de I’amyline est encore sujet a caution.
2.2.6. Les ovaires

Les ovaires sont des glandes génitales paires logées dans la cavité pelvienne de la femme. L’ovaire
produit cycliquement des hormones cestrogéniques et progestatives sous 1’influence de la FSH et de la
LH sécrétées par I’hypophyse, qui assurent la régulation du systeme reproducteur (Richards, J.S. et
S.A. Pangas, 2010). En particulier, la LH est responsable du déclenchement de 1’ovulation. Les
cestrogenes produits par les follicules ovariens, stimulent la prolifération de I’endométre et sont
responsables du développement et du maintien des caractéres sexuels secondaires, notamment au
niveau de la glande mammaire. Les hormones progestatives sont produites par le corps jaune ovarien.
Elles stimulent 1’activité sécrétoire de I’endometre. Elles ont aussi une action sur le développement de
la glande mammaire. Les ovaires produisent également 1’inhibine, une hormone protéique qui s’oppose

a la sécrétion de la FSH (Richards, J.S. et S.A. Pangas, 2010).
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Enfin, au cours des semaines précédant 1’accouchement, les ovaires et le placenta synthétisent une
hormone peptidique appelée relaxine. Celle-ci provoque I'assouplissement et la relaxation de l'utérus,
des ligaments pelviens et de la symphyse pubienne, ce qui facilitera I'expulsion du nouveau-né.

2.2.7. Les testicules

Les testicules sont constitués de deux compartiments : un compartiment tubulaire composé de tubes
séminiferes contenant les cellules de Sertoli et les cellules germinales assurant la fonction exocrine
(spermatogenese), et un compartiment interstitiel comportant plusieurs types cellulaires dont les
cellules de Leydig qui assurent la fonction endocrine du testicule (stéroidogenése) en produisant les
androgénes (Wagner et al.,2009). La plus importante de ces hormones est la testostérone, qui régit la
production des spermatozoides, stimule le développement des caracteres sexuels secondaires,
influence la croissance des glandes annexes (prostate, vésicules séminales, ...), et favorise l'activité

sécrétoire de ces structures.

3. Les perturbateurs endocriniens

3.1. Historique et définition

Depuis la fin du XXéme siécle, la problématique des composés chimiques actifs sur le systeme
hormonal suscite de fortes préoccupations au sein de la communauté scientifique en raison des effets
déléteres de ces composés sur la santé des organismes. La prise de conscience de I’impact de ces
composés chimiques dits «perturbateurs endocriniens » a conduit a un développement accru des
recherches dans ce domaine (Hotchkiss et al., 2008). Les progrés de 1’industrialisation qui ont certes
contribué a I’amélioration de nos conditions et modes de vie, nous exposent cependant a plus de 100
000 nouvelles molécules exogeénes dont 1’innocuité pour certaines est de plus en plus mise en cause
(Hotchkiss et al., 2008). Certains contaminants environnementaux interagissent avec les hormones et
peuvent exercer des conseéquences néfastes en raison de leurs actions en tant que perturbateurs
endocriniens (PE). En population générale, 1’eau et I’alimentation (migration de substances depuis
I’emballage, contamination des sols, des cultures, résidus hormonaux dans la viande) mais également
I’air et les cosmétiques, sont les principales sources d’exposition aux PE (Yang et al., 2011).

En milieu professionnel, les expositions sont le plus souvent multiples, mais a des doses plus
importantes que dans la population générale (Frye et al., 2012 ). Plusieurs secteurs professionnels sont
concernés, tant au niveau de la production que de I’utilisation : agriculture (manipulation de
pesticides), industries pharmaceutiques (production d’hormones) et chimique (fabrication des

pesticides, matieres plastiques) (Zhou et al., 2010; Kortenkamp, 2007).
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Bien qu'il n'existe pas de définitions universellement acceptées du terme PE, certaines sont largement
admises. L’une des premiéres a avoir été établie est la suivante : (Kavlock et al., 1996): «Un
perturbateur endocrinien est une substance exogéne qui entraine des effets néfastes sur la santé dans
un organisme intact, ou sa descendance, suite a des changements dans la fonction endocrine». En 2002,
I’Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2002) a précisé les modes d’action au regard de la
littérature, avec la définition suivante : «Un agent exogene qui interfere avec la synthese, la sécrétion,
le transport, la fixation, I'action, ou I'élimination des hormones naturelles du corps humain responsables
de I'entretien ou de I'homéostasie, de la reproduction, du développement et/ou du comportement ».
Les PE ne sont donc pas définis par un mécanisme d’action spécifique et ils ne s’apparentent pas a une
classe chimique particuliére. Ces substances n’ont de commun que leurs propriétés a induire des
modifications de ’homéostasie endocrinienne susceptible de produire des conséquences délétéres pour
les organismes (Vosges, 2010).

3.1.1.Mode d’action des perturbateurs endocriniens

Les mécanismes d’action des hormones sont multiples et il existe de nombreuses réactions avec
lesquelles les agents chimiques peuvent interférer. La perturbation du systéme endocrinien peut
prendre plusieurs formes (Figure 5) :

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

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

Par action sur la synthese, le transport, le métabolisme et I'excrétion des hormones, en modifiant leurs
concentrations (Waring et Harris, 2005). La substance peut avoir une action sur le métabolisme
intracellulaire des glandes sécrétrices en perturbant les cascades de biosynthése des hormones elles-
mémes. Ces composés affectent potentiellement des enzymes spécifiques du métabolisme en stimulant
ou inhibant leur activité (Tabb et Blumberg, 2006).

En altérant le développement des récepteurs hormonaux et leurs fonctions : La substance peut activer
ou supprimer le développement d’un récepteur cellulaire, et donc altérer les activités hormonales

(Zama et Uzumcu, 2009).
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En altérant les fonctions par des interactions avec les hormones: La substance peut interagir avec une
hormone et modifier le message issu de celle-ci et ainsi altérer les fonctions cellulaires (Tabb et
Blumberg, 2006).

liaison avec les récepteurs

synthése des hormones naturelles
sécrétion
transport
métabolisme (@]
(PN ®
Glande
endocrine :Q.. ...
(@] o
Altérationde la charge hormonale Action perturbée

(agoniste, antagoniste)

Figure 6. Mécanisme d’action des perturbateurs endocriniens (Chevrier et al., 2011).

3.1.2.Classification des perturbateurs endocriniens

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

3.1.2.1. Les hormones naturelles

Elles comprennent I’insuline, les cestrogeénes, la progestérone et la testostérone, naturellement présents
dans 1’organisme des hommes et des animaux de méme que les phyto-cestrogénes présents dans
certaines plantes, comme les germes de luzerne et le soja, et qui ont une activité semblable a celles des
cestrogénes une fois ingérés par 1’organisme. L’organisme humain est capable de métaboliser et
d’excréter rapidement ces substances. Elles restent trés peu de temps dans I’organisme et ne
s’accumulent pas dans les tissus comme c’est le cas de certaines substances anthropiques. Néanmoins,
la question des risques liés a une tres forte consommation de soja (notamment par les nouveau-nés) se
pose (Barbier, 2011).

3.1.2.2. Les hormones de synthese

Les hormones de synthese ont été créées par I’homme dans le but d’agir et de contrdler le systéme

endocrinien soit pour I’inhiber et c’est le but des contraceptifs oraux, soit pour le pallier et c’est le rdle
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des traitements hormonaux de substitution de la ménopause, de la fonction thyroidienne ou des

hormones de croissance dans le domaine vétérinaire (Gore et Crews, 2009 ; Barbier, 2011).

3.1.2.3. Les polluants chimiques anthropiques

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

proprement parler non suspectée a priori (Anway et Skinner, 2008).
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CHAPITRE Il : LES PESTICIDES

1. Généralités sur les pesticides

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

2011).

1.1. Histoire des pesticides

L'utilisation des pesticides en agriculture remonte a l'antiquité. L’usage du soufre parait remonter a la
Gréce antique (1000 ans avant J-C.). L'arsenic était recommandé par Pline, naturaliste romain, en tant
qu'insecticide et les produits arsenicaux ou a base de plomb (Arséniate de plomb) sont connus en Chine
dés le XVle siécle ; c'est également vers cette époque que sont signalées les propriétés insecticides du
tabac et des racines de Derris et de Lonchocarpus (Gatignol et Etienne, 2010).

La recherche et I’expérimentation de moyens aptes a lutter contre les maladies des céréales, de la
pomme de terre et de la vigne ; ou a limiter le développement d’insectes ravageurs, ont été publiés
dans des périodiques de 1’agriculture du XVIIIeme si¢cle (Duval, 2009). L'utilisation plus géneralisée
des pesticides a suivi les progres de la chimie minérale. Au XIXe siécle, les traitements fongicides sont
a base de sulfate de cuivre (dont la célebre bouillie bordelaise) ou a base de mercure ; les insecticides
tels l'arsénite de cuivre, l'acéto arsénite de cuivre, I'arséniate de plomb font aussi leur apparition. Le
pyréthre, une poudre provenant de fleurs du genre chrysanthemum est introduit comme insecticide a

cette méme époque (Duval, 2009). Autour de 1920, les insecticides arsenicaux ont vu une utilisation
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intense et on s’apercut alors que les fruits et 1égumes traités recélaient des poisons a des doses qui
pouvaient étre mortelles pour les consommateurs. Ces données ont poussé les scientifiques a chercher
d’autres produits moins dangereux (Duval, 2009). L’¢re des pesticides de synthése débute vraiment
dans les années 1930 avec le pouvoir insecticide des thiocyanates d’alkyle et d’autres produits comme
I’anilide salicylique en 1931 et les dithiocarbamates en 1934 (Duval, 2009). En 1874, Zeidler
synthétise le DDT dont Muller en 1939 établit les propriétés insecticides. Le DDT est commercialisé
dés 1943 et ouvre la voie a la famille des organochlorés. Ce produit domine alors marché des
insecticides jusqu’au début des années 1970. La seconde guerre mondiale a génére, a travers les
recherches engagées pour la mise au point de gaz de combat, la famille des organophosphorés qui,
depuis 1945, a connu un developpement considérable, notamment pour certains produits comme le
malathion. Aux Etats-Unis, durant la période 1950-1955, les herbicides de la famille des urées
substituées (linuron, diuron) sont développés, suivis peu apres par les herbicides du groupe ammonium
quaternaire et triazines. Les fongicides du type benzimidazoles et pyrimides datent de 1966, suivis par
les fongicides imidazoliques et triazoliques dits fongicides IBS qui représentent actuellement le plus
gros marché des fongicides. Dans les années 1970-80, une nouvelle classe d'insecticides, les
pyréthrinoides apparait, dominant le marché des insecticides (Duval, 2009).

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

1.2. Définition d’un pesticide

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

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

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de structure

chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe (tableau 01).

La classification des pesticides est principalement basée sur :

-La nature de leurs cibles (nature de 1’espéce a combattre) : ainsi en distinguent les insecticides, les
herbicides, et les fongicides, etc.

- Leurs natures chimiques : organochlorés, organophosphorés, etc.

-Leurs utilisations : agriculture, santé publique, domestique (Jayaraj et al.,2016).

1.3.1. Selon leurs cibles

1.3.1.1. Les insecticides

Un insecticide est une substance active ou une préparation toxiqueutilisée pour lutter contre les
parasites qui infectent les plantes cultivées ou pour éliminer les insectes vecteurs de maladies
(Lushchak et al.,2018).

1.3.1.2. Les fongicides

Ils permettent de combattre la prolifération des maladies des plantes provoquées par des champignons
parasites (mildiou, oidium, ...) et ils servent a protéger les tubercules, les fruits et les Iégumes pendant

le stockage et la croissance des plantes (Lushchak et al.,2018).

1.3.1.3. Les herbicides

Ils représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde toutes cultures confondues. Ils sont
destinés a éliminer les végétaux rentrant en concurrence avec les plantes a protéger en ralentissant leur
croissance.Les herbicides sont connus comme régulateurs de croissance, inhibiteurs de la
photosynthése, les inhibiteurs de la biosynthese des acides aminés et des lipides, les perturbateurs de
la membrane cellulaire et les inhibiteurs de la biosynthése des pigments (Lushchak et al.,2018).

Les herbicides les plus connus sont I'acide sulfurique, utilise pour désherber les céréales des 1911, et
les phytohormones (2,4-D) ainsi que des dérivés de I’acide 2-phénoxy-étahnoique (comme le MCPP)
et les sulfonylurées.

Le classement par cible distingue également les molluscicides contre les escargots et les limaces, les

rodenticides contre les rongeurs, les acaricides contre les acariens, etc....
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1.3.2. Selon leur nature chimique

Il s’agit d’un classement technique qui tient compte la nature chimique de la substance active. Ainsi ;
en fonction de leur structure chimique, les pesticides les plus répondus peuvent étre répartis dans les
groupes suivants :

1.3.2.1. Les organochlorés

Les pesticides organochlorés sont des pesticides synthétiques appartiennent au groupe des dérivés des
hydrocarbures chlorés. Les caractéristiques de base des pesticides organochlorés sont une persistance
élevée, une faible polarité, une faible solubilité dans I'eau et une liposolubilité, Tres résistants a la
dégradation biologique,ces composés sont connus par leur toxicité, leur persistance dans
I’environnement et leur bioaccumulation élevée (Jayaraj et al.,2016).

1.3.2.2. Les organophosphorés

Il s’agit des composés organiques qui contiennent un ou plusieurs atomes de phosphore dans leur
molécule. Les organophosphorés (OP) sont des esters de I'acide phosphorique, leur dégradation et plus
rapidedans les systéemes biologiques (Tadeo et al.,2008), Ils agissent par inhibition de
I’acétylcholinestérase de fagon irréversible au niveau des terminaisons nerveuses (Lushchak et
al.,2018). Parmi les herbicides organophosphorés le glyphosate et le glufosinate sont les plus

commercialisés.

1.3.2.3. Les carbamates

Ce sont des produits constitués d’esters de l'acide carbamique (R1 - O - CO - NR2R3). Leur mécanisme
d'action est I'inactivation réversible de I'enzyme acétylcholinestérase. Les carbamates se décomposent
dans l'environnement en quelques semaines ou quelques mois, exemples : Chlorpropham,
Desmedipham, Molinate, Phenmedipham, Propham (Bouseba, 2011).

1.3.2.4. Les phénoxyacides

C’est un groupe de composés portant un radical phénoxy lié¢ a un acide alcanoique a faible nombre de
carbone, tel que l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique ou le mécoprop (acide propionique). Certains
herbicides de ce groupe sont formés par des stéréo-isomeéres, qui sont commercialisés sous forme
d'énantiomeéres simples ou de mélanges racémiques (Tadeo et al., 2008).

1.3.2.5. Autres

Il y a d’autres pesticides qui sont utilisés dans les pratiques agricoles comme le fer, le plomb, le soufre,
I’arsenic, le mercure, le zinc, ils ont été utilisés sous forme de métal inorganique ou organique. Le
chlorure de méthyle mercurique, I'arséniate de sodium, lI'arséniate de calcium, le phosphure de zinc

sontdes composés qui entrent dans cette catégorie (Jayaraj et al.,2016).
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1.3.3. Selon leurs utilisations

Selon le domaine de leur utilisationon distingue deux grandes catégories de pesticides

- Les pesticides & usage agricole (produitsphytopharmaceutiques) destinés a la protection des
végétauxcontre les maladies et contreles organismes nuisibles aux cultures.

- Les biocides destinés a la protection des éléments de construction, hygiene publique, ou des

animaux domestiques (Bencheikh, 2010).

Tableau 1. Croisements entre la classification chimique et la classification biologiques des
pesticides (Calvet, 2005).

Groupe Classe chimique Exemples de molécules
Insecticides Arséniate de plomb, fluorure
minéraux d'aluminium,

composeés soufrés, mercuriques,
séléniés
Organochlorés DDT
HCH dont le lindane
Antiparasitaires Organophosphorés | Dichlorvos, chlorfenvinphos, phorate
(insecticides et Carbamates Aldicarbe, carbofuran, carbaryl,
anticoccidiens) benfuracarbe,
Pyréthrinoides Perméthrine, cyperméthrine,
deltaméthrine
Macrolides Ivermectine, doramectine, abamectine,
endectocides moxidectine, sélénamectine,
éprinomictine
Herbicides Sulfates, nitrates, chlorures, chlorates,
minéraux cyanamide
Phytohormones Pichloranne, trichlopyr, fluroxypyr,
Herbicides glyphosate,
Carbamates Asulame, diallate, sulfallate
Dérivés de l'urée Monuron, diuron, linuron
Divers Triazines, dinitrophénols,
aminotriazole,
Dithiocarbamates Mancozebe, manebe, zinebe, propinebe
Carbamates Bénomyl, carbendazime
Fongicides benzimidazolés
Dérivés de Kétoconazole, niconazole, imazalil,
I'imidazole prochloraz
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1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

En plus de leurs effets toxiques sur la santé humaine, Les pesticides ont également des effets
néfastes sur I'environnement (Burger et al., 2008 ; Mariyono, 2008).

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

Trois grands processus de dispersion des pesticides dans 1’environnement (Figure 7) sont
communément admis : la volatilisation, le ruissellement et le lessivage des sols ou infiltration.
Les pesticides peuvent rejoindre le compartiment atmosphérique soit directement lors de
1’épandage (application par pulvérisation qui facilite la volatilisation), soit aprés application sous
forme adsorbée (adsorption des pesticides sur les particules puis érosion éolienne du sol) ou bien
sous forme dissoute (vaporisation directe ou via 1’évaporation de 1’eau depuis le sol vers
I’atmosphere) (Fauvelle, 2012).Une fois arrivés dans 1’atmosphere, les polluants peuvent étre
entrainés par les précipitations (Rouvalis et al., 2009) et redéposes au sol ou dans les eaux de
surface.

La dispersion des contaminants peut également se faire par infiltration a travers le sol. Les
composés se dissolvent alors dans I’eau issue des précipitations puis percolent et/ou se diffusent
verticalement dans le sol.

Le processus global de dégradation des pesticides peut étre attribué a des mécanismes biologiques
ou bien abiotiques. Ces derniers regroupent principalement I’hydrolyse, les réactions
d’oxydoréduction et la photodégradation (Bending et al., 2006). Les processus biologiques
interviennent principalement dans la couche arable du sol ou résident une grande diversité et une

grande abondance de microorganismes (Al Housari et al., 2011).
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La persistance des contaminants dans I’environnement est donc corrélée a la sensibilité des
substances a ces processus de dégradation.

Il est a noter que les produits de dégradation ou métabolites font toutefois 1’objet d’un intérét
croissant tant on les retrouve a la fois dans leeaux souterraines et dans les eaux de surface a des
concentrations excédant parfois celles des molécules meres (Postle et al., 2004; Hladik et al.,
2005).

Volatilisation

Figure 7. Devenir des pesticides dans 1’environnement (Lissalde, 2010).

1.5. Modes d’exposition de I’homme aux pesticides

Les crises sanitaires récentes obligent a mieux comprendre et articuler les liens entre agriculture,
environnement et santé publique. Le risque des pesticides pour I’homme se situe a 1’interface de
ces trois domaines. Il s’agit d’un risque global intégratif, qui nait du cumul des expositions
auxquelles est soumis un étre vivant. La figure 8 résume les modes d’exposition possibles de
I’environnement et de ’homme aux pesticides (CPP, 2002).

1.5.1. Exposition professionnelle

L’exposition professionnelle concerne les personnes manipulant les produits, au moment de la

préparation, de I’application et du nettoyage des appareils de traitement.
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Les agriculteurs constituent une population particuliérement exposée qui forme un groupe
sentinelle pour 1’observation d’éventuels effets des pesticides (Zeljezic et al., 2006). L’absorption
des pesticides par la peau est révélée comme la voie d’exposition la plus significative en milieu
agricole (Jakubowski et Trzcinka-Ochocka, 2005). Par ailleurs, bien que les équipements de
protection individuelle (gants, masques, combinaisons) constituent les principales mesures de
prévention mises en ceuvre afin de réduire 1’exposition des professionnels, une étude menée en
France (Baldi et al., 2006), a mis en évidence une insuffisance de I’efficacité de ces équipements.
1.5.2. Exposition non professionnelle

L’ensemble de la population peut étre expos¢ aux pesticides lors des usages domestiques ou
d’entretien des jardins mais surtout a des résidus de ces pesticides au travers de son environnement
(eau, air, particules en suspension, poussiéres) et de son alimentation (Baril et al., 2005). Les
¢évaluations de risque attribuent 90% de 1’exposition a 1’alimentation contre 10% a I’eau. Les
enfants semblent étre plus vulnérables aux pesticides que les adultes (Van Zelm et al., 2009). Leur
comportement et leur systeme en développement font en sorte qu’ils sont plus exposés et plus
sensibles aux effets potentiels des pesticides (Chen et al., 2003). L’exposition de 1’enfant aux
pesticides peut avoir lieu trés tot, in utero via le placenta suite a I’exposition de la mére (Saunders
et al., 2004), mais également apres la naissance, soit directement par exposition aux
contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison ou le jardin ou habitat dans une
zone agricole) ou via le lait maternel et 1’alimentation (Jurewicz et al., 2006), soit indirectement
pour les enfants de parents professionnellement exposés (agriculteurs). Il est a noter que
I’alimentation a été montrée comme une source d’exposition majeure des enfants aux pesticides
organophosphorés (Lu et al., 2006; Lu et al., 2008). En effet, selon une étude réalisée en
Allemagne, les concentrations de composés organochlorés sont trés significativement supérieurs
dans les sérums de nouveau-nés allaités par rapport a ceux recevant du lait commercial (Lackmann
et al., 2004).
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Figure 8. Modes d’exposition de I’homme aux pesticides (CPP, 2002).

1.6. Impact des pesticides sur I’environnement et la santé

1.6.1. Impact sur les écosystemes

De nombreux pesticides sont toxiques pour les insectes bénéfiques, les oiseaux, les mammiferes,
les amphibiens ou les poissons. L’empoisonnement de la faune sauvage résulte de la toxicité d’un
pesticide et de ses autres propriétés (Picd et al., 2004). Les pesticides utilisés en agriculture
peuvent réduire I’abondance des mauvaises herbes et insectes qui sont une source importante de
nourriture pour de nombreuses espéces animales. Les herbicides peuvent aussi changer les
habitats en altérant la structure de la végétation, et finalement conduire au déclin de la population
(Boatman et al., 2007). Les insecticides organophosphorés, comprenant le disulfoton, le fenthion
et le parathion, sont hautement toxiques pour les oiseaux ; ils ont fréquemment empoisonné les
rapaces en recherche de nourriture dans les champs (Nicolai et al., 2009). Les oiseaux en quéte
de nourriture sont le plus souvent exposés directement via I’ingurgitation des semences traitées
avec un fongicide toxique (Prosser et Hart, 2005). Il est aujourd’hui démontré que les pesticides
et autres produits chimiques sont la cause directe du déclin des populations de mammiféres
sauvages (Sarigiannis et Hansen, 2012). Ce sont principalement les chauves-souris et les rongeurs
qui sont les plus affectés par ’emploi excessif de ces pesticides (Brakes et Smith, 2005).

De méme que certains pesticides peuvent s’accumuler graduellement le long de la chaine

alimentaire et affectent particulierement les especes des rangs supérieurs et les super- prédateurs,
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comme les mammiferes ou les rapaces (Dormann et al., 2008). Des études récentes ont démontré
que les pratiques agricoles intensives sont considérées comme étant parmi les principales menaces
environnementales pesant sur les abeilles melliféres et sauvages (Boncristiani et al., 2012;
Cresswell et al., 2012; Henry et al., 2012). Le déclin massif des populations d’abeilles, connu
sous le nom de syndrome d’effondrement, reste pour I’heure inexpliqué (Dainat et al., 2012). Une
étude majeure sur les communautés d’amphibiens a mis en évidence que, entre autres facteurs, les
champs agricoles a proximité des eaux de surfaces et les pesticides, nuiraient a la richesse des
especes d’amphibiens (Beasly et al., 2002). Dans des tests sur le terrain, I’insecticide carbaryl est
apparu comme affectant la composition d’une communauté aquatique d’amphibiens et d’insectes
en modifiant la colonisation des bassins et le nombre d’ceufs pondus (Vonesh et Kraus, 2009).
Egalement, dans des études de terrain, il ressort que ’atrazine affecterait le systéme immunitaire
des tétards de grenouilles léopards, une espece en déeclin (Blasco et al., 2002). L’atrazine et les
engrais phosphatés étaient les principaux facteurs en lien avec le nombre de larves trématodes
présentes dans les grenouilles (Rohr et al., 2008). Aussi, en tests de laboratoire, la survie des
crapauds des grandes plaines et des crapauds a couteaux juvéniles du nouveau Mexique a été
réduite apreés 1’exposition a certaines préparations des herbicides glufosinate et glyphosate
(Dinehart et al., 2009). Egalement, Il a été etabli que les insecticides ont la capacité de causer de
sérieux préjudices aux amphibiens, a des concentrations méme inférieures aux conditions
normales de leur utilisation (Sparling et Feller, 2009).

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

1.6.2. Impact sur ’homme

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

1.6.2.1. Effet cancérigéne

Des études épidémiologiques ont montré que les agriculteurs exposes aux pesticides présentent
un risque deux a trois fois plus élevée de développer des cancers et autres affections du systeme
lymphohématopoiétique (Strom et al., 2005). Le mélanome cutané, les sarcomes des tissus mous
et le cancer du poumon sont aussi fréquents (Freeman et al., 2005). Des études ont été menées
auprés de personnes qui appliquent des pesticides en zone agricole et les résultats obtenus
montrent que ces personnes pourraient s’exposer a un risque légerement plus élevé que la
moyenne de développer un lymphome non hodgkinien, une leucémie, un myélome multiple, un
cancer de la prostate ou un cancer du cerveau (Lee et al., 2008b). Selon une étude conduite dans
le sud-ouest viticole francais, les agriculteurs exposeés a de forts niveaux de pesticides ont un plus
grand risque de développer une tumeur cérébrale. Les chercheurs ont alors constaté que chez les
agriculteurs exposeés aux niveaux les plus élevés, le risque est plus que doublé, toutes tumeurs
cerebrales confondues (Provost et al., 2007). L’utilisation domestique des pesticides a également
¢té associée a certains cancers de 1’enfant comme par exemple des tumeurs cérébrales et des
cancers hématopoiétiques tels que des leucémies (Ma et al., 2002). D’autre part, il a ét¢ montré
que le fait d’habiter dans une zone agricole pourrait augmenter I’incidence des leucémies de
I’enfant (Reynolds et al., 2002). D’autres relations positives, moins significatives statistiquement,
mettent en cause les pesticides sur ’apparition des cancers de 1’enfant comme par exemple des
rétinoblastomes et des cancers des tissus mous (Flower et al., 2004) ou des os (le sarcome
d’Ewing) (Valery et al., 2002), des cancers rénaux (Pearce et Parker, 2000), testiculaires (Rodvall

et al., 2003) et des cancers de cellules germinales (Chen et al., 2005).
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Egalement, certaines études identifient une association positive entre I’exposition aux pesticides
et la leucémie, le cancer du cerveau, le cancer de la prostate, le cancer du foie, le cancer
pancréatique (Beard, 2006). Une autre étude plus récente celle-la a montré que les petites filles
ayant été exposées in utero au DDT dans les années 60 ont aujourd’hui, a 50 ans, plus de risque
d’avoir un cancer du sein (Cohn et al., 2015). L’association entre exposition aux pesticides et
augmentation du risque de cancer du sein est statistiguement significative (Mukherjee, 2006).
Certaines molécules agissent par inhibition de I’apoptose des lignées cellulaires sensibles aux
cestrogenes ; d’autres induisent un stress oxydatif, et d’autres encore jouent le role de perturbateurs
endocriniens, ces mécanismes favorisant le développement du cancer du sein (Fan et al., 2007).
D’autres cancers pourraient aussi découler de 1’exposition aux différents insecticides, herbicides
et fongicides : cancers du foie, du pancréas et de divers organes (Jaga, 2005; Van Maele-
Fabry,2006; Provost, 2007; Bassil, 2007).Les résultats d’une étude concernant les employés
travaillant dans des usines de production de pesticides, a montré un exces de risque significatif de

cancer de la prostate estimé a 28 % (Van Maele-Fabry et al., 2006).

1.6.2.2. Effet reprotoxique

Plusieurs études se sont intéressées aux effets des pesticides sur la reproduction, en particulier sur
la fertilité masculine. Les pesticides peuvent agir comme des perturbateurs endocriniens au niveau
de la spermatogénese via des altérations des hormones, les facteurs de croissance ou les
neurotransmetteurs (Rogan, 2007; Hotchkiss, 2008; Medjdoub, 2013). D’autres études associent
les perturbations endocriniennes et les actions anti-androgénique chez 1’enfant a des pesticides
spécifiques, tels que Manébe ou Zinébe, ou Vinchlozoline (Damstra, 2002; Landrigan et al.,
2003). Des études menées sur des animaux de laboratoire indiquent que certains pesticides
pourraient étre responsables d’effets sur la reproduction et sur le développement du feetus.
Certains effets liés a la reproduction dont I’avortement spontané, la prématurité, une diminution
de la fertilité, une diminution de la production et de la mobilité des spermatozoides, sont parfois
soupgonnés (Weselak, 2007 ; Wigle, 2008). Chez les femmes également, 1’exposition aux
pesticides est un facteur de risque d’infertilité important. Ainsi une étude publiée en 2003 a mis
en évidence dans une population de femmes ayant des problémes d’infertilité que le facteur de
risque le plus important était la preparation et 1’utilisation de pesticides et particuliérement de
fongicides; le risque d’infertilité étant multiplié dans ce cas par 27 (Greenlee et al., 2003). Le
risque de malformations congénitales est élevé dans la descendance des professionnels maniant
quotidiennement ces poisons ou lors d’exposition accidentelles massives. La génotoxicité des

pesticides a été démontrée « in vitro ».
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Ces substances étant capables d’endommager I’ADN (Rojas et al., 2009). Une étude indique que
des modifications géniques et épigenétiques, telles que des mutations entrainant une instabilité
génétique ou une suppression de 1’apoptose des cellules germinales, peuvent étre transmises a
partir du pere dans le fluide séminal et justifie ainsi I’impact de 1’exposition paternelle dans
I’apparition des pathologies sur le développement in utero de 1’enfant mais également de son
systeme endocrinien et reproductif (Cordier, 2008).

Egalement, une étude réalisée par Santé Canada a montré que le risque de fausse couche et de
prématurité était plus grand dans les familles dans lesquelles le pére avait manipulé certains
pesticides. Le risque de fausse couche était 1,9 fois supérieur si le pere avait manipulé des
thiocarbamates, du carbaryl et d'autres pesticides. Le risque d'accouchement prématuré était de
1,7 a 2,4 fois plus élevé si le pere avait manipulé des pesticides comme l'atrazine, le glyphosate
ou des pesticides organophosphorés (Perry, 2008).
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CHAPITRE I11. LE LINURON

1. Le Linuron (3-(3,4-chlorophényl)-1-méthoxy-1-méthylurée)

Le linuron (LIN) (3-(3,4-chlorophényl)-1-méthoxy-1-méthylurée) est un herbicide a base de
phénylurée couramment utilisé pour lutter contre une variété de mauvaises herbes a feuilles larges
et de graminées dans un large éventail de cultures, notamment le soja, le coton, le mais, le blé, la
canne a sucre, la pomme de terre et de nombreux autres fruits et Iégumes. Selon certains rapports,
la mélatonine pourrait avoir la capacité d'inverser les déficits fonctionnels liés a une variété de
maladies du systeme reproducteur masculin (Rocha et al., 2015)

Le linuron est un herbicide faiblement toxique couramment appliqué pour éliminer les mauvaises
herbes dans le soja, le coton, le mais, le blé, la canne a sucre, la pomme de terre et de nombreux
autres légumes. Les rapports de la littérature montrent que le linuron se dégrade rapidement apreés
avoir pénétré dans le corps de I'animal, et l'ingestion de 125 mg/kg de linuron pendant deux ans
ne produit pas de distorsion détectable, d'effets cancérigénes et/ou mutagénes, bien que des résidus
mineurs puissent étre trouvés dans le sang, la graisse, le foie, les reins et la rate (Lambright et al.,
2000 ; Santos et al., 2014 ; Wilson et al., 2009). Cependant, Andrews et Gray (1990) rapportent
que les rats exposés par voie orale au linuron a 100 mg/kg/jour n'entrainent aucune modification
des taux de testostérone et d'hormone lutéinisante (LH). Lorsque la dose est augmentée a 200
mg/kg/jour, dose a laquelle une neurotoxicité sévere peut étre observée, I'exposition au linuron
augmente le taux sérique de LH de 25 %. En outre, Mclintyre et al. (2002a,b) montrent que par
gavage oral de rats meres avec 50 mg/kg/jour pendant la grossesse, le linuron ne provoque pas de
changements pathologiques significatifs dans les tissus testiculaires des rats males descendants au
7e jour postnatal (PND7) et au 14e jour postnatal, ni de changements dans les niveaux testiculaires
ou sériques de testostérone.

Une étude récente de ce groupe a établi que I'exposition maternelle au linuron peut provoquer une
toxicité reproductive significative chez les rats males descendants (Ding et al., 2017). Aprés
I'exposition maternelle pendant la grossesse, les rats males descendants présentent une distance
anogénitale réduite, un manque de fusion dans les plis urogénitaux, les tubules séminiféres
endommaggés et I'ultrastructure des cellules de Leydig blessée. L’étude menée par Bai et al. (2017)
indigue une diminution de la concentration sérique de testostérone au PND2. Ces observations
nous ont incités a étudier les mécanismes qui sous-tendent les toxicités tissulaires et cellulaires

induites par le linuron.
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Ci

Figure 9. Structure chimique du linuron.

Tableau 2.Propriétés physico-chimiques et données de toxicité du linuron .

Formule brute CI9H10CI2N202
Masse moléculaire (g mol-1) 249,09
Solubilité dans I’eau (mg L-1) 75a25°C

pKa 12

Pression de vapeur (Pa) a 24°C 0,002
DL50 (mg kg-1)

ingestion rat 1146 > 2500
peau rat

CL50 (mg/m?/4 heures) inhalation rat 48
Demi-vie dans le sol (jours) 60

LogP (oct-eau) 3,2

2. Les formes du Linuron disponibles en Algérie

Les formes du Linuron les plus utiliséeset qui sont disponibles en Algérie selon 1’Index des
produits phytosanitaires (2017) :

LINUCHEM 50 est un herbicide a base de LINURON 50% actif contre les dicotylédones annuelles
et les graminées, efficace a travers son absorption par les feuilles et les racines.

Cette formulation est utilisée pour lutter contre les adventices dicotylédones qui peuvent se

développer dans les cultures maraichéres : pomme de terre, tomate, poivron, carotte.

2.1. La toxicité du Linuron
Le linuron pénetre et s'attarde dans les cours d'eau de surface par les décharges agricoles (Patterson 2004),
son principal mode d'action est la destruction de la photosynthése dans les mauvaises herbes ciblées

(Hayyat et al., 2016), En bloquant les enzymes de la chaine de transport des électrons photosynthétiques.
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Il est egalement largement répandu dans les résidus trouves sur les aliments et dans I'eau potable (Pest
Management Regulatory Agency 2014 ; Environmental Protection Agency, 2015). Récemment, le LIN a
été classé comme cancérogene de catégorie 2 et nocif pour la reproduction de catégorie 1B. (EFSA, 2016).
Il a une réputation anti-androgene (Lambright et al., 2000).

En effet, plusieurs études ont montré que le LIN est associé a divers effets néfastes sur la santé des organes
reproducteurs males chez le rat, tels qu'un développement feetal anormal, le développement de tumeurs
dans les cellules de Leydig et une réduction de la production de testostérone a la fois in vitro et in vivo
(Hotchkiss et al., 2004 ; Wilson et al.,2009 ; Ding et al., 2017). Cet herbicide provoque des
malformations, la stérilité ou des cancers cellulaires en attaquant le foie et les globules rouges
(MarxStoelting et al., 2014 ; Bai et al., 2017 ; Ding et al., 2017). Des recherches antérieures ont montré
que I'exposition a I'herbicide endommage les cellules et génere un stress oxydatif qui, a son tour, provoque
un exces d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et une peroxydation des lipides (Leong et al., 2013 ;
Tichati et al., 2021). Ces organismes se développent continuellement en tant que sous-produits des
processus métaboliques typiques. L'exposition a des substances telles que les pesticides, que la cellule est
incapable de contrer, accélere leur production. Une ou plusieurs biomolécules, telles que les protéines,
les acides nucléiques, les lipides et les glucides, sont alors endommagées (D'Souza ,2017 ; Voronkova et
al., 2018). Les especes reactives de I'oxygene (ROS) pourraient étre a I'origine d'un certain nombre de

maladies, notamment des problémes hépatiques et une atrophie testiculaire (Bai et al., 2017).

2.1.1. Toxicocinétique

Le linuron est rapidement absorbé par voie orale. Le linuron est efficacement métabolisé dans le foie
du rat et ne s'accumule pas dans les systémes mammiferes.

En cas d'administration par voie intraveineuse, le linuron se distribue rapidement et largement dans
les tissus périphériques et est rapidement éliminé.

Les métabolites primaires ont été identifiés comme N’-(3,4-dichlorophényl)-N-méthoxyurée, N’-
(3,4-dichlorophenyl) urée et N’-(6-hydroxy-3,4-dichlorophenyl) urée. Le linuron est un inducteur
d'enzymes inducteur d'enzymes hépatiques chez les rats (Pest Management Regulatory Agency
2014).

2.1.2. Mécanisme de toxicité

En tant que toxique pour la reproduction et le développement, le linuron agit par lI'intermédiaire d'une
activité antagoniste du récepteur des androgenes, c'est-a-dire qu'il entre en compétition avec la
testostérone pour se lier au récepteur des androgenes avec la testostérone pour se lier au récepteur des

androgeénes. Dans les tissus de souris, le linuron a bloqué de maniére compétitive la transcription par
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le récepteur des androgénes induite par la dihydrotestostérone en fonction de la concentration et ceci

de maniére dépendante de la concentration (EFSA, 2016).

2.1.3. Toxicité aigué et a court terme

-Chez I'animal

Le linuron est Iégérement toxique par voie cutanée, orale ou par inhalation (catégorie de toxicité
[11 de I'US EPA).

-La DL50 orale aigué du linuron pour les rats est de 4000 mg kgl

-La DL50 par voie cutanée chez le lapin est supérieure a 5000 mg kgl

-La CL50 rapportée pour le linuron chez la truite et le crapet arlequin est de 16 mg 1
-L'homme

Le linuron a un faible potentiel de toxicité aigué, a I'exception des irritations de la peau, des
yeux et des voies respiratoires.

2.1.4. Toxicité chronique
-Chez I'animal

Dans des études de toxicité chronique menées sur des chiens beagle, le linuron a provoqué une
destruction des globules rouges et une modification du poids du foie ainsi que des tumeurs
testiculaires, des lésions des globules rouges et des retards de croissance ont été observés dans
des études a long terme sur des rats. Des augmentations statistiquement significatives des
tumeurs du foie, des réductions du poids corporel et du foie ont été observées chez des souris
lors d'essais biologiques chroniques (EFSA, 2016).

-L'homme

On sait relativement peu de choses sur les effets a long terme du linuron chez I'homme.

Traitement clinique

Il n'existe pas d'antidote spécifique pour I'empoisonnement au linuron. Le traitement comprend
I'élimination de I'exposition (décontamination) et une thérapie de soutien.

2.1.5. Elimination

Aprés administration orale a des rats, le linuron a été rapidement absorbe, distribué et excrété
rapidement, la plus grande partie de la dose est éliminée dans I'urine 48 heures apreés le traitement
sous forme inchangée (B. L. Worobey et J. B. Shields ,1991).

Compte tenu des métabolites courants signalés chez le rat et le lapin et du fait que le linuron est un inducteur

d'enzymes hépatiques chez le rat, il est possible que le linuron induise également le systeme P450 chez le
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lapin. Ainsi, malgré la faible toxicité aigué du linuron chez le lapin, la consommation de foin et d'aliments
contaminés par I'herbicide pourrait constituer un risque pour la santé de ces animaux reproducteurs
puisquelle pourrait modifier l'efficacité de nombreux médicaments couramment utilisés en pratique

vétérinaire et métabolisés par ces derniers. des enzymes hépatiques (Anfossi et al., 1993).

2.2. Le linuron, potentiel antagoniste des récepteurs androgéniques

La modulation endocrinienne provoquée par le linuron a été mise en évidence in vitro et in vivo.
In vivo, une réduction du poids des organes sexuels accessoires a été observée chez des males
sevrés intacts et chez des rats castrés, jeunes ou adultes, exposés au linuron alors qu’ils recevaient
des suppléments de testostérone. Ces résultats ont été corroborés par les effets observés au cours
d’une étude de la sensibilité aux androgenes, d’un essai de dépistage de 15 jours sur des rats males
intacts et d’une expérience visant a déterminer I’incidence de 1’age sur la réponse. Les résultats
d’études tentant de dégager un profil d’effets hormonaux chez le male ne sont pas uniformes (Bai
et al., 2017). Certaines études font état d’une pictre réponse hormonale aprés le traitement, tandis
que d’autres mettent en évidence des changements hormonaux affectant la testostérone, I’hormone
lutéinisante, ’hormone folliculostimulante, la prolactine, la thyroxine et/ou I’oestrogene. Dans une
¢tude, il est indiqué que les changements affectant la testostérone, 1’oestrogéne et 1’hormone
lutéinisante ont été beaucoup plus importants chez les rats matures que chez les rats immatures
(Voronkova et al., 2018), alors que, dans une autre, on fait état d’une réponse hormonale plus
marquée a des doses plus faibles chez les rats immatures(Lambright et al., 2000).

De plus, certaines données indiquent une augmentation du taux de testostérone apres le traitement,
tandis que d’autres données indiquent une diminution des taux par rapport a ceux des animaux
témoins. Un écart similaire a aussi été noté en ce qui concerne I’hormone lutéinisante.

Dans I’ensemble, la valeur probante des données indique que I’exposition au linuron peut entrainer
une modulation hormonale. Le linuron augmente les Iésions aux testicules et diminue la fertilité

(Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire, 2012).

Le linuron inhibe de maniere compétitive la liaison des androgénes aux récepteurs androgéniques
et agit comme un antagoniste faible dans les essais d'activation transcriptionnelle in vitro.
L'exposition in utero au linuron affecte radicalement la différenciation et le developpement sexuels

en provoquant une réduction de la distance anogénitale et une rétention des mamelons, ainsi qu‘un
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degré elevé de malformation de I'épididyme et d'atrophie des testicules chez les descendants males
(Ding et al., 2017).

Lorsqu'elles sont administrées a la mére pendant la période critique de la différenciation sexuelle,
les doses élevées de linuron administrées in utero réduisent également la synthese de testostérone
feetale ex vivo chez les descendants males ( Bai et al., 2017).Chez les rats males adultes traités au
propionate de testostérone immature par castration, un traitement de 7 jours au linuron a réduit le
poids des tissus dépendant de la testostérone et de la DHT. Contrairement a d'autres pesticides tels
que la vinclozoline ou la procymidone, les males exposés au linuron présentent rarement des
malformations des organes génitaux externes ou des testicules non descendus (Gray et al., 2006).
Aucune étude n'est disponible sur les associations entre I'exposition au linuron et les phénotypes

liés au Syndrome de dysgénésie testiculaire chez les gargons ou les hommes.

2.3. Le Linuron et le stress oxydant

Des études récentes indiquent que l'exposition au Linuron produit le stress oxydatif par la
génération des radicaux libres qui est suggéré comme 1’un des mécanismes moléculaires de la
toxicité de ce pesticide (Tayeb et al.,2013;Nakbi et al.,2012 ). En effet, les ROS sont capables de
réagir avec les protéines, les acides nucléiques, les lipides et d’autres molécules, ceci entraine des
modifications de leur structurequi se manifeste par des effets tel que I'inactivation des enzymes, la
peroxydation des lipides et les lIésions de I'ADN, pouvant finalement conduire a la mort cellulaire

par nécrose ou apoptose (Bukowska, 2006 ; Maire et al.,2007 ; Lushchak et al.,2018).

La production accrue des (ROS) et I’augmentation de la peroxydation lipidique, peuvent affecter
les activités protectrices des antioxydants enzymatiques, et épuiser le réservoir des molécules
antioxydantes non enzymatiques (Bongiovanni, et al.,2011 ; Tayeb et al., 2013). Les produits de

peroxydation lipidique peuvent modifier les propriétés physiologiques de la membrane cellulaire.

Les changements oxydatifs dans les membranes sont le resultat de la polymeérisation de protéines,
ce qui aboutit & une augmentation de la rigidité de la membrane érythrocytaire ; en raison de ce

fait, les pesticides provoquent un déclin de la capacité de la membrane a se déformer.
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CHAPITRE IV. STRESS OXYDANT

1. Le stress oxydant

1.1. Définition

Le stress oxydant se définit classiguement comme un déséquilibre de la balance entre les
systemes de défenses antioxydants et la production des ROS, en faveur de ces dernieres. Ce
déséquilibre provient soit d’une surproduction d’agents oxydants soit d’une altération des
mécanismes de défense dans les cellules, un compartiment ou un organisme. Il peut avoir, une
origine endogéne, telle que la surproduction d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un
déficit nutritionnel en antioxydants, ou une origine exogene ; une exposition environnementale
a des facteurs pro-oxydants comme le tabac, les médicaments, les rayons gamma, les rayons
UV, les métaux lourds, les pesticides et les solvants industriels etc... (Pham-Huy., 2008 ;
Phaniendra et al., 2015).

1.2. Les radicaux libres biologiques

Un radical libre se définit comme tout atome, groupes d’atomes, ou molécules possédant un ou
plusieurs électrons non appariés (célibataires) sur 1’orbital externe. Cette caractéristique lui
confére une réactivité importante vis a vis d’autres molécules plus stables, pour capter ou céder
leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des réactions en cascade (Carange,
2010).

Dans certaines conditions métaboliques, la réduction de 1’oxygéne est incompléte et aboutit a
la formation de radicaux libres, actuellement on utilise le terme d'especes actives de I’oxygene
(ERO) ou Reactive Oxygen Species (ROS) pour désigner un ensemble plus large de molécules.
D’autres especes dérivées de I’oxygene : dites especes actives de 1'oxygéne comme 1’oxygene
singlet 1O, le peroxyde d’hydrogéne (H20;) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des
radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de
I'oxygéne (ROS) (tableau 3)
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Tableau 3. Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Dwassy, 2014).

Especes réactives de I'oxygene (ERO)

Radicalaire Non radicalaire

Radical superoxyde: O2™ Peroxyde d’hydrogéne : H20:
Radical hydroxyle: OH® lon hypochlorite :CIO
Peroxyle: ROz Ozone : O3

Alkoxyle: RO* Oxygeéne singulet :202
Hydropéroxyle: HO?® Péroxinitrite : ONOO"

1.3. Les sources cellulaires des radicaux libres

Les ROS peuvent étre produites a partir de sources endogénes ou exogenes. Les sources de
ROS endogénes incluent différents organes cellulaires tels que les mitochondries, les
peroxysomes et le réticulum endoplasmique, ou la consommation d'oxygene est €levée, les
autres sources endogénes de ROS comprennent la synthése de prostaglandine, 1’auto-oxydation
de Dl’adrénaline, les cellules phagocytaires, la riboflavine réduite, le cytochrome P 450,
I’activation des cellules immunitaires, les inflammations, les infections, le cancer, le
vieillissement, ischémie etc... (Phaniendra et al.,2015 ; Engwa,2018).

D'autre part, les ROS sont également produites dans les systemes biologiques par diverses
sources exogenes par exemple : la pollution de l'air et de I’eau, les pesticides, les solvants
industriels, les métaux de transition - Cd, Hg, Pb, As, les métaux lourds - Fe, Cu, Co, Cr, les

médicaments etc... (Pham-Huy,2008).
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Figure 10. Les principaux sites cellulaires de productions des ERO.

1.4. Les effets du stress oxydant sur les macromolécules biologiques

La surproduction de radicaux libres peut entrainer un stress oxydatif et un stress nitrosatif,
comme ces radicaux libres sont tres réactifs, ils peuvent endommager les trois classes
importantes de molécules biologiques, notamment les lipides, les protéines et les acides
nucléiques.

1.4.1. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique (ou lipoperoxydation) est 1’oxydation des lipides contenant une ou
plusieurs double liaison carbone-carbone, en particulier des acides gras polyinsaturés (AGPI)
tels que les acides linoléiques, linolénique et arachidonique. Elle est caractérisée par trois
phases comprenant 1’initiation la propagation et la terminaison.

- Dans I'étape d’initiation, les pro-oxydants tels que les radicaux : hydroxyles, alcoxyles,
peroxyles, I’oxygene singulet ou le péroxinitrite, ces especes sont capables d’arracher un
atome d’hydrogéne au niveau du groupement méthyléne bis-allylique pour former un
radical pentadienyl qui se combine ensuite avec I’oxygeéne pour former un radical
peroxyle.

- La phase de propagation débute lorsqu’une molécule d’O; attaque le radical acide gras
(L*) pour former un radical peroxyle (LOO®) qui peut arracher un H® d'une autre molécule
lipidique génerant un nouveau L* (qui poursuit la réaction en chaine) et créer un nouveau

radical, qui s’oxydera et ainsi de suite (Therond, 2006).
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La phase de terminaison correspond a la phase de formation de molécules plus stables non-
radicalaires obtenues le plus souvent par réaction entre deux radicaux libres ou grace a 1’action
d’un antioxydant.
Ces hydroperoxydes appartiennent a la famille des peroxydes lipidiques qui peuvent soit étre
réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase et la vitamine E intercalée dans la bicouche
lipidique des membranes soit se décomposent et libérent de nombreux produits, tels que le
malondialdéhyde (MDA), les isoprostanes et le 4-hydroxynonénal, qui sont considérés comme
I’un des plus importants biomarqueurs du stress oxydatif dans les tissus (Haleng et al .,2007;
Yinetal., 2011; Singh et al., 2015).
1.4.2. L’oxydation des protéines
Les ROS sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines,
altérant également leurs fonctions, leur oxydation aboutit a la formation de produits carbonylés
et hydroxylés. En effet les ERO les plus réactifs avec les protéines sont le radical hydroxyle
HO" et le peroxynitritt ONOO". L’ion superoxyde 02" est le moins réactif des ROS mais est
suffisamment fort pour oxyder les groupements thiols (-SH) de la cystéine. En outre Les acides
aminés soufrés dont la cystéine et la méthionine, les acides aminés basiques (arginine, leucine)
et les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine
semblent étre les plus vulnérables (Halliwell et Guterridge, 2015).

Les ROS peuvent modifier les protéines soit par :

- Voiedirecte : c’est la fragmentation des protéines et la formation de produits carbonylés :
En effet les protéines peuvent étre modifiées directement par les espéces réactives de
I’oxygene conduisant ainsi a I’oxydation des acides aminés. Cette modification oxydative
est réversible, traduite par la formation de disulfures, d’acide sulfénique et de méthionine
sulfoxyde résultant de ’oxydation des chailnes latérales des résidus cystéine et
méthionine, les plus sensibles a I’oxydation.

- Voie indirecte : par la glyco-oxydation (qui résulte de la formation d’une liaison
covalente entre la fonction aldéhyde du glucose et les groupements amines des protéines)
et de la peroxydation lipidique. Ces composés peuvent réagir avec les résidus lysine et
arginine des protéines pour former deux classes de produits les AGE (produits de
glycation avancée) et les ALE (produits de lipoxydation avancée) (Weiss et al.,2000 ;
Stadtman et al.,2003).

Les resultats les plus fréequents de modifications oxydatives des protéines sont les

changements dans la structure des protéines et un dépliement partiel de la protéine se

traduisant par une diminution de I’activité enzymatique, une susceptibilité plus forte a la

40



dégradation proteolytique, de la stabilité a la chaleur ce qui aboutit a la mort cellulaire par

apoptose (Reeg et Grune ,2015).
1.4.3. Les dommages oxydatifs de ’ADN

Les ROS de sources endogeénes ou environnementales ont le potentiel d’oxyder différentes
macromolécules de la cellule notamment la molécule d’ADN nucléaire et mitochondrial qui est
la plus exposé aux attaques oxydantes a cause de sa proximité des sites de production d’ERO
et son manque de ressources de réparation (Wallace, 2008). En effet, les ROS peuvent réagir
avec les acides nucléiques attaquant les bases azotées et le squelette sucre-phosphate,
provoquant ainsi différents types de dommage de ’ADN comme : les cassures simple- et
double-brin , des Iésions, I’instabilité de I'ADN qui comprend le blocage de la réplication et la
transcription ainsi que des réarrangements chromosomiques (Evans et al., 2004 ;
Gredilla,2011), en outre, la présence de 8-OHdG ( 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-OHdG :
un marqueur des dommages oxydatifs causés a I'ADN) dans les cellules peut entrainer une
mutagenese et jouer ainsi un réle important dans la carcinogenese (Cooke et al.,2003).
Les dommages oxydatifs de I'ADN jouent un r6le majeur dans la pathogenése de nombreuses
maladies, y compris : le cancer, les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiovasculaires, les maladies inflammatoires chroniques (Thanan et al.,2015; Lima et
al.,2019).

41



Espéces réactives de l'oxygéne

ADN Lipides Protéines
Oxydation des acides Peroxydation lipidique | Oxydation des
nucléiques groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)
Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde l'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
genes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés
\\\\\7\ ,//l//
= “

Dommages cellulaires

Figure 11. Les différentes cibles des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) (Monteil, 2004).

1.5. Pathologies chroniques liées a un excés d’EROs

Les phénomeénes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque 1’intensité
de ces phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles
(Rahman, 2007). La surproduction de radicaux libres peut causer des dommages oxydatifs aux
biomolécules telles, les lipides et les protéines, les lipoprotéines et I'acide désoxyribonucléique
(ADN) altérant ainsi le statut redox normal, et conduisant a un stress oxydatif accru.

En effet le stress oxydatif induit par les radicaux libres serait impliqué dans plusieurs
pathologies qui possédent un caractére radicalaire comme facteur déclenchant ou associé a des
complications de 1’évolution de plusieurs maladies, tant chroniques que dégénératives, ainsi
que de l'accélération du processus de vieillissement du corps et de I'apparition de pathologies,
telles que: le diabete sucré (Bashan et al,2009;Vanessa et al.,2013), les troubles
neurodégeéneératifs (maladie de Parkinson-PD, maladie d'Alzheimer-AD et sclérose en plaques-
MS) (Uttara et al., 2009), les maladies cardiovasculaires (athérosclérose et hypertension)
(Ceriello,2008 ; Cervantes et al.,2017), les maladies respiratoires (asthme, la maladie
pulmonaire obstructive chronique (MPOC)) (Caramori et Papi, 2004), le développement de la
cataracte, la polyarthrite rhumatoide et dans divers cancers (cancers colorectaux, de la prostate,
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du sein, du poumon et de la vessie) (Phaniendra et al.,2015 ; Pizzino et al ,2017). En outre, Le
stress oxydatif est impliqué dans les maladies qui affectent I'appareil rénal, telles que la néphrite
interstitielle glomerulaire et tubulaire, l'insuffisance rénale, la protéinurie et Il'urémie
(Droge,2002 ; Karam et al., 2013).

2. Les systemes de défenses antioxydants

Les antioxydants au sens large représentent I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les ROS. Ces antioxydants
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, on les piégeant pour former un composé
stable (Valko et al., 2007).
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Figure 12. Les défenses antioxydantes dans 1’organisme (Kurutas, 2015).

2.1. Les mécanismes d’actions des antioxydants

Afin de maintenir des niveaux optimaux d’EROs, le systetme de défense des cellules fait
intervenir différents acteurs : les enzymes antioxydantes, les antioxydants non-enzymatiques et
les facteurs de transcription. Leurs mécanismes sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition.
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En outre, certains facteurs de transcription permettent 1’expression de geénes de défense
antioxydante, par exemple, I’augmentation modérée des EROs intracellulaires active de la voie
de signalisation de Keapl(Kelch-like ECH-associated protein 1)-Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), lors de laquelle Nrf2 transloque au noyau et lie les éléments de la
réponse antioxydante (Antioxidant Response Elements) sur I’ADN, ce qui permet la

transcription de génes comme la SOD et la CAT (Luczaj et al., 2017).

2.2. Les systemes antioxydants enzymatiques

2.2.1. Les superoxydes dismutases (SOD EC 1.15.1.11)

Les SODs ce sont des métallo-enzymes qui existent sous trois formes dans les tissus des
mammiféres et qui different par leurs cofacteurs, leurs emplacements sous-cellulaire et leurs
distributions tissulaires.

1. La superoxyde dismutase de cuivre-zinc (CuZnSOD) est présente dans le cytoplasme et
les organites de presque toutes les cellules de mammifeére. (Laukkanen et al.,2016)

2. La superoxyde dismutase de manganese (Mn-SOD) ou de fer se trouve dans les
mitochondries de presque toutes les cellules (Weisiger et Fridovich,1973 ; Laukkanen et
al.,2016).

3. La superoxyde dismutase extracellulaire (ECSOD) est une SOD contenant du cuivre et
du zinc. Elle a une grande affinit¢ pour I'néparine et les sulfates d'héparine
(Marklund ,1982 ; Laukkanen et al.,2016).

Ces enzymes sont la premiére ligne de défense contre le stress oxydant en raison de sa
capacité de convertir les radicaux superoxydes hautement réactifs en peroxyde d’hydrogene et
en oxygene moléculaire (Weisiger,1973 ; Valko et al.,2006 ; Laukkanen, 2016), elles catalysent

la dismutation del’O2" en H202 selon la réaction suivante :

20> +2H" — H0:+ 02

2.2.2. La glutathion peroxydases (GPx : EC 1.11.1.9)

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoproteine, formée de quatre sous-unités identiques
contenant chacune un atome de sélénium incorpore dans une molécule de sélénocystéine, elle
est presente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des
mitochondries (Rahman., 2007).

Des glutathion peroxydases a sélénium sont retrouvées dans le plasma (pGPx), dans le cytosol
(cGPx), au niveau de la membrane cellulaire (HPGPXx), et on retrouve une isoenzyme qui est
spécifique aux cellules digestives (GIGPx) (Ganther,2014 ; Boubali,2017).
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La GPx catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne ou du peroxyde organique (ROOH) en
eau ou en alcool, ce processus se produit en présence de GSH, qui est converti en GSSG
(glutathion oxydé). Elle assure plus largement la transformation des hydroperoxydes
organiques, lipidiques notamment de type ROOH, en alcools (ROH) (Valko et al., 2006).
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0
GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0

2.2.3. Les Glutathion-S-Transférases (GST, EC 2.5.1.18)
Les GST sont des enzymes sont une famille d'enzymes de détoxification de phase Il, qui
catalysent la conjugaison du glutathion (GSH) a une grande variété de composeés électrophiles
endogénes et exogene telles que les espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) ou les xénobiotiques
et les cancérogenes environnementaux (Nissar et al.,2017). lls sont divisés en deux groupes :
microsomal liés a la membrane et cytosolique, les GST humaines sont répartis en 8 classes selon
leurs propriétés structurales (similarité des séquences nucléotidiques). On distinguera ainsi les
classes : Alpha (a), Kappa (x), Mu (1), Omega (), Pi (), Sigma (o), Théta (0) et Zeta ({)
(Board et al., 2000 ; Umasuthan et al., 2012 ; Revathy et al., 2012).
2.2.4. La catalase (CAT : EC 1.11.1.6)
Les Catalases sont des enzymes qui catalysent la conversion du peroxyde d'hydrogene en eau
et oxygene, lls se composent de quatre sous-unités protéiques, chacune contenant un groupe
héme et une molécule de NADPH. La catalase est particulierement concentrée dans le foie et
les érythrocytes, mais se trouve aussi dans dautres tissus. Dans la cellule, elle est
majoritairement concentrée dans les peroxysomes ou elle régule la production de H2O> issue
des enzymes oxydases et empéche ainsi sa diffusion hors de 1’organite (Valko et al.,2006), Elle
possede une activité peroxydase et capable d’utiliser une molécule d’H20> comme substance
donneur d’électrons et une autre moléculed’H202 comme oxydant ou accepteur d’électrons
(Murray et al ; 2013). Leur fonction principale est de catalyser la décomposition par dismutation
du peroxyde d’hydrogene en eau et en dioxygene (Powers et Jackson, 2008). Elle catalyse ainsi
la réaction suivante :

2H,0, - 2H,0 + 0,
Le mécanisme réactionnel met en jeu le fer (111) de chague groupement héminique. Celui-ci
permet la rupture hétérolytique de la liaison entre les deux atomes d’oxygene de I’H202. Au
cours de cette reaction le Fer 111 est oxydé en Fer (1V)=0 (1), puissant oxydant qui va dans une
seconde étape oxyder une deuxiéme molécule d’H>O> pour donner une molécule d’eau et une

molécule de dioxygene (2) :
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H,0, + Fe(IIl) — CAT — H,0 + O = Fe(IV) — CAT 1)
H,0, + 0 = Fe(IV) — CAT - 0, + Fe(Ill) — CAT + H,0  (2)

2.2.5. Les thiorédoxines (TRXx) et la thiorédoxine réductase (TRxR)

Le systeme thiorédoxine comprend la thiorédoxine (Trx), la thiorédoxine réductase (TrxR) et
le NADPH. Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinséeque comme
toutes les protéines a groupement thiol (-SH), une fois oxydée, la thiorédoxine sera régénérée
par le NADPH sous I’action de la thiorédoxine réductase (TrxR), cette derniére posséde un
groupement sélénocystéine dans son site actif et elle intervient dans la dégradation des

peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene (Bouguerne, 2012).
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Figure 13. Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
2. 3. Les systemes antioxydants non enzymatiques

2.3.1. Le glutathion
Il s'agit d'un tri-peptide qui joue un rdle a de divers niveaux dans la lutte contre le stress oxydant.

Le glutathion (GSH) peut interagir directement avec les especes oxygénées activées mais il est
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principalement utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase qui assure I'élimination des
lipides peroxydes, il participe au transport des acides aminés a travers la membrane plasmique,
piégeur direct du radical hydroxyle et de I’oxygéne singulet, et participe dans la régénération
des vitamines C et E (Birk et al.,2013 ; Kurutas, 2015).

2.3.2. L’acide alpha-lipoique

L'acide alpha-lipoique est un acide soufré présent dans toutes les cellules du corps. C'est un
puissant antioxydant capable de neutraliser plusieurs types de radicaux libres car I'acide alpha
lipoique est soluble dans I'eau (hydrosoluble) et dans les graisses (liposolubles). En tant
qu’antioxydant, c’est un piégeur direct des radicaux libres, il chélate les ions de métaux de
transition (par exemple, le fer et le cuivre), augmente les niveaux de glutathion cytosolique et
de vitamine C et prévient des toxicités associées a leur perte (Senoglu et al, 2009).

2.3.3. La mélatonine

La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est un des principaux produits de sécrétion de
la glande pinéale dans le cerveau, reconnue pour sa polyvalence fonctionnelle. Dans des
centaines d'études, la mélatonine a été documentée en tant que piégeur direct des radicaux libres

et antioxydant indirect, ainsi qu'en tant qu'agent immun-modulateur important (Kurutas, 2015).

2.3.4. L’acide urique

L’acide urique est formé suite a I’oxydation de I’hypo-xanthine et de la xanthine par la xanthine
oxydase. Dans les conditions physiologiques, 1’acide urique est majoritairement 10nisé sous sa
forme d’urate (UrH2-). Dans le plasma il possede une forte activité de piégeage des radicaux.
C’est un puissant piégeur de radicaux *OH, ROO- et NOO- (Haleng et al., 2007).

2.3.5. Le Coenzyme Q 10

Le coenzyme Q, également connu sous le nom Ubiquinone (UQ), synthétisé dans les cellules
du corps ou peut également étre obtenu a partir de I'alimentation est un puissant antioxydant
qui neutralise les ROS et protege la muqueuse interne de la lymphe, des vaisseaux sanguins et
de I'endothélium (Quinzii et al., 2007 ; Motohashi et al., 2017).

2.3.6. L’acide ascorbique

L’acide ascorbique, également appelé vitamine C, est 'un des principaux antioxydants
hydrosolubles, présent dans les fluides intra et extracellulaires. Ces activités biologiques
viennent de son puissant potentiel réducteur, agit principalement en piégeant directement et trés

efficacement les radicaux superoxydes et hydroxyles, il peut aussi recycler la vitamine E pour
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prévenir I’oxydation des lipides. Dans les conditions de pH physiologiques la vitamine C existe

principalement sous forme d'anion ascorbate (Camarena et Wang, 2016).

OH

HO o

HO
OH

Figure 14. Vitamine C.

2.3.7. La vitamine E (tocophérol)

La vitamine E regroupe la famille des tocophérols (alpha, béta, gamma, delta) avec une activité
antioxydante variable. L’alpha tocophérol est la forme la plus active de la classe des
tocophérols. Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides
gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant
la propagation de la peroxydation lipidique induite par le stress oxydant (Joshi et Pratic, 2012 ;
Gulcin, 2012).

HO

Figure 15. Vitamine E.

2.3.8. Les oligo-éléments

Le sélénium (Se), le zinc (Zn), Le cuivre (Cu), le manganese (Mn), sont des éléments essentiels
possedant des propriétés antioxydantes, ils interviennent comme cofacteurs d’enzymes.

Le sélénium est un cofacteur de I'enzyme glutathion peroxydase et autres sélénoprotéines. Il est
doué d’activités antioxydantes et anti- carcinogenes. Le zinc et un cofacteur de lI'enzyme
superoxyde dismutase, il fonctionne comme un antioxydant dans le corps via la régulation du
métabolisme du glutathion et la modulation de l'expression de la métallothionéine. Le
manganése appartient a la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale (Marreiro et al., 2017 ;
Stelmach et al., 2014 ; Tan et al., 2018).
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2.3.9. Les polyphenols
Les polyphénols sont des métabolites secondaires de plantes, se divisent en plusieurs classes
(les acides phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, etc...). Ils peuvent étre classifiés selon

le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 4.). Ces molécules sont

géneralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.

Tableau 4. Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2008).

Nombre de Squelette Classification Exemple Structure de
carbones
base
7 Ce-C1 Acides phénols Acide gallique @mm |
8 Ce-C2 Acétophénones Gallacétophénone )
YCH
8 Ce-C2 Acides Acide p- hydroxy- T COOH
hydroxycinamiques | phénylacétique
9 Ce-C3 Acide phénylacétique | Acide p- DJ:-[Z{JUH
coumarique
9 Ce-Cs Coumarines Esculitine @li;]’”
10 Ce-C Naphthoquinones Juglone ‘:’
L}
13 Ce-C1-Cs | Xanthones Mangiferine @[j:@
0
14 Ce-C2-Cs | Stilbénes Resvératrol EE
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine @j,@

2.3.10. Les polyphénols et la santé

Les polyphénols sont des micro-constituants végétaux abondants dans nos aliments. Ces
composés sont reconnus pour leur forte bioactivité qui se traduit au niveau de I’organisme par
une large gamme de propriétés biologiques y compris la protection contre les dommages

oxydatifs moléculaires et cellulaires induisant par diverses pathologies (cancers, diabéte de type
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2, maladies cardiovasculaires et neurodégéneratives) (Ozcan et al.,2014 ; Shahidi et Yeo.,
2018).leurs effets protecteurs ont été mis en évidence tant d’un point de vue épidémiologique
qu’expérimental (Gaston, 2016). lls ont la capacité de réguler une diversité de processus
cellulaires et moléculaires par interaction avec des cibles protéiques (enzymes, récepteurs,
facteurs de transcription), ce qui leur conférant des propriétés anti-athérogeniques, anti-
inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-carcinogéniques et neuroprotectrices. Les
polyphénols sont aussi capables de diminuer d’autres facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires impliqués dans le syndrome métabolique (hyperglycémie, taux de lipides
élevé, insulinorésistance, obésité abdominale et hypertension artérielle) (Amiot et al.,2009). Ils
peuvent agir comme des antioxydants de différentes maniéres via plusieurs mécanismes a
savoir ; le piégeage direct des ERO, I’inhibition des enzymes génératrices d’EOR, la chélation
des ions de métaux de transitions, responsables de la production des ERO et 1’induction de la

biosynthése d’enzymes antioxydantes (Halliwell,1994 ;1997).
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CHAPITRE V : LA MELATONINE

1. La Mélatonine

Récemment, ’attention s’est portée sur les plantes comme une source de molécules naturelles
bioactives aux propriétés antioxydantes puissantes et qui peuvent étre employés pour se protéger
contre les effets du stress oxydant induit par divers toxiques (Puttanna et al.,2016 ; Al-Attar et
al.,2017 ; Hegazy et al.,2018).

Découverte dans les années 50, la mélatonine est une hormone naturelle produite par notre
organisme, sa sécrétion est influencée par ’alternance du jour et de la nuit, et par les facteurs de
I’environnement. Cette hormone dérivée de la sérotonine est produite principalement par la glande
pinéale et est secrétée la nuit, avec un pic vers 3 heures du matin (Gard, 2001), il existe d’autres
sources extra pinéales de sécrétion de la mélatonine, notamment dans la rétine, I’intestin, le foie,

les reins, la cochlée, la thyroide, et certaines cellules sanguines (Touitou , 2008).

Figure 16.Structure chimique de la mélatonine.

La mélatonine surnommée 1’hormone du sommeil est une hormone produite naturellement par
I’organisme principalement par la glande pinéale ou épiphyse elle est aussi fabriquée en
laboratoire sous forme de médicaments ou de compléments alimentaire.

Son effet majeur reste la synchronisation du cycle veille / sommeil, elle régle le rythme de
sommeil de 24h et est couramment utilisé pour prévenir le décalage horaire et pour guérir les
troubles du sommeil (Touitou , 2003).

2. Synthese de la Mélatonine

Elle est synthétisée chez les animaux a partir de 1’acide aminé L-tryptophane. Plusieurs
enzymes interviennent pour former, dans un premier temps, de la sérotonine (un
neurotransmetteur) puis, dans un second temps, de la mélatonine (voir schéma ci-contre) (Singh
et Jadhav, 2014).
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Sa production se fait principalement la nuit, avec une production maximale en moyenne autour
de 3-4h du matin. En effet, la synthése de mélatonine est inhibée lorsque la rétine est exposée a
de lumiére, en particulier de la lumicre bleue. C’est d’ailleurs ce qui lui confére sa principale
fonction : indiquer a 1’organisme I’alternance jour/nuit. Cela permet de synchroniser le cycle
veille/sommeil (circadien) (Malhotra et al., 2004; Srinivasan et al., 2009).

La mélatonine est obtenue a partir d’un acide aminé le tryptophane, celui-ci est tout d’abord

transformé en sérotonine. Cette transformation comporte deux étapes :

-Le 1-tryptophane apres avoir été capté par les cellules parenchymateuses épyphysaires selon un
mécanisme de transport actif, subit dans un premier temps ’action de tryptophane hydroxylase
entrainant ainsi la production du 1-5hydroxytryptophane (5-HTP)par hydroxylation,puis ce
dernier est transformé en sérotonine (5-hydroxtryptamine ou 5-HT par action de la 5-HTP

décarboxylase .

-Au sein des pinéalocytes, la sérotonine subit alors 1’action de la sérotonine N-acetyl-transférase
(NAT) aboutissant ainsi a la N-acetyl-sérotonine. Enfin, I’hydroxyindole-O-méthtyltransférase
(HIOMT) permet d’obtenir la mélatonine (Menard, 2011).

Ces enzymes sont en quantité élevée au moment ou le sujet se trouve dans 1’obscurité, ce qui

explique la trés grande sécrétion nocturne de mélatonine (Sophie Ambroise-Thomas, 1998).

La demi-vie de la mélatonine est courte, évalué de 30 a 50 min. la molécule est dégradée par le
foie (85%) et par le cerveau (15%).les métabolites sont ensuite éliminés par les reins (90%) et
dans les feces (10%) (Carpentieri et al., 2016).
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Figurel?7. Schéma représentatif de la synthése de la mélatonine.

52



Il n’existe pas de stockage intra-épyphysaires de la mélatonine. Aussitdt apres sa synthése’
hormone gagne la circulation sanguine ainsi que d’autres liquides biologiques (la salive, liquide
séminale, liquide céphalo-rachidien, bile, liquide amniotique, lait maternel, sang placentaire, fluide
folliculaire ovarien, chambre antérieure de I’ceil) par diffusion passive.

La mélatonine, douée par une forte lipophilie, traverse facilement les membranes cellulaires.
Chaque organe est alors capable d’interpréter le message hormonal et d’ajuster son activité
physiologique grace a I’existence des de nombreux récepteurs(ou de site de liaison), en particulier
dans les noyaux supra chiasmatiques (Sophie Ambroise-Thomas, 1998).

Il existe trois types de récepteurs membranaires a la mélatonine : MT1, MT2 et MT3. Les deux
premiers sont couplés a la protéine G. le récepteur MT3 quant a lui est caractérisé comme une
quinone réductase et participe a la protection contre le stress oxydatif.il existe aussi des récepteurs
intracellulaires a la mélatonine mais il y a peu d’information sur le sujet (Dubocovich et al., 2010).
3. Métabolisme de la mélatonine

La demi-vie de la mélatonine est treés courte puisqu’elle n’est que de 30 min en moyenne. Sa
biodisponibilité est faible et hétérogene suite a une administration orale de mélatonine a cause d’un
fort premier passage hépatique (S. Royant-Parola,. 2015).

La mélatonine circulante est essentiellement catabolisée au niveau du foie mais aussi dans le
cerveau.

Au niveau du foie, la mélatonine va subir une hydroxylation majoritaire (80%) dans les hépatocytes
en 6-hydroxymélatonine (enzyme a CYP450) dépourvue d’activité biologique par une 6-
hydroxylase microsomale, suivie d’une élimination par le rein via une sulfoconjugaison (70 a 80%
du catabolisme total) via 1’acide sulfurique ou une glucuroconjugaison (5% du catabolisme total)
via I’acide glucuronique (S. Royant-Parola,. 2015).

Le catabolisme hépatique est assure de fagon préférentielle par le CyplA2 qui métabolise aussi de
nombreux médicaments ou substances naturelles (tel que le café par exemple), ce qui peut donc
modifier la biodisponibilité. Toujours au niveau hépatique, il existe également des voies de
désacétylation et de déméthylation. Aprés désacétylation, la mélatonine est transformée en 5-
méthoxytryptamine, puis en acide 5-meéthoxyindole acétique apres oxydation. La mélatonine peut
étre deméthylée en N-acétylserotonine qui peut se conjuguer avec l'acide glucuronique ou

sulfurique dans le foie(S. Royant-Parola,. 2015).
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Les 20% restants du catabolisme total se font au niveau cérébral par oxydation. Il y a ouverture
du noyau pyrrole de la mélatonine aboutissant a la formation de N-acétyl-5-
méthoxykinurénamine passant par un intermediaire N-formylé (Menard, 2011).

L’élimination de la mélatonine se fait pour 70 % dans les urines et pour 20 % dans les féces en
24 heures. La voie principale d’élimination est donc urinaire et va aboutir a la formation de
divers métabolites présents dans les urines, parmi eux on retrouve la 6- hydroxymélatonine sous
forme de sulfate (70-80 %) et de glucuronide (5 %) et les kynurénamines (15 %). D'autres
formes d'élimination urinaires sont représentées par la mélatonine elle-méme (1 %) et I'acide 5-
méthoxyindole acétique (0,5 %). Le 6- sulfatoxymélatonine est le métabolite urinaire principal
et il peut étre dosé sur la premiére urine du matin. Il se révélera étre un bon index de la sécrétion

nocturne de la mélatonine (Menard, 2011 ; S.Royant-Parola S., 2015).

4. Mélatonine et reproduction

La plus forte concentration de récepteurs a la mélatonine se trouve dans la pars tuberalis de
I’adénohypophyse. Cette localisation permet d’expliquer le role de la mélatonine dans la
reproduction. En effet, elle va freiner la synthese de la LH qui, par rétrocontrdle, va inactiver
la synthése de la neuro-hormone hypothalamique GnRH (Favero et al., 2018). Cette derniere
va alors exercer un frein sur la fabrication des hormones sexuelles et donc sur 1’activité sexuelle
(d’ou la saisonnalité de 1’activité sexuelle chez certaines especes).

De plus, la mélatonine entraine la production de prolactine. Cette derniére permet le controle
de nombreuses fonctions saisonniéres dont la reproduction, le changement de couleur du pelage

chez les animaux ou encore la mue (Regrigny, 2000).
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5. Mélatonine et stress oxydatif

L’effet le plus connu de la mélatonine concerne la régulation des rythmes biologiques aussi bien
a I’échelle de la saison qu’a I’échelle de la journée avec le rythme circadien. Néanmoins d’autre
réle sont attribués a la mélatonine : des rdles antimitotique et antioxydant, des roles sur le
systéeme immunitaire, sur la dépression, sur le sommeil et sur le systéme cardio-vasculaire
(Devavry ,2001).

La mélatonine possédait une action protectrice contre les radicaux libres, supérieure aux autres
antioxydants connus (mannitol, glutathion, vitamine E, vitamine C). grace a sa capacité a
traverser la barriere hémato-encéphalique, la mélatonine exercerait son action au niveau des
cellule neuronales et gliales, en diminuant I’oxydation de lipides ou en s’opposant a la cassure
des chaines des macromolécules (Menard, 2011).

En plus de ces propriétés protectrices, la mélatonine pourrait participer a la réparation de I’ADN
endommagé, mais aussi a I’inhibition de la prolifération des cellules tumorales et des métastase
et a ’augmentation de 1’apoptose des cellules cancéreuses.

Ces actions antiprolifératives, proapoptotiques et anti-métastase, permettent d’attribuer a la
mélatonine des effets limitant L’initiation des tumeurs cellulaires et par conséquent la
fréguence survenue apparition des cancers (Devavry, 2001).

La mélatonine est également un antioxydant puissant et peut étre utilisée pour prévenir es stress
oxydatif et elle avoir un effet protecteur contre les dommages cellulaires et les radicaux libres
(Web 1).

La mélatonine est présente a la fois dans le monde végétal et chez les animaux (Acosta et al.,
2022). C'est une molécule produite par de trés nombreuses plantes, bien que cette phyto-
mélatonine ne possede, pour la plante, aucun role chronobiologique. C’est ainsi que des traces
de mélatonine sont retrouvées dans de nombreux aliments, comme les graines (riz, luzerne), les
fruits (banane), etc.

Cependant, les doses ingérées de mélatonine sont insuffisantes pour produire un effet significatif
chez ’'Homme. Ses activités anti-inflammatoires, antioxydantes et anticancereuses ont été
identifiées dans de nombreuses recherches (Eghbal et al., 2016 ; Favero et al., 2018). La MLT
protége contre la toxicité de nombreux agents environnementaux et variables chimiques car elle
possede des propriétés antioxydantes et préventives (Asghari et al. 2017 ; Krol et al., 2018 ;
Upadhyaya et al., 2018). La mélatonine augmente les enzymes, antioxydantes comme la
catalase, la glutathion peroxydase et la superoxyde dismutase chez les rats (Magierowski et al.,
2013 ; Manchester et al., 2015 ; Reiter et al., 2016). Selon certains rapports, la mélatonine

pourrait avoir la capacité d'inverser les déficits fonctionnels liés a une variété de maladies du
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systeme reproducteur masculin (Rocha et al., 2015). En outre, parce qu'elle contrdle la libération
des hormones stéroides, la MLT est essentielle a la reproduction masculine. Les caractéristiques
lipophiles et hydrophiles de la MLT, qui sont dispersées dans les organites subcellulaires, lui

permettent de traverser la barriére sang-testicule et la membrane des cellules testiculaires.
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CHAPITRE VI. MATERIEL ET METHODES

1. Les produits chimiques

= Linuron (50%) ;

= Mélatonine ;

= glutathion (GSH), 5,5-dithiobtis-2 nitro acide ;

= benzoique (DTNB), nitro-bleu tétrazolium (NBT) et tous les autres produits chimiques utilisés
dans I'expérimentation ont été achetés auprés de Sigma (St. Louis, France).

2. Matériel Biologique
2.1 Présentation

L'ensemble des traitements et des protocoles expérimentaux ont été réalisés en conformité avec
les principes et recommandations de santé animale (NIH publication No.85-23 révisee 1985). Au
cours de notre protocole, nous avons utilisé 28 rats blancs males de la souche Wistar (Rattus
norvegicus) qui proviennent de I'Institut Pasteur d'Algérie. Ces rongeurs, agés de 6 a 8 semaines
et d'un poids corporel compris entre 250+0.10 g, ont été élevés dans une animalerie, et ont été
soumis a une période d'adaptation d'un mois environ, sous une température de 25°C + 2° et une

photopériode naturelle.
2.2. Animaux et conditions d’élevage

Dans cette étude, nous avons utilisé 36 rats blancs male (Albinos wistar), provenant de 1’institut
pasteur d’Alger, agés de huit semaines avec un poids de 220+£20 g, les animaux sont ¢levés au sein
de I’animalerie du département de Biologie, Université Badji Mokhtar — Annaba. Ils ont éte soumis
a une période d’adaptation d’un mois environ, aux conditions de I’animalerie ; a une température
de22 + 2°C et une photopériode de 12 h/12 h. Les rats étaient logés dans des cages en polyéthylene
qui sont tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la
litiére changée une fois tous les deux jours jusqu’a la fin de ’expérimentation. Ils ont été nourris
avec un concentré énergiquement équilibré (ONAB, Bejaia) dans la composition et détaillée dans
I’annexe (Annexel). L’eau de boisson est servie dans des biberons ad libitum, et renouvelée
quotidiennement.
3. Protocole expérimental
3.1. Répartition et traitement des rats
Les rats ont été répartis en six groupes de six rats chacun, il s’agit de :

- Lot 1: constitué de rats témoins (T) qui sont soumis aux mémes conditions que les

autres lots mais ont recu uniqguement I'eau physiologique pendant 30 jours.
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- Lot 2 : constitué de rats traités par voie orale (gavage) avec 10 mg/ml/jour de
Meélatonine pendant 30 jours. Selon 1’étude précédente d’Olukole et al. (2018).
- Lot 3: constitué de rats traités par voie orale (gavage) avec 120 mg/kg/jour de
Linuron pendant 30 jours (Bai et al. 2017).
- Lot 4 : constitué de rats traités par voie orale (gavage) avec 10 mg/ml /jour
Meélatonine et 120mg/kg/jour de linuron.
La dose de Mélatonine (10 mg/kg du poids corporel) utilisée dans la présente étude a été choisie
en tant que dose effectrice pour fournir une protection élevée contre les conditions de stress
dans plusieurs tissus (Olukole et al. 2018), et la dose de I’herbicide était basé sur I’étude
précédente de Bai et al.(2017), dans lequel (120mg/kg/jour) du Linuron provoque des

dommages oxydatifs.

58



28 Rats

~_>

Aprés adaptation

LOT1 : rats
témoins ont recu
Peau
physiologique

LOT4 : rats ont
regu MLT (10mg)
+LIN (120 mg)

LOT2: rats ont LOT3: rats ont
recu MLT 10 regu LIN
mg/kg/jour 120mg/kg/jour
Apres 30 jours de
traitement

v

Le sacrifice

Récupération du

sang

Extraction des
organes

Dosage des
parametres
biochimiques :

-Cholestérol
-Triglycérides
-HDL

-LDL

- Les transaminases

- La bilirubine totale

Dosage des paramétres
des hormones

hypophyso-
testiculaires :

-FSH
-LH

-Testostérone

Dosage des paramétres
du stress oxydant (Foie,
reins, cerveau) :

- MDA, GSH et PCO
- SOD, CAT, GPx et GST.

Etude histologique :
-Foie.
-Testicules

Etude
immunohistochimique:

-CD 45
-CD 117

3.2. Sacrifices

Figurel8. Schéma récapitulatif de I’expérimentation.

des animaux

A la fin de période de traitement (un mois), les animaux sont mis a jeun pendant une nuit, le

poids des rats aprés le dernier jour du gavage est noté avant le sacrifice.
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3.2.1. Prélevement sanguin

Le sang est immédiatement recueilli dans deux types de tubes. Le premier, sec, destiné a une
centrifugation @ 3000 tours/min pendant 15 minutes ; le sérum recueilli a été stocké au
congélateur a — 20°C jusqu’a I’analyse, le second tube, contenant un anticoagulant (EDTA), est

utilisé pour la détermination de la formulede numeration sanguine (FNS).

3.2.2. Prélevement des organes

Apres la dissection, le foie et les testicules sont soigneusement prélevés, rincés avec du NaCl a
0.9% puis peses. lls ont été stockés selon deux méethodes : la moitié est stockée au congélateur
pour la préparation ultérieure de ’homogénat qui a servi au dosage des parametres du stress
oxydant, I’autre moiti¢ fixée dans la solution de formol a 10% afin de réaliser des coupes
histologiques.

3.2.3. Dosage des parametres biochimiques : hépatique

Les différents parametres biochimiques sont mesurés par la méthode spectrophotomeétrique en
utilisons des préts a I’emploi (coffrets Spinreact utilisés pour le dosage des parametres :
triglycérides, cholestérol, de la bilirubine totale (BT), Les activités enzymatiques sériques de
I'aspartate amino-transaminase (ASAT), de l'alanine amino-transaminase (ALAT) , Lactate
Déshydrogénase (LDH).selon les principes et les protocoles des kits de dosage (Spinreact, SA,

Espagne) (Annexe).

3.2.4. Analyse ELISA des hormones hypophyso-testiculaires

Des kits ELISA ont été utilisés pour mesurer les niveaux de testostérone, LH et FSH
conformément aux instructions du fabricant (SKFDIA Beckman Coulter, Inc., 33 560
testostérone, réf. 33 560 ; FSH, réf. 33,520 ; LH, réf. 33,510).

3.3. Dosage des parametres du stress oxydant

3.3.1. Préparation de ’homogénat de tissus

Un gramme de foie et de testicules de rats récupérés a partir des quatre lots étudiés, ont été
broyés. Aprés homogénéisation des tissus dans 2 ml de solution tampon phosphate (TBS : Tris
50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) a1 :2 (P/V), on a procédé a une centrifugation de la suspension

cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes
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eppendorfs est conservé -20°C en attendant d’effectuer les dosages des paramétres du stress

oxydant.

3.3.2. Dosage des protéines
Le réactif de Bradford développe en présence de protéines une coloration bleue quantifiable a
595 nm, et dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans
I’échantillon.
Principe :
Les groupements amines (-NH2) des protéines réagissent avec un réactif a base de 1’acide ortho
phosphorique, de I’¢thanol et de bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur bleue.
L’apparition de cette couleur reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité €tablit
la concentration des protéines dans I'échantillon est mesurée a 595nm (a P’aide d’un
spectrophotometre UV/visible Jenway 6305).
Mode opératoire:

- Prélever 0,1 ml de I'homogénat.

- Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

- Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

- Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc (H20 a la place de I’homogénat).

- La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement

tracée.

Calcule de la concentration des protéines :
La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée. La
concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢talon d’albumine

sérique bovine (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (annexe).

3.3.3. Dosage de quelques parametres du stress oxydant tissulaire

3.3.3.1. Dosage du glutathion

Principe :

61



Le dosage du glutathion (GSH) est réalisé selon la méthode de Weekbeker et Cory (1988). Ce
dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de I’acide 2-nitro-5-marcapturique qui

résulte de la réduction de I’acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les groupements (-SH) du

glutathion.

NO,

COOH

NO2 SH
COOH
S - -
DTNB ] + GSH -~ +
S COOH
7 NO;
? TNB
COOH G absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique

NO,

Figurel9. Principe de dosage du glutathion.

Mode opératoire :
La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
- Prélever 0.8 ml de I’homogénat(0.2ml de la solution d’acide salicylique (0.25%)
- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace
- Centrifuger a 1000 tours /min pendant 5min
- Prélever 0.5ml du surnageant
- Ajouter 1 ml du tampon Tris-NaCl, pH 7.4
- Meélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M.
Laisser pendant 5min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm contre

le blanc réactif.

Calcul de la concentration :
La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante :

DO x1x1.525
13.100 x 0.8 x 0.5 X mg proteines

GSH (umol/mgproteines) =

- DO : La densité optique
- 1:Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8ml homogénat, 0.2ml
SSA).
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- 1525 : volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant + 1ml tris + 0.025 ml DNTB).

- 13.100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH a 412 nm).

- 0.8:Volume de ’'homogénat aprés déprotéinisation.

- 0.5:Volume de surnageant trouvé dans 1.525 ml.

3.3.3.2. Détermination de la peroxydation lipidiquepar la mesure du taux
dumalondialdéhyde (MDA) au niveau tissulaire

Le MDA est I'un des produits des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I'attaque des lipides polyinsaturés par des especes réactives de I'oxygeéne, générées par certains
contaminants. Dans notre étude, le niveau dela peroxydation lipidique a été évalué par le dosage
des TBARS d’aprés la méthode de Buege et Aust (1984), dans le rein, le foie et le cerveau.
Principe :

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaudavec
’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe, de couleurrose entre
deux molécules d’acide thiobarbiturique, qui peut étre donc mesuré par spectrophotométrie

d’absorption a 530 nm.

M M
SH \|/ N OH
] |
o o +2 N ==
malondialdéhyde
(MDA) oH
[H] Acide thioarbiturique
A (TBA)

Dérivé MDA(TBA),
coloré en rose

Figure 20. Réaction du dialdéhyde malonique avec 1’acide thiobarbiturique.
Mode opératoire :
- Prélever 375 pl de 'nomogénat.
- Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4)
- Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).

- Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min a 4°C.
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- Prélever 400ul du surnageant

- Ajouter 80 pul du HCI (0.6 M)

- Ajouter 320 pl de la solutionTris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM).

- Mélanger et incubé au bainmarie a une température de 80°C pendant 10 min.
Les densités optiques sont mesurées a530 nm contre le blanc réactif.
Calcul de la concentration du MDA :
La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de protéine. Selon
I’équation :

DO x 10°

MDA 1 i = —
(nmol/mg protéines) Ex X+ L+F,

- C: Concentration en nmol/mg de protéines.

- DO : Densité optique lue a 530 nm.

- E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° Mt cm™.

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
- X Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

3.3.3.3. Dosage des protéines carbonylées

Principe :

Les protéines carbonylées (marqueurs de 1’oxydation protéique) sont donc mesurées selon la
méthode de Levine et al. (1990), qui se base sur la dérivation du groupe carbonyle avec la 2,4-
Dinitrophénylhydrazine (DNPH), ce qui conduit a la formation d'un produit 2,4-
dinitrophényl(DNP) hydrazone stable (figure 21).

NO,

i
Proteinc=0 + H,NNH NO,

NO,

R
.
Protein c=— NNH \ / NO, + H50

Figure 11.Réaction entre les protéines carbonylées et le DNPH.
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Mode opératoire :

-Mélanger :100 ul de I‘échantillon + 500 pl (DNPH (10 mM) incubé dans HCI (2N)
- Agitation

- Incubation des tubes pendant 1 heure (T° ambiante) a 1°abri de la lumiére : avec vortex
chaque 15 mn

- Laisser les tubes sur la glace durant 5 mn

- Ajouter 500 ul TCA (20%)

- Centrifugation pendant 10 min (4°C) a 3500 rpm

- Collecte le précipité protéine (en enlevant le surnageant)

- Lavage du culot 2 fois avec éthanol- acétate d‘éthyle (v/v)

- Sécher le culot

- Le précipite final sera dissout dans 600 ul guanidine — HCI (6M)

- Incubation 15 mn a 37 °C

- Vortex et centrifugation pendant 10 mn a 4000 rpm

- Lecture de la DO (370 nm)

- Calcul de la concentration :
La concentration des groupements carbonylés exprimée en micromoles par milligramme de

proteines (umol/mg prot.) selon la formule suivante :

DO
Protéines carbonylées (umol/mg prot) = XL XX x 106 X Fd

- DO : Densité optique lue a 370 nm.
- &: Coefficient d’extinction molaire de DNPH = 2.2 10:M-+cm-.
- L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

- X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/mL).

- Fq: Facteur de dilution.

3.3.3.4. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPX :
E.C.1.11.1.9)

Principe :
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L’activité de la GSH-Px est mesurée par la technique de Flock et Gunzler (1984). Cette méthode
est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne(H20) en présence de glutathion réduit
(GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous l'influence de la GPx selon la réaction
suivante :
H>0>+2 GSH « GSSG + 2H>0

Mode opératoire

- Prélever 0,2 ml de I'homogénat (surnageant) ;

- Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM) ;

- Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4 ;

- Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min ;

- Ajouter 0,2ml de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 1 minutes

- Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction ;

- Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes ;

- Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes ;

- Prélever 0,48 ml du surnageant ;

- Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS ;

- Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM) ;

- Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm
Calcul de Pactivité enzymatique :
L’activité enzymatique du GPx est exprimée en nano moles de GSH oxydé par milligramme de
proteines (nmol GSH/mg prot) selon 1’équation :

(DO échantillon — DO étalon) x 0, 04 N 5
DO étalon mg prot.

GPx (umol/mg prot.)) =

- DO : Densité optique lue a 412 nm.
- 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

3.3.3.5. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase (E.C.1.11.1.6)

Principe :

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogene

(H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).
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La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :
H.0, + H.0; ----- Catalase ------ >2H0+ 0,
L’activité de la CAT est mesurée a 240nm a ’aide d’un spectrophotométre UV/visible par la
variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene
(H202).Mode opératoire :

Le mode opératoire a été réalisé comme suite :

Réactifs Zéro (p) Blanc (ul)  Essai (ul)

Tampon phosphate (PBS) 1000 800 780
(100mM, pH 7.4)

H,0, (0500 mM) | - 200 200

Homogénat | s e 20

La quantité de surnageant est déterminée en fonction de la quantité de protéine qui doit étre
comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 ul de surnageant dilué. Ensuite, la
lecture de ’absorption a 240 nm se fait aprés 15 secondes de délais et du durant 60 secondes de

mesure.

Calcul de Pactivité enzymatique :
L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H2O> par minute par
milligramme de protéines (umol H.O2/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO/min

Catalase (umol H202/min/mg proteins) = TxLxXxFd

- ADO : Variation de la densité optique par minutes.

- € : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H20 = 0.043 mM-1.cm-
1 =0,043 pumol cm-1ml-1.

- L : Largeur de lacuve=1cm

- X : Quantité de protéines en mg/ml

- Fd : Facteur de dilution pour le H202 dans la solution tampon

3.3.3.6. Dosage de P’activité de la superoxyde dismutase (E.C.1.15.1.1)
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La méthode de dosage de I°activité SOD par le test NBT est une méthode de photoréduction du
complexe méthionine-riboflavine. L‘oxydation du NBT par 1‘anion superoxyde O? est utilisée
comme base de détection de la présence de SOD.

Dans un milieu aérobie, le mélange riboflavine/méthionine/NBT donne une coloration bleue,
la présence de SOD inhibe 1‘oxydation de NBT (Beyer et Fridovich,1987).

Une unité de SOD correspond a la quantité de protéines nécessaire pour inhiber la photo-
réduction de 50 %.

Mode opératoire :

Le mode opératoire a été réalisé comme suite :

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
EDTA-Met (0,1 mM, 13 mM) 1000 1000
Tampon phosphate (50 mM) pH 7,8 1000 1000
Echantilon | e 50
Tampon phosphate 1000 950
NBT (75 puM) 85.2 82.5
Riboflavine (2 uM) 22.6 22.6

Calcul de Pactivité enzymatique :
L’activité enzymatique de la SOD est exprimée en unité enzymatique par milligramme
deprotéines (U/mg de prot) selon la formule :

L’activité SOD = % d’inhibition /mg de protéine.

y-DPOB-DOE " 00x 20 x facteur de diluti
= DOB mgdeprot. dacteur dae diiution

Activité spécifique SOD = Y/50 unité de SOD/mg de protéine.

3.3.3.7. Dosage de I’activité de glutathion-s-transférase (GSTSs)

La mesure de I’activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général le 1-
chloro, 2.4-dinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement aux nombreuses formes de GST et
du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une
nouvelle molécule qui absorbe la lumiére a 340 nm. La méthode utilisée dans cette étude pour
doser les GSTs est celle de (Habig et al.,1974) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues
dans I’homogénat sur un mélange (GSH + CDNB) a une température de 37°C et a un pH de
6,5. La variation de la densité optique, due a ’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée

pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.
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Tableau 5. Les réactifs utilisés lors du dosage de I’activité de la GST.

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1M) pH 850 830

6.5
CDNB (0.02M) 50 50
GSH(0.1M) 100 100
Homogénat - 20

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été
ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniquement a
I’activité de ’enzyme.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)

GST (nmol GST/min/mg protéine) = —
9.6 x mg de protéine

= Do : Densité optique de 1’échantillon /min.
= Do/min blanc : Densité optique du blanc /min
= 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.

3.4. Etude histopathologique
Les organes prélevés (foies, reins, cerveau) sont conservés dans le formol (10 %). Les coupes
histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologique (NIHA) Annaba.
La technique utilisée est celle décrite par Hould (1984).
- Fixation : la fixation a pour but la conservation des structures, elle s’effectue par
immersion, en baignant les échantillons dans formol (tranché en pieces).
- Déshydratation :la premicre étape de déshydratation consiste a remplacer 1’eau
présente dans les organes par de 1’éthanol 100%, lequel sera ensuite substitué par du
toluéne qui lui-méme sera remplacé par de la paraffine. Elle s’effectués par immersion

dans des bains d’éthanol de concentrations croissantes (de 70°,95, jusqu’a 1’éthanol

absolu 100°).
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Inclusion en paraffine des tissus : Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes
fines et régulieres. En effet les tissus sont inclus dans des blocs de paraffine. Des
tranches de section de 2 a 5 um d’épaisseur seront ensuite réalisées grice a un
microtomequi permet de trancher le bloc a I'épaisseur désirée.

Déparaffinage :il consiste a éliminer la paraffine, les lames sont placées sur une plaque
chauffante (& 45-60°C) pendant 15 min, afin d’obtenir la liquéfaction et donc
I’élimination de la paraffine.

Réhydratation : en immergeant les lames dans des bains d’alcool de degrés décroissant
(de I’alcool a 100° jusqu’a I’alcool 50°), puis dans I’eau distillée.

Coloration avec la combinaison entre deux colorants hématoxyline et éosine (HE)
Pour la coloration, on a utilisé la technique a I’'Hématoxyline-Eosine (ou Hématoéine-
Eosine) qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% +
50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2 ml d’ammoniaque) et
solution d’Eosine
La coloration suive les étapes suivantes : déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau du
robinet puis rincer a I’eau distillée. Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris
(15 minutes) qui colore en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).
Différencier les coupes dans ’alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite les lames
dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.

Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages a I’eau
du robinet.

Observation au microscope optique doté d’un appareil photographique.

3.5. Détection par immunohistochimie de la glycoprotéine CD 117

L'échantillon hépatique inclus en paraffine a été découpé en sections de 5 micrometres qui ont

ensuite été déparaffinées et réhydratées a l'aide de xyléne et d'un alcool éthylique gradué. La

premiére section a été colorée a I'hématoxyline-éosine pour I'étude morphologique. Pour

inhiber l'activité de la peroxydase endogéne, les sections ont été incubées pendant 30 minutes

avec 3% de peroxyde d'hydrogene dans de I'eau désionisée. Ensuite, elles ont été lavées dans

50 tampons, pH 7,6 et prétraitées dans du citrate de sodium 10 mM, pH 6,0 pendant 45 minutes,
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puis les sections ont été colorées pendant 4 minutes dans de I'eau désionisée avec une solution
de récupération d'antigéne (abcam Lab, UK).

Les sections ont ensuite été incubées avec l'anticorps primaire (anticorps anti-117 ab231780),
pendant une nuit a 4°C. Apreés plusieurs lavages dans 50 mM Tris/HCI, pH 7,6, les lames ont
éte incubées avec l'anticorps de chevre anti-lapin CD45 biotinylé dilué a 1:200 pendant 1 h a
température ambiante (tous deux de Novus biological, Laboratories).  La méthode de la
peroxydase a été appliquée pendant 1 h a température ambiante en utilisant un chromogene
stable 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (DAB ; Sigma, St Louis, MO, USA). Les coupes ont été
contre-colorées a I'nématoxyline de Mayer et observées au microscope optique (Leica DM710)
a un grossissement de x400 et photographiées par un appareil photo microsystéme Leica
(logiciel de traitement d'images, LAZ EZ version 3).

3.6. Etude statistique

Pour I’étude in vitro les données representent la moyenne de trois répetitions (Triplicata)
indépendantes + 1°erreur type (M = SEM).

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne=+ 1°erreur type (M = SEM).

Avec M = X x / n ; x signifiant la valeur du parametre étudi€ et n c‘est le nombre de valeurs.

Le SEM = écart type/ \ n.

La comparaison entre les différents lots sont effectuées apres une analyse de la variance
(ANOVA ) suivie par le test post-hoc de Tukey pour la comparaison multiple (logiciel GraphPad
Prisme 7 (Prism7, version 7.00, GraphPad Software, California USA).

La différence est significative pour P < 0.05 (*).

La différence est hautement significative pour P < 0.01 (**)

La différence est trés hautement significative pour P < 0.001 (***)
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CHAPITRE VII. RESULTATS & DISCUSSION

1. Effets du traitement sur la santé générale des rats

Au cours de la période expérimentale, aucun signe anormal de comportement, tel que coups de
téte, griffures, morsures, cercles, léchage et mouvements léthargiques, n'a été observé chez les
rats males exposés au linuron. Aucune mortalité n'a été constatée dans aucun groupe. Les rats
des groupes témoin et MLT n'ont montré aucun signe de toxicité systémique. Cependant, les
rats du groupe LIN ont montré des signes cliniques tels que l'anorexie, la perte de poids
corporel. Tous ces signes cliniques étaient liés a la toxicité aigué du LIN. En outre, les rats du

groupe MLT+LIN ont présenté certains symptomes d'anorexie et de perte de poids.

2. Evaluation du poids corporel et du poids des organes

2.1. Poids corporel

Tout au long du protocole expérimental, les rats ont été pesés un jour sur deux. Ceci nous a
permis de calculer I'évolution du poids corporel dans les différents lots (tableau 5).

Les résultats relatifs aux mesures du poids corporel sont exprimés en moyenne + écart-type,
sont présentés au niveau du tableau 5.

Nos résultats montrent que I’administration du LIN a raison de 120mg/kg de poids corporel
conduit a une modification du poids des animaux aprés 30 jours de traitement (tableau 5). Le
poids corporel final a diminué progressivement de maniere significative (P<0,001) tout au long
de I'étude dans tous le lot associés a un retard de croissance chez les rats traités par le LIN, de

moins de 9,13 % par rapport au groupe témoin.

2.2. Poids absolus et relatif des organes : Foie, testicules.

Les résultats obtenus montrent que 1’administration du LIN a raison de 120mg/kg de poids
corporel a augmenté de maniere significative (P<0,05) le poids absolu et relatif du foie des rats
de plus de 28 %, 40 % respectivement et une diminution du poids absolu (P<0,05) et relatif
(P<0,001) des testicules dans le lot LIN de moins de -9 %, -21 % respectivement par rapport au

lot témoin.

Cependant, On note aussi une diminution statistiquement significative du poids absolu et relatif

(P<0,05) du foie chez les rats recevant la combinaison MLT +LIN tandis qu’on enregistre une
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augmentation du poids absolu et relatif des testicules dans le méme lot (-15 %, -14 % et 8 %,

19 %, respectivement) par rapport aux rats du lot LIN (Tableau 5).

Tableau 5. Variation de poids corporel, poids absolu (g) et relatif (3g/100g de PC) du foie et
des testicules chez les rats témoins et traités apres 30 jours du traitement.

Parametres
Poids initial (g)

Poids final (g)

Poids absolue du foie (g)
Poids relatif du foie (g)
Poids absolue testiules(g)

Poids relatif testicules (g)

Témoin
251.9+3.30

275.28+4.41

6.19 +0.20

2.08+0.07

3.25+0.13

1.27+0.06

MLT
252.71+ 2.79

259+ 4.42

5.55+0.12

2.14+0.05

2.91+0.15

1.20+0.06

LIN
250.87+ 3.04

237.3% 3.32*%**
P<0.001
7.14+0.18*
P=0.0419
3.02+0.08***
P<0.001
2.64+0.16*
P=0.0424
0.95+0.04***
P=0.110

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n= 7 animaux)
**xP <(,001 ; "P<0,05 : Différence significative des lots MLT, LIN vs témoin
#P < 0,05 : Différence significative MLT+LIN vs traité par le LIN
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MLT+LIN
250.02+ 5.58

235+ 5.91***
P<0.001
6.01+0.36 *
P=0.0123
2.59+0.15 7%
P=0.0268
2.86+0.15

1.13+0.08



Discussion
Au cours de notre travail, on rappelle que nous nous sommes attelés a déclencher une réaction
inflammatoire chez le rat wistar afin d'évaluer dans un premier temps les effets du linuron, mais

également, nous avons tenté une thérapie basée sur I'administration par gavage de la melatonine.

La toxicité du Linuron a fait I’objet de plusieurs études expérimentales. Il a été démontré que le
linuron a des effets toxiques sur les organismes aquatiques comme les poissons et les mollusques

ainsi qu’un cancérogeéne possible pour I’étre humain (Ding et al., 2017; Santos et al.,2014).

Par ailleurs, le linuron (3-[3, 4-dichlorophényl]-1-méthoxy-1-méthylurée) est classé comme un
xénobiotique persistant qui est a peine dégradé par la micro-flore du sol (Guzzella et al.,
2000;Sniegowski et al., 2011).

L’Union européenne a donc inclus le linuron(LIN) dans la liste 11 du Directive sur les substances
les plus dangereuses (76/464/CEE) et a encouragé les pays membres a réduire et/ou limiter
I’utilisation de cet herbicide (EPA, 1995).

La présente étude a pu mettre I’accent pour la premicre fois sur l'effet protecteur d'une
supplémentation en mélatonine a une dose de 10 mg /kg de poids corporel d’une part et vis-a-vis
la toxicité et 1’état de stress oxydative induite par me Linuron a une dose de 120 mg/ kg chez les
rats Wistar.

Ainsi, comme dans toute expérimentation animale, nous avons mesuré, tout au long de notre
protocole, le poids de I'animal, ainsi que le poids relatif des organes clés. D'ailleurs, la réduction
de poids corporel est généralement utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’état de santé

générale du rat (Djeffal et al., 2012).

Il a été rapporté dans un ensemble de travaux que la réduction du poids corporel serait un
indicateur de la détérioration de I’état de santé général des rats. Notre étude a montré que
I'administration de LIN induit une diminution du poids corporel. La diminution du poids corporel
est considérée comme un indicateur des effets toxiques du LIN sur I'état de santé des rats. En fait,

la diminution du poids corporel aprés I'administration de pesticides a été signalée dans plusieurs
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études (Bhatti et al., 2011 ; Chiali et al., 2013). Dans notre expérimentation, la réduction du poids

corporel était liée a la réduction de la consommation de nourriture.

Nos données ont montré une augmentation du poids absolu et relatif du foie dans le groupe traité
par LIN par rapport au groupe témoin. Cette augmentation pourrait étre attribuée a une
augmentation du métabolisme hépatique et a une amélioration des mécanismes de détoxification

suite a I'administration de pesticides (Sharma et al., 2014 ; Tichati el al., 2020).

L'augmentation du poids du foie apres le traitement LIN est conforme a certaines études
antérieures sur l'exposition aux pesticides (Dakhakhni et al., 2016). En fait, la diminution
significative du poids des testicules dans les groupes traités au LIN pourrait étre due aux effets
néfastes du LIN (Bai et al., 2017 ; Prathima et al., 2020).

Cependant, la coadministration de MLT aux rats traités au LIN a permis de restaurer la prise de
poids et le poids relatif des organes (foie, testicules). Cela pourrait étre di a la restauration de la
prise alimentaire suite a la réduction de lI'accumulation de radicaux libres et a l'atténuation de
I'effet toxique des pesticides (Asghari et al., 2016 ; Li et al., 2021).
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2.3. Etude des paramétres biochimiques

Les résultats observés apres le dosage sérique des parametres biochimiques sont illustrés dans

les tableaux 7 et 8.

Les résultats affirment 1’existence d’une grande perturbation métabolique

2.3.1. Effet du traitement sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction
hépatique

Bilirubine totale et transaminases

Les parameétres enzymatiques associés au métabolisme hépatique qui ont été mesures chez les
rats témoins et traités sont illustrés dans le tableau6. Nos résultats montrent que I’administration
du LIN chez les rats a provoqué une toxicité hépatique chez les rats. En outre, l'activité
enzymatique de la bilirubine totale, de 'ASAT et de I'ALAT était significativement plus élevée
(P<0,05), (P<0,001) chez les rats exposés au LIN comparativement aux témoins (35 %, 34 %

et 89 %, respectivement), ce qui indique une hépatotoxicité.

2.3.2. Effet du traitement sur le métabolisme lipidique

En outre, les taux de triglycérides et de LDL ont augmenté de manicre significative (P <0,01),
(P<0,05) dans le lot LIN par rapport au lot témoin (31 % et 57 %, respectivement). Le profil
lipidique sérique dans lot LIN a connu une diminution significative (P<0,001), (P < 0,01) du
cholestérol et du HDL par rapport a celui du témoin (-37% et -15%, respectivement). .
Cependant, la co-administration de MLT a atténué I'effet de LIN sur les variables biochimiques
sanguines.

Tableau 7. Effets des traitements sur les paramétres biochimiques sériques chez les rats
témoins et traités apres 30 jours du traitement.

Parameétres Témoin MLT LIN MLT+LIN
Bilirubine totale 3.38+0.24 3.47+0.15 4.71+0.42 * 3.24+0.27 *
ASAT 96.50+ 3.43 109.43+4.62 146.65+9.60 *** 122.69+3.55 *
ALAT 33.11+£3.03 40.94+2.39 17.73+£2.71 *** 52.22+4.03 ##
Cholesterol 0.88+0.04 0.84+0.03 0.53 £0.08*** 0.78+0.04 *
Triglycérides 1.07+0.03 0.97+0.06 1.28+0.02** 0.74+0.02*#
HDL 0.29+0.01 0.24+0.01 0.20+0.01** 0.26+0.01%
LDL 0.33+0.01 0.28+0.01 0.44+0.03* 0.37£0.02
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Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n= 7 animaux) ;
#4%p < 0,001, **p < 0,01,"P<0.05 : Lots MLT, LIN Comparativement aux rats témoins ;
###n < 0,001, #p, #P<0.05 : MLT+LIN Comparativement aux rats traités par le LIN.

2.3.3. Effets du traitement sur les hormones de I'axe hypophyse-testicule

Les taux sériques de FSH, LH et testostérone des différents lots de rats sont représentés dans le
tableau8. Nos résultats révelent que le traitement au LIN provoque une diminution significative
plus élevée (P < 0,01), (P<0,001), (P <0,01) dans le plasma de FSH, LH et testostérone chez
les rats traités au LIN (-44%, -65% et -62% respectivement) que dans le lot témoin, ce qui
indique une altération de la réponse de l'axe hypophysaire gonadotrope. Cependant, le
traitement par MLT a provoqué une augmentation remarquable de ces niveaux par rapport au
lot traité au LIN.

Tableau 8. Effets des traitements sur la réponse de I'axe gonadotrope sérique chez les rats
témoins et traités apres 30 jours du traitement.

Parametres Témoin MLT LIN MLT+LIN
Testostérone 2.16+0.22 1.98+0.20 0.74+0.33 ** 1.73+0.21*
P=0.0028 P=0.0461
FSH 0.55+0.07 0.42+0.06 0.23%£0.04** 0.33%£0.05
P=0.0057
LH 0.52+0.02 0.37+0.01** 0.13+£0.03 *** 0.27+0.02%*
P=0.0051 P <0.0001 P=0.0067

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n= 7 animaux) ;
**%p < 0,001, **p < 0,01 : Lots MLT, LIN Comparativement aux rats témoins ;
#9, #P<0.05 : MLT+LIN Comparativement aux rats traités par le LIN.

Discussion

Le foie, principal organe de métabolisme, d’excrétion intervenant dans la détoxication des
xénobiotiques (Rjeibi et al.,2016), doté d’un accés immédiat aux substances toxiques provenant du
tube digestif a travers la veine porte, il exerce une action chimique et enzymatique sur ces agents
(LeCluyse et al., 2012). Lors d’insuffisance hépatique, ces substances indésirables ont tendance a

s’accumuler dans le corps et entrainent potenticllement des toxicités.

Le foie est une cible privilégiée des xénobiotiques et le premier organe qui protége I'organisme des
xénobiotiques. La fuite des enzymes hépatiques telles que 'ALAT, I'ASAT et la bilirubine totale
dans le sérum sanguin est un signe de dommages hépatocellulaires et de dysfonctionnement
hépatique (Bischoff et al., 2018). Dans nos résultats, une augmentation significative de l'activité
de I'ALAT, de I'ASAT et de la bilirubine totale s'est produite dans le sérum des rats traités par LIN

par rapport aux rats témoins.
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Cette élévation est probablement due a une perturbation du métabolisme enzymatique en raison de
l'augmentation de la perméabilité membranaire et de la fuite de ces enzymes des hepatocytes dans
le sang (Dar et al., 2019). Les présents résultats étaient conformes aux rapports précédents, qui ont
démontré qu'une élévation des taux sériques de transaminases, d'albumine et de protéines totales
(Dominguez et al., 2011), pourrait étre le résultat de lésions de la membrane des cellules hépatiques
chez les rats exposés au diuron( da Silva Simo es et al.,2017), une conséquence attendue de l'action
des inhibiteurs respiratoires qui induisent généralement une fuite de protéines (Marek et al., 2016).
Une augmentation significative des niveaux de bilirubine dans le sang a également été observee
chez les rats traités au LIN par rapport au groupe témoin, confirmant les dommages au foie et ses
changements histopathologiques. Nos données sont en accord avec l'observation selon laquelle
I'exposition aux pesticides présente des anomalies claires et nettes dans les biomarqueurs de
dommages tissulaires (Kanbur et al., 2015 ; Khan et al., 2013).

Nos résultats montrent clairement que le LIN a réduit le taux de cholestérol et de HDL. Tamysn
M. Uren Webster et al. (2015) ont identifié une diminution frappante de I'expression des transcrits
codant pour la majorité des enzymes formant la voie de biosynthése du cholesterol. Ils ont
également observe une diminution hautement significative du cholestérol hépatique total chez des
poissons(truite brune) exposés a 225,9 ng/L de LIN et une corrélation négative entre le cholestérol
total et la concentration de traitement au LIN.

Il est bien connu que le foie est l'organe clé dans la synthése et I'excrétion du cholestérol. Par
conséquent, tout type de dommage dans la fonction des cellules intra ou extra-hépatiques induira
une diminution du taux de cholestérol total dans le plasma. Nos résultats montrent une diminution
significative du cholestérol et une diminution tres significative du HDL. A partir de ces résultats,
on peut conclure que le traitement LIN pourrait perturber le métabolisme des lipides et conduire a
une hypocholestérolémie.

Selon Ornostay et al. 2013, ces effets sont conjointement dus a la modulation de I'expression ainsi
gu'a la diminution de l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme du cholestérol, ce qui
a conduit a une diminution de la concentration plasmatique de cholestérol.

Dans notre travail, le prétraitement a la mélatonine a raison de 10 mg/kg semble avoir un effet
réparateur voir protecteur vis-a-vis la toxicité du LIN au niveau hépatique et hormonal, ceci est
révélé par un rétablissement des concentrations sériques dans les niveaux de cholestérol total, de
triglycérides et de HDL dans le plasma chez les rats traités au LIN. Ce qui peut étre expliqué par

ses propriétés antioxydantes qui lui conférent un role majeur dans détoxification des xénobiotiques.
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Cet effet antihyperlipidémique de la MLT est principalement attribué a son activité antioxydante
et & la protection de I'intégrité de la membrane cellulaire contre les dommages oxydatifs induits par
le LIN (Abdel-Wahab, 2012). Un autre mécanisme possible des effets de la mélatonine sur les
lipides sanguins pourrait étre ses effets sur le tractus gastro-intestinal, inhibant I'absorption du
cholestérol et des triglycérides, renforcant les mécanismes endogenes de clairance du cholestérol
en augmentant l'activité des enzymes dégradant le cholestérol, et/ou son effet sur les hormones
thyroidiennes, qui a son tour affecte le métabolisme des graisses (Chan et Tang, 1995).

Nos données montrent clairement qu'une exposition chronique de 30 jours au LIN chez le rat
entraine une baisse significative de la testostérone associée a une hypoplasie testiculaire. 11 semble
donc que la toxicité reproductive du LIN soit directement liée a la production de cette hormone
(Wilson et al., 2009).

La biosynthése de la testostérone fait intervenir des enzymes du cytochrome P450 et des
hydroxystéroides deshydrogénases qui transportent le cholestérol a travers la membrane
mitochondriale et convertissent le cholestérol en prégnénolone ; cette derniere réaction est
catalysée par les enzymes P450 mitochondriales (Zirkin et Papadopoulos, 2018). La prégnénolone
est ensuite catalysée par la 3p-HSD pour former la progestérone. Ces réactions sont les étapes
limitant la vitesse de la synthése de la testostérone. Il est possible que le LIN affecte I'activité de
ces enzymes clés ou le transport du cholestérol et sa conversion en prégnenolone (Brokken et al.,
2009 ; Svechnikov et al., 2010).

Cependant, la co-administration de MLT dans le groupe traité par LIN a provoqué une
augmentation des niveaux de FSH, LH et testostérone avec un rétablissement important des cellules
testiculaires. Les effets protecteurs de la MLT peuvent étre dus a sa capacité a inhiber le stress
oxydatif dans les testicules par de nombreux mécanismes, notamment [linhibition de la
peroxydation des lipides et de l'apoptose dans les cellules de Leydig (Li et al., 2020 ; Koohsari et
al., 2020).

Dans cette étude, la MLT a été testée pour sa capacité a contrecarrer les effets déléteres du LIN sur
deux compartiments importants qui assurent la vitalité de l'organisme, a savoir le foie et les
testicules.

Les résultats biochimiques sont concomitants avec les résultats histologiques qui ont montré que
la MLT a le potentiel d”’améliorer I’architecture histologique et I’intégrité du foie et des testicules

des rats traités par le LIN.
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2.4. Stress oxydant induit par le Linuron : Effets protecteurs de la supplémentation en
Mélatonine

2.4.1. Effet du traitement sur les parametres non-enzymatiques

2.4.1.1. Taux du glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par le LIN a une dose de 120 mg/kg de poids corporel pendant 30 jours,
a provoqué une diminution trés hautement significative (P<0,001) des niveaux d'activité du
GSH hépatique (-72%) et une diminution significative (P<0,05) au niveau des testicules (-67%)
comparativement au lot témoin.

Cependant, la co-administration de la MLT a montré une amélioration significative du
glutathion réduit hépatique et un rétablissement non significative au niveau des testicules par
rapport au groupe LIN (figures 23 et 25).

2.4.1.2. Peroxydation lipidique (MDA)

La déplétion de la défense antioxydante hépatique et gonadique a été associée par une
peroxydation lipidique importante, révélée par une augmentation hautement significative (P<
0.01) du taux du MDA dans le foie (+ 86%), accompagnée d’une augmentation significative
(P< 0.05) du MDA au niveau des testicules (+52%).

En revanche, I'administration de la MLT a amélioré de maniere significative le taux de la MDA

au niveau des organes étudiés (foie et testicules) (figures 23 et 25).

2.4.1.3. Taux de protéines carbonylées

Concernant I’effet oxydant du LIN sur la fraction protéique hépatique et gonadique, nos
résultats montrent une augmentation hautement significative (P<0.01), de protéines carbonylées
(69%), dans le foie, et une augmentation significative (P< 0,05) dans les testicules (86%) par
rapport au lot témoin. En revanche, on note un rétablissement par une diminution hépatique tres
hautement significative (P<0.001) et une diminution significative (P<0.05) au niveau des
testicules de la teneur en protéines carbonylées chez les rats traités par la combinaison

MLT+LIN par rapport aux rats traités par le LIN (figures 23 et 25).
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2.4.2. Effet du traitement sur les parametres enzymatiques

2.4.2.1. La superoxyde dismutase (SOD)

Nos résultats montrent que le traitement par le LIN & raison de 120 mg/kg de poids corporel
pendant 30 jours a provoqué une diminution significative (p<0.05) de I’activité enzymatique de
la SOD hépatique (- 18 %) et au niveau des testicules (-25%), comparativement au lot témoin.
Tandis qu’on enregistre un rétablissement par une augmentation non significative de la SOD

hépatique et gonadique chez le lot traité par la combinaison MLT+LIN (figures 22 et 24).

2.4.2.2. La catalase (CAT)

D’aprés les résultats obtenus (Figures 22 et 24) on observe une diminution hautement
significative (P<0,01) de l’activité enzymatique de la catalase dans le foiec (-59 %) et
significative (p<0.05) dans les testicules (-78 %) chez les rats traités par le LIN par rapport aux
rats témoins. Par ailleurs la co-administration de la MLT avec le LIN a rétabli I’activité
enzymatique de la catalase dans le foie par une augmentation significative (p<0.05) de cette
activité comparativement au lot traité uniquement par le LIN. Tandis que les rats traités par la
combinaison MLT+LIN montrent une variation hautement significative (P<0,01) de I’activité

enzymatique de la catalase au niveau des testicules.

2.4.2.3. La glutathion peroxydase (GPx)

D’apres les figures 22 et 24 on constate que le traitement des rats avec le LIN a provoqué une
augmentation tres hautement significative (p<0.001) de I’activité enzymatique de la glutathion
peroxydase (GPx) hépatique (135%) et testiculaire (82%).

En revanche, la co-administration de la MLT avec le LIN a diminué de maniére hautement
significative I’activité enzymatique de la GPx dans le foie et les testicules comparativement au

lot traité par le LIN.

2.4.2.4. Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration du 2,4-D chez les rats induit une augmentation significative (p<0.05) de
I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) dans le foie (+30 %) et dans les
testicules (+ 60 %) par rapport aux rats témoins. Tandis qu’on enregistre un rétablissement par
une diminution hautement significative (p<0.01) de l’activité de la GST dans le foie, les
testicules chez les rats recevant la combinaison de MLT+LIN comparativement au rats traités
au LIN (Figures 22 et 24).
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Figure 22. Variation de ’activité enzymatique de la GST (nmoles de conjugué C-DNB
formé/min/mg de protéine) (a) ; GPx (umol GSH/mg de protéine) (b) ; CAT (nmol
H,O./min/mg de protéine) (c) et SOD (U/mg de protéine) (d) dans le foie chez les rats
témoins et traités pendant 30 jours.

Différence significative : lots MLT, LIN comparativement au témoin (***p < 0. 001, **p <
0.01, *p <0.05) ;
Différence significative : MLT+LIN par rapport aux rats traités au LIN (##p <0.01, # p<0.05) ;
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Figure 23. Variation de I’activité de la GSH (umol /mg de protéine) (e) ; MDA (umol
GSH/mg de protéine) (f) et PCO (umol /mg de protéine) (g) dans le foie chez les rats témoins
et traités pendant 30 jours.

Différence significative : lots MLT, LIN comparativement au témoin (***p<0.001, **p <0.01)

Différence significative : MLT+LIN par rapport aux rats traités au LIN (### p < 0.001, # p <
0.05) ;
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Figure 24. Activité enzymatique de la GST (nmoles de conjugué C-DNB formé/min/mg de
protéine) (a) ; GPx (umol GSH/mg de protéine) (b) ; CAT (nmol H,O,/min/mg de protéine) (c)
et SOD (U/mg de protéine) (d) dans le foie chez les rats témoins et traités pendant 30 jours.

Différence significative : lots MLT, LIN comparativement au témoin (***p < 0.001, *p <0.05)

Différence significative : MLT+LIN par rapport aux rats traités au LIN (## p <0.01) ;
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Figure 25. GSH (umol /mg de protéine) (e) ; MDA (umol GSH/mg de protéine) (f) et PCO
(umol /mg de protéine) (g) dans le foie chez les rats témoins et traités pendant 30 jours.

Différence significative : lots MLT, LIN par rapport au témoin (*p < 0.05, ** p < 0.01) ;
Différence significative : MLT+LIN par rapport au rats traités au LIN (# p < 0.05) ;
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2.5. Etude histologique
Les modifications histopathologiques du foie et des testicules des rats traités au LIN sont

illustrées aux figures 26 et 27, respectivement.

2.5.1. Etude histologique du foie

Des altérations morphologiques pouvant étre attribuées au traitement par LIN ont été observées
dans le foie et les testicules. Cependant, une discréte hypertrophie centrolobulaire
hépatocellulaire a été observée.

Les rats traités dans le cadre du contréle présentaient une morphologie hépatique normale avec
des hépatocytes distincts aux noyaux proéminents et aucune lésion tissulaire (Figure.26.A). En
revanche, les coupes de foie des rats traités par LIN présentaient de graves lésions structurelles
caracterisées par une infiltration de cellules mononucléaires, une expansion périportale, un
ballonnement et une dégénerescence des hépatocytes, une nécrose, une congestion vasculaire
et une dilatation sinusoidale (Figure.26.C a E). Cependant, les foies des rats du groupe traité
par MLT et LIN présentaient une histologie plus saine que les foies des rats du groupe traité
par LIN seul (Figure.26.F). Aucune altération histologique du foie n'a été observée entre le

groupe traité par MLT et le groupe témoin (Figure.26.B).

2.5.2. Etude histologique des testicules

L'observation microscopique de I'histologie des testicules des rats témoins et des rats traités a
la mélatonine montre un tissu testiculaire normal composé d'une structure normale du tube
séminifere (Ts) avec des spermatozoides Spz concentrés dans la lumiére (Lu) et des cellules de
Leydig normales (CI) dans le tissu interstitiel (T1) et aucune modification de I'épithélium
séminifere stratifié (Es) (Figure 27.A et B). Cependant, les groupes de traitement LIN ont révélé
de graves altérations de I'épithélium séminifere stratifié avec une réduction de sa densité ainsi
que de rares cellules germinales avec des noyaux pycnotiques (Np), I'absence de cellules de
Leydig, et une diminution significative du nombre de spermatozoides et une vacuolisation (V)
(Figure 27.C, D). L'observation microscopique des sections de testicules des rats recevant le
traitement combiné (MLT+ LIN) a montré moins d'altérations histologiques dans I'épithélium
séminifere stratifié par rapport aux rats traités uniquement par LIN, et donc l'intensité des

dommages aux tissus des testicules a été nettement réduite (Figure 27. E, F).
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2.5.3. Immunohistochimie

Le marquage immunohistochimique de I'expression de CD45 dans le foie des rats témoins et
des rats traités a la mélatonine montre un nombre inférieur de cellules CD 45+ par rapport aux
rats traités au linuron (Figure 28. B). On peut supposer que l'augmentation des niveaux de CD
45 est associée a des changements dans le nombre et l'activité fonctionnelle de I'homéostasie
ionique cellulaire, qui vise a éliminer la réponse inflammatoire et a restaurer le tissu hépatique
apres des dommages toxiques. Nos résultats confirment que la co-administration de MLT
affecte le profil des hormones stéroidiennes, puisqu'il y a une diminution de la production de
CD 45.

87



Figure 26. Coupes de foie colorées a I'hématoxyline et a I'éosine de rats témoins (A), de rats
traités a la mélatonine (B) ou au linuron (C, D, E) et a la mélatonine/luniron (F) pendant 30
jours.

La coloration a été effectuée pour détecter les zones fibrotiques (indiquées par des fleches) ;
fleches bleues : celinfiltrats mononucléaires dans le systeme porte, If : inflammation des cellules
hépatiques, NHC : cellule hépatique normale. Les coupes ont été observées a un grossissement
de 400 fois (barre d'échelle 50pum- 20 pm).
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Figure 27. Coupes histologiques des testicules de rats avec coloration H& E. Controle et rats
traités a la mélatonine (A et B) pendant 30 jours.

Rats témoins et traités a la mélatonine (A et B), au Luniron (C et D), et traités a la mélatonine
et au Luniron (E et F) et scores de Johnsen (G). A et B montrent une structure normale du tube
séminifere (St), des spermatozoides Spz concentrés dans la lumiere (Lu), des cellules de Leydig
(LC) dans le tissu interstitiel et de I'épithélium séminifere stratifié (Es). Chez les rats luniron
(C, D), la couche est moins dense et présente de rares cellules germinales avec des noyaux
pycnotiques (fleche) ; les cellules de Leydig sont pratiquement absentes et présentent une
vacuolisation du tubule séminifére (V). Restauration de Es chez les rats traités a la mélatonine
(E, F). Les coupes ont été observées a un grossissement de 150 et 600 fois (barres d'échelle : 40

4 50 pum).

90



60

(€3]
o

iy
o

Number of CD117 positive stained
& S cel

o

n

Control MLT MLT+LIN

Figure 28. Marquage immunohistochimique de I'expression du CD117 dans le foie de rats
témoins (A), de rats traités a la mélatonine (B), au luniron (C) et au luniron/mélatonine (D)
pendant 30 jours a un grossissement de x 300.

Les sections des rats témoins et des rats traités a la mélatonine présentent un nombre inférieur
de cellules CD 117+ par rapport aux rats traités au luniron. L'expression du CD117 a été estimée
par le nombre de cellules positivement colorées en utilisant QuPath (E) ; les données sont
représentées comme moyennes + SEM (n = 5). *P < 0,05 par rapport au lot témoin et a celui
traité a la MLT, # P < 0,05 comparativement au lot LIN.
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Discussion :

L'étude des données sur la toxicité pour le développement constitue une partie importante de
I'évaluation des dangers et de la relation dose-réponse pour les contaminants de I'environnement
(Makris et al.,2011). Les composés toxiques présents dans l'environnement, tels que les
pesticides, peuvent contribuer a I'apparition d'un stress oxydatif dans les systemes biologiques
et d'un déséquilibre métabolique, ce qui peut entrainer divers troubles chez I'homme (Djeffal et
al., 2015). La toxicité induite par le LIN semble étre médié par son effet pro oxydant favorisant
une hyper production de radicaux libres. Ces derniers pourraient interagir avec les molécules
biologiques tel que les protéines membranaires, mitochondriales, les lipides, ’ADN et causer
de ce fait un disfonctionnement du métabolisme cellulaire (kim et al,2017 ).

Les composés toxiques présents dans I'environnement, tels que les pesticides, peuvent
contribuer a I'établissement d'un stress oxydatif en générant des radicaux libres, ce qui peut
entrainer des effets néfastes, tels que des altérations métaboliques, des troubles neurologiques
et des problemes de fertilité (D'Souza et al, 2017 ; Kim et al., 2017 ; Kadar et al., 2017 ), Pour
prévenir le stress oxydatif, des rapports recents ont démontré les effets protecteurs des
antioxydants dans les cellules et les tissus exposés a ces composés (Krdl et al., 2018 ; Prathima
etal., 2020 ; liet al., 2021).

De nombreuses études ont été menées pour établir le lien entre l'utilisation de pesticides
antiandrogenes, de fongicides et les dommages testiculaires, principalement les altérations

épididymaires chez les animaux (Prathima et al., 2020 ; Kadar et al., 2017).

En effet, nos résultats relatifs aux paramétres indicateurs d’un état de stress oxydant a savoir
la concentration de ’'MDA, des protéines carbonylées, la teneur en GSH d’une part et de la
qualité des réponses de certaines enzymes antioxydantes, la catalase, la SOD, la GPx et la GST

d’autre part assoit clairement cette hypothése.

Nos résultats montrent distinctement chez les rats traités par le LIN a raison de 120 mg/kg
pendant 30 jours une augmentation significative de la GPx , la GST, des lipoperoxide et des
protéines carbonylées associée a une diminution de la concentration du GSH de ’activité de la
catalase, de la SOD au niveau du foie et des testicules. En effet I’épuisement significatif des

niveaux de GSH confirme I’effet potentiel du LIN & induire un état de stress oxydatif au niveau
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hépatique et gonadique. Ce profil de réponse au LIN est en faveur d’un déséquilibre entre les
oxydants (radicaux libres) et les antioxydants ce qui est a 1’origine de I’installation d’OSS.
Plusieurs travaux récents confirment nos résultats ont trouvé de niveaux diminués de la SOD,
CAT et le glutathion réduit chez les rats traités par le LIN (Prathima et al., 2020 ).

L’augmentation des taux cellulaires de la peroxydation lipidique via hyper expression du MDA,
GPx et du taux des protéines carbonylées, la déplétion du GSH, et diminution de I’activité
enzymatique de la CAT, SOD sont des manifestations physiologiques incriminés dans
I’apparition des I1ésions tissulaires. Ce qui confirme les observations histologiques du foie et
testicules. L'analyse des parameétres biochimiques a été confirmée par les études
histopathologiques. En particulier, les rats exposés au LIN présentaient une infiltration de

cellules inflammatoires et une hyperplasie du tissu hépatique.

En effet, on a noté, dans histologie du foie, de graves Iésions structurelles caractérisées par une
infiltration de cellules mononucléaires, une expansion peériportale, un ballonnement et une
dégenérescence des hépatocytes, une nécrose, une congestion vasculaire et une dilatation

sinusoidale chez les rats recevant le LIN.

Cette observation a été confirmée par I'expression croissante de marqueurs inflammatoires tels
que le CD 117 dans le foie des rats traités au LIN, qui est un marqueur des cellules
hématopoiétiques exprimé au cours du processus inflammatoire (Saint-Paul et al., 2016) ; en
outre, les rats témoins et les rats exposés a la mélatonine ont montré un nombre plus faible de
cellules positives au CD 117 par rapport aux rats traités au LIN. Il a également été montré
précédemment que le CD 117 joue un r6le important dans la formation des cellules

hématopoiétiques (Dupéré-Minier et al., 2004).

De plus, les résultats de I'étude histologique ont montré une diminution de la densité des cellules
germinales et que les cellules de Leydig des rats semblaient étre significativement
endommagées et parfois absentes apres le traitement au LIN. Les cellules de Leydig étant les
cellules précurseurs connues ou la testostérone est synthétisée, il est probable que les lésions de
ces cellules et/ou leur dégradation soient responsables de la réduction de la production de
testostérone (Sharpe et al., 2002). Il a également été rapporté que le LIN perturbe le
développement des tissus androgéno-dépendants en agissant comme un antagoniste de I'AR et

en inhibant la synthése de la testostérone par le testicule foetal (K.Svechnikov et al., 2010).
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Nos données montrent une augmentation de l'expression de la glycoprotéine CD117 dans les
cellules des testicules des rats traités par LIN par rapport au lot témoin et celui traité a la MLT.
Nos résultats montrent que la CD117 joue un r6le important dans I'hématopoiéese, la
spermatogenese et la carcinogenese (Escribano et al., 1998 ;Aucagne ,2010 ;). Potti et al. (2004)
ont démontré la présence d'une relation entre la surexpression de CD117 et I'exposition aux
pesticides chez I'nomme. Dans notre étude, nous avons observé une diminution significative du
nombre de cellules CD 117-positives dans les testicules de rats traités a la MLT. Ce résultat révele
le rdle important de la MLT dans la régulation de la voie inflammatoire pendant la toxicité
testiculaire induite par le linuron et la capacité de la MLT a protéger et a minimiser les dommages
a la spermatogenese.

Selon plusieurs études, le mécanisme le plus fréquent de la toxicité des pesticides est le dommage
oxydatif (Trea et al., 2020 ; Tichati et al,. 2021 ; Li et al., 2021). La surproduction d'espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) entraine un état oxydatif dans les testicules et une diminution
concomitante des niveaux d'antioxydants, ce qui compromet l'intégrité de la membrane cellulaire
et aboutit a une altération de la spermatogenése, comme cela a été observé chez le rat (Lee et al.,
2007 ; Voronkova et al., 2018).

Dans cette étude, la mélatonine (MLT) a été testée pour sa capacité a contrecarrer les effets
délétéeres du Luniron (LIN) sur deux compartiments importants qui assurent la vitalité de
l'organisme, a savoir le foie et les testicules. Les résultats de nos expériences démontrent que
I'exposition orale au linuron chez le rat peut gravement modifier la structure des organes
reproducteurs et la fonction hépatique via l'installation d'un état de stress oxydatif. Ces altérations
peuvent étre observées au niveau morphologique, biochimique et moléculaire.

Cet effet antioxydant de la MLT est probablement di a la modulation des capacités antioxydantes
de I’organisme relative a la sollicitation de certaines enzymes. De plus, la mélatonine favorise la
synthése du glutathion (GSH) en stimulant I’activité de ’enzyme y-glutamyl-cystéine synthetase
(Urata et al., 1999). Par I’activation des récepteurs de mélatonine (MT) 1 et MT2 elle augmente
directement 1’expression génique de la glutathione peroxidase (Gpx), de la GSH réductase, de la
catalase (CAT) et dismutase, aidant a maintenir le rapport GSH / disulfure de glutathion (GSSG)
et un recyclage elevé de GSH (Galano, 2011 ; Reiter et al., 2001; Sharafati-Chaleshtori et
al.,2017; Tarocco et al., 2019).
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Cependant, on a découvert que la mélatonine neutralisait les substances toxiques a base de
nitrogeénes et supprimait 1’enzyme pro-oxydante, I’oxyde nitrique synthase (Bettahi et al.,

1996; Storr et al., 2002).

Plusieurs rapports ont mis en cause les dommages oxydatifs comme le mécanisme le plus
courant de la toxicité des pesticides (D'Souza, 2017 ; Tichati et al., 2021 ; Li et al., 2021).
L'état oxydatif est produit par la surproduction et l'accumulation d'especes réactives de
l'oxygéne (ROS), ce qui entraine des dommages a l'intégrité de la membrane cellulaire
(Voronkova et al., 2018).

Nos résultats ont montré une diminution significative de la teneur en GSH associée a une
augmentation de l'activité de la GST, et de la GPx dans le foie et le testicule dans le groupe
traité par LIN par rapport au témoin.

Les acides amines aromatiques avec un groupe thiol sont les plus sensibles a I'oxydation et sont
une cible particuliere des ROS dans les protéines ; I'oxydation du GSH en GSSG constitue un
processus de protection des cellules contre les dommages oxydatifs (Aydin et al., 2010 ;
Prathima et al., 2020). De plus, nos résultats ont montré une augmentation des niveaux de PCO
et de MDA, cette élévation peut étre due a la formation d'adduits entre certains résidus d'acides
amines et des produits de peroxydation lipidique tels que le MDA (Stadt-man et Levine, 2006).
Cependant, la supplémentation en MLT a réduit de maniére significative les dommages
oxydatifs contre une protéine et les niveaux de peroxydation lipidique chez les rats LIN+MLT.
Par conséquent, dans notre étude, les effets protecteurs de la MLT sur la toxicité induite par le
LIN peuvent étre dus a la capacité de la MLT a piéger les composés pro-oxydants ou a renforcer
la défense antioxydante enzymatique (Manchester et al., 2015 ; Reiter et al., 2016).

CAT et SOD constituent la premiére ligne de défense contre les effets néfastes des radicaux
libres. Ils convertissent également les radicaux superoxydes enH202, un radical beaucoup plus
stable. Cette fonction n'est efficace que si elle est suivie par la réduction du H202 par la CAT
(Bhatti et al., 2014). Cela explique pourquoi, dans notre étude, nous avons constaté une
diminution de l'activité enzymatique de la CAT et de la SOD chez les rats traités a la LIN par
rapport au lot témoin dans tous les tissus cibles. Cette diminution significative des systémes de
défense antioxydants a confirmé I'effet destructeur du LIN sur le stress oxydatif dans les tissus
des testicules et du foie. En revanche, I'administration de MLT a des rats recevant du LIN a
amélioré le niveau de GSH et restauré les activités enzymatiques de la SOD et de la CAT. Cet
effet peut étre en partie d0 aux propriétés antioxydantes de la MLT (Murawska-Ciatlowicz et
al,. 2011 ; Goc et al., 2017 ; Krdl et al., 2018).
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Les effets protecteurs de la MLT ont également été rapportés par do Nascimento et al. 2019
contre les Iésions oxydatives induites par la cyperméthrine dans le foie, le sérum et le cerveau
du rat.

Dans ce contexte, on peut conclure que la MLT peut protéger les testicules et le foie des effets
néfastes des especes réactives de I'oxygene produites de maniére intense suite a I'exposition au
Luniron. Le mécanisme de cet effet protecteur de la MLT implique trés probablement
l'activation d'enzymes antioxydantes. La MLT pourrait étre considérée comme une alternative
thérapeutique fiable et sans risque pour la santé. Cela donne une bonne perspective pour étudier
les propriétés de cette molécule en tant que piégeur de radicaux libres dans la prévention de
I'nypofertilité dépendante du stress oxydatif et causée par I'exposition indirecte aux pesticides.

Conclusion et Perspectives
En ce qui concerne I’étude in vivo, nos resultats montrent dans un premier temps que
I’administration du LIN a raison de 120 mg/kg de poids corporel chez les rats pendant 30 jours
a provoqué des perturbations au niveau de la fonction hépatique au niveau des testicules se
traduisant par une augmentation des marqueurs biochimiques de la fonction hépatique et
hormonale.
Dans un second temps, nos résultats montrent que le traitement préventif utilisé a savoir la MLT
a raison de 10 mg /kg de poids corporel a amélioré la plus part des paramétres étudiés.
Les résultats obtenus nous ont permis de conclure que :
L’administration du LIN chez les rats a engendré des perturbations au niveau de la croissance
générale des rats :

e Diminution significative du poids corporel durant la période de traitement

e Augmentation du poids absolu et relatif du foie

e Diminution du poids absolu et relatif des testicules

Des perturbations au niveau de certains parametres biochimiques biomarqueurs de la fonction
hépatique :
e Une augmentation significative de la concentration sérique (la bilirubine totale et des
des transaminases)

e Des perturbations au niveau de certains paramétres biochimique biomarqueurs de la

fonction lipidique :
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e Une augmentation significative de la concentration sérique en triglycérides et LDL chez
les rats traités par le LIN par rapport aux rats témoins, ce qui confirme I effet
cytotoxique du LIN

e Une diminution significative de la concentration sérique en testostérone, FSH et LH.

e Une diminution de la teneur en glutathion réduit (GSH), de I’activité enzymatique du
superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT), associée a une augmentation du
taux de la GST, GPx, MDA et de protéines carbonylées dans les organes étudies.

L’administration de la MLT chez lesrats traités par le LIN a provoqué :
e Une amélioration au niveau de la croissance générale des rats
e Une baisse de la peroxydation lipidique et des protéines carbonylées, GST,
GPx, de MDA hépatique et testiculaire révélée par une diminution significative
de ces parameétres relatifs.
e Une restauration des niveaux des biomarqueurs biochimiques de la fonction

hépatique, lipidique et hormonale.

e Un rétablissement du taux du GSH et de lactivité des enzymes

antioxydantes.

En perspective, Il s’avére intéressant d’approfondir ces travaux de recherche par :
-L’étude des capacités de détoxification a travers les dosages de tous les ¢léments de la cascade

enzymatique ; les protéines de stress :Heat Shock Protein(HSP).

- L’identification par CPG-SM du contenu de I’extrait aqueux du linuron commercialisé en
Algérie pour cerner d’'une maniere plus fine les différentes actions possibles de ces composés

et sa synergie.

- Le prolongement de la durée d’exposition des animaux afin de savoir si les perturbations

fonctionnelles et moléculaires pourraient aboutir a I’apparition des pathologies.
- Approfondir les recherches du mécanisme d’action du pesticide au niveau du foie et du rein.

- L'élucidation des mécanismes de signalisation impliqués dans le processus inflammatoire,
ainsi que les enzymes impliquées dans la production des espéces réactives de 1’oxygene avec

I'é¢tude de I’expression de certains génes importants.
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Annexe

Annexe 1. Composition de I’aliment pour 1 kilogramme de nourriture (ONAB, Bejaia)

Matiere alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%)
Mais 620 62
Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

Annexe2.Liste des réactifs chimiques spécifiques utilisés.

Réactifs Nom complet (code Firme

Acide ortho-phosphorique ~ -—----m-mmm- Sigma Aldrich

85%

BHT Hydroxy toluénebutylé Sigma Aldrich

Bleu de Coomassie = mmmmmmemememeeee- MERCK

BSA Bovine Serum Albumine Fluka
lyophilized

DTNB Acide 5-5’-dithiobis-2-nitro Sigma Aldrich
benzoique

GSH Glutathion Sigma Aldrich

Méthionine L-Méthionine Biochem. Chemopharma

NBT Nitro Blue Tetrazolium Sigma Aldrich

Riboflavine e Biochem. Chemopharma

TBA Acide thiobarbiturique Sigma Aldrich

TCA Acide trichloracétique Sigma Aldrich

DPPH 2.2-diphényle-1- ALDER

picrylhydrazyl
Riboflavine e Biochem. Chemopharma
NBT Nitro Blue Tetrazolium Sigma Aldrich
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Préparation des solutions

1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

BSA (1 mg/ml) :

Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

Réactif de Bradford :

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol (95%). Agiter par

I’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85%) et 850 ml
d’eau distillée (pour obtenir 1 L de solution). Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant

1 mois au maximum a une température de 4°C et a I’abri de la lumiere.

y =0.0006x + 0.0038 Do
R?=0.9967

0.3

0.25 / o
0.2
0.15 ¢ DO
/ —— Linear (DO)
0.1 /
0.05
0 / T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600

Figure: La gamme d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mére de BSA

2. Dosage de MDA

La solution du tampon TBS :

Tris (50mM), NaCl (150mM) : pH 7,4

0,6057g de Tris (50 mM) dans 100 ml de Na CI (150 mM).
La solution d‘H CI (0,6 M) :

51,569 ml de H C1 36% dans 1L d‘eau.

La solution de Tris - TBA :

132



0,173g de TBA (120 mM) dans 10ml de Tris (26 mM).
La solution de TCA — BHT :
1g de BHT (Butyl hydroxytoluene) dans 100 ml de TCA (acide trichloracétique) a 20%

3. Dosage du glutathion

Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) : pH 9,6 :

Dissoudre 12,114 g Tris et 1,871 g EDTA dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le pH a 9,6.
EDTA (0,02 M) :

Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 ml d’eau distillée.

DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.

L’acide salicylique (0,25%) :

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

4. Dosage des taux des protéines carbonylées
La solution de DNPH :

4.5 mg de DNPH dans 1 ml de HCI (2N).

La solution du HCI (2N):

Pour préparer une solution de 2N, il faut ajouter 24 ml d‘eau distillée a 4 ml de HCI (12N).
La solution de TCA (20 %) :
20 mg de TCA dans 100 ml d‘eau distillée

Ethanol : éthyl acétate :

(1v :1v)

La solution de Guanidine-HCI (6M) :
573,216 g/litre

5. Dosage de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
Le tampon KNaHPO46 ,7/mM ;PH=7.8:
Solution A ; K2ZHPO4 (0,2M) : 3,483g dans 100ml d‘eau distillée.

Solution B ; KH2PO4 (0,2M) : 2,721g dans 100ml d‘eau distillée.

58,5 mlde B +91,5 ml d’A + 450 ml d‘eau distillée donnent 600 ml du tampon KPO4 (50
mM), PH 7.

EDTA disodique (5 mM), PH 7.8 :

1,116g dans 600 ml de KPO4 (50 mM).
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La solution de GSH (0,1mM) :

3,073 mg dans 100 ml d‘eau distillée.

La solution de H20; (1,3mM) :

13 pl de H202 (10M) dans 100 ml d‘eau distillée.

La solution de TCA 1% :

1g dans 100 ml d‘eau distillée.

La solution de Na;HPO4 (0,32mM) :

28, 65 g dans 250 ml d‘eau distillée.

La solution de DTNB (ImM) : 3,963 mg dans 100 ml d‘eau distillée.

6. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) :

Solution A, dissoudre 6,24 g NaH2PO4 (2 H20) dans 200 ml d’eau distillée.
Solution B, dissoudre 14.32 g Na;HPO4 (12 H20) dans 200 ml d’eau distillée.

Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B

7. Dosage de ’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

Le tampon phosphate (50mM), PH=7, 8 :

Na:HPO4 : 4,476g, NaH2PO4 : 1,959 :dans 250ml d‘eau distillée

La solution de Na; — EDTA :

50mg dans 50 ml de tampon phosphate.

La solution EDTA — Méthionine (0,1 mM, 13 mM) :

11,16 ml (Na2 — EDTA) + 580 mg Méthionine et compléter a 100 ml par le tampon

phosphate.

La solution de NBT (75 uM) :

10, 79 mg dans 5ml de tampon phosphate.
La solution de Riboflavine (2 uM) :

10 mg dans 100 ml de tampon phosphate.

8. Dosage de I’activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)
CDNB (0,02 M) :

Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.

Solution GSH (0,1 M) :

Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.
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