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Résumé

Les études sur la toxicité induite par l'exposition orale au n-hexane sont trés peu
nombreuses, contrairement a celles qui étudient I'exposition par inhalation. Cette recherche
aborde l'effet toxique oral de solvant n-hexane sur la fonction reproductrice male,
hématologique, hépatique, rénale et pulmonaire aprés une exposition sub-chronique de rats
males Wistar a des faibles doses de 300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg, respectivement,
chaque jour pendant huit (08) semaines comparé au groupe contréle et au groupe controle
positif. La toxicité observée dans cette étude était caractérisée par une réduction significative
du poids corporel et de la consommation alimentaire; une augmentation significative du poids
relative du foie, des reins et des poumons. Egalement, ’évaluation de ’effet du n-hexane sur
les parameétres hématologiques et biochimiques a été marquée par une augmentation
significative du taux des globules blancs, des lymphocytes, des granulocytes et des
éosinophiles; du taux sérique des transaminases, de la phosphatase alcaline et des protéines
totales; du taux sérique de la créatinine, 1’acide urique et ’urée, ainsi que par une
augmentation du taux tissulaire de GSH (testiculaire, hépatique, rénal et pulmonaire) et du
taux tissulaire de MDA pulmonaire. Tandis que, le taux de glucose, de cholestérol et des
triglycérides a diminué significativement. En outre, nous avons noté que le n-hexane
provoque une diminution significative de la concentration et de la mobilité des
spermatozoides; une diminution non significative de la testostérone avec une élévation non
significative de I’hormone lutéinisante (LH). Sur le profil histologique et histochimique des
dommages tissulaires dans les testicules, le foie, les reins et les poumons ont été constatés
chez les rats traités au n-hexane comparé au groupe contrble et contréle positif, ce qui a
confirmé les observations biochimiques. Nos résultats prouvent que 1’exposition par voie
orale et méme a des doses faibles du n-hexane provoquerait des dommages physiologiques

dans le corps

Mots clés: solvants, n-hexane, toxicité, reproduction, physiologie, administration orale.



Abstract

Studies on the toxicity induced by oral exposure to n-hexane are very few, in contrast to
those studying the exposure by inhalation. This research tackles the oral toxic effect of n-
hexane solvent on the Male reproductive, hematologic, hepatic, renal and pulmonary fonction
after sub-chronic exposure of Wistar male rats at 300, 600, and 1200 mg/kg, respectively,
every day for eight (08) weeks compared to control groups. The toxicity observed in this
study was characterized by a significant reduction in body weight and food consumption; a
significant increase in the relative weight of the liver, kidneys and lungs. Also, the evaluation
of the effect of n-hexane on hematological and biochemical parameters was marked by a
significant increase in the level of white blood cells, lymphocytes, granulocytes and
eosinophils; serum transaminase, alkaline phosphatase and total protein levels; serum
creatinine levels, uric acid and urea, as well as an increase in the tissue level of GSH
(testicular, hepatic, renal and pulmonary) and the tissue level of pulmonary MDA. While, the
glucose, cholesterol and triglyceride levels decreased significantly. In addition, we noted that
n-hexane causes a significant decrease in the concentration and mobility of spermatozoa; a
non-significant decrease in testosterone with a non-significant elevation of luteinizing
hormone (LH). On the histological and histochemical profile, tissue damage in the testes,
liver, kidneys and lungs was observed in rats treated with n-hexane compared to control
groups. This confirmed the biochemical observations. Our results show that oral and even low

doses of n-hexane would cause physiological damage in the body

Keywords: solvents, n-hexane, toxicity, reproduction, physiology, oral administration.
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Introduction

La chimie a une tdche majeure dans le développement des pays en fournissant une
grande variété de produits (Hathaway et Proctor, 2014). Dans ce monde contemporain
moderne et évolué, la fabrication et I’application des produits chimiques ne cessent pas
d’augmenter et de croitre, elles se sont multipliées par dix (10) entre 1970 et 2010 (OMS,
2017).

L’étre humain est exposé¢ quotidiennement et d’une fagon directe ou indirecte a une
large gamme de substances chimiques présentes dans 1I’environnement contaminé (Asante-
Duah, 2017), les produits consommés (alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques...) et
les industries. De nos jours, I’exposition a ces produits chimiques est devenue inévitable,
ils représentent une menace pour 1’écosystéme, la santé et le bien-étre des humains (Myers
et Patz, 2009). Parmi les produits chimiques qui provoquent un risque sur la santé

humaine se trouvent les solvants organiques (INRS, 2017).

Les solvants organiques définis comme un groupe varié de produits chimiques qui a la
capacité de dissoudre, séparer et diluer d'autres produits chimiques (Wexler, 2014). Les
solvants organiques sont essentiellement appliqués dans le nettoyage et le dégraissage des
métaux, la peinture, I'impression, le nettoyage a sec, les adhésifs, les carburants et les
additifs pour carburants. Ainsi ils sont également courants dans les colles et les ingrédients
inertes, dans les formulations de pesticides (Boyes, 2009). L’exposition aux solvants
organiques se fait par inhalation, en contacte cutané et par voie orale. Des troubles
neurologiques sont observés aprés une exposition aigué ou a court terme a ces solvants
organiques, des exemples de solvants organiques contenant du toluéne, n-hexane, méthyl n-
butyl cétone, ont provogqué de nombreux cas de neuropathie professionnelle (Viaene et al.,
2009), les rapports de cas impliquant a la fois I'exposition professionnelle, et les données
expérimentales sur les animaux qui ont été examinés comme des éléments a l'appui
(Ridgway et al., 2003). Des maladies d'alzheimer et de parkinson ont été suggérées, apres
une exposition professionnelle aux solvants organiques en général (El-Fawal, 2011).

Toutefois, plusieurs études ont démontré que les solvants organiques peuvent causer aussi

Rapport- gratuit.com %}
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une hépatotoxicité, néphrotoxicité, hématotoxicité (Oduola et al., 2015), pneumotoxicité et

reprotoxicite.

Les solvants organiques sont répartis selon leur structure chimique et les groupes

fonctionnels attachés (Hall, 1996):

e Les groupes fonctionnels comprennent les halogenes, les alcools, les cétones, les
éthers, les esters, les amines et autres.
e Les structures de base sont des hydrocarbures aromatiques, alicycliques et

aliphatiques.

Les solvants hydrocarbonés, aliphatiques dérivent des distillés pétroliéres, sont des
substances complexes contenant uniqguement des atomes de carbone et d’hydrogene (Mckee
et al., 2015). n-hexane est un hydrocarbure aliphatique soluble dans les huiles. 1l est
considéré comme le meilleur solvant utilis€é pour I’extraction des ¢léments naturels
lipophiles tels que les arémes, les caroténoides et les huiles végétales (Chemat et al., 2010;

Filly et al., 2014).

La toxicité du n-hexane est en relation avec sa nature lipophiles et sa grande volatilité.
Les produits lipophiles se diffusent et se répartissent facilement dans les membranes
biologiques, y compris les voies d'entrées communes (poumon, intestin, peau) (Boyes,
2009). Le n-hexane est reconnu par sa neurotoxicité périphérique (El Mellakh et al., 2016),
I’exposition chronique provoque une polyneuropathie périphérique (Hashizume et al.,
2011), qui est le résultat des dommages des nerfs périphériques (Sunil et Pai, 2018), cette
derniére est considérée comme I’effet le plus sensible causé par le n-hexane. En outre le n-
hexane peut entrainer des dommages respiratoires, une pneumopathie a été observée chez
des travailleurs qui ont inhalé chroniquement la vapeur de n-hexane (INRS, 2019). Les
données sur I’hépatotoxicité et la néphrotoxicité causées par le n-hexane sont limitées et
trés anciennes. En (1992) le laboratoire de pathologie expérimentale a révélé que
I’exposition des rats au n-hexane a des doses de 125 et 500 ppm a provoqué une
augmentation du poids absolu et relatif du foie et des reins chez les rats exposé a la forte
dose avec la présence de lésions tissulaires. Concernant la reprotoxicité, des effets sur la

fertilité illustrés par une diminution de poids des testicules et une atrophie des tubes

2
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séminiféres apres une exposition chronique a de fortes doses au n-hexane que ce
soit par inhalation ou par voie orale (ANSES, 2014). En outre, des lésions pulmonaires
ont été signalées apres une exposition chronique au n-hexane pendant deux (02) ans chez
des rats F344 (Biodynamics, 1993a). Il n’est pas class¢é comme un perturbateur
endocrinien. Toutefois, une étude récente réalisée par Liu et al. (2012) sur des souris
femelles, ou ils ont montré une diminution significative du taux de la progestérone apres
une exposition au n-hexane par inhalation. En revanche, aucune étude a ce jour ne nous

permet de dire que le n-hexane affecte le systeme endocrinien male.

La majorité des recherches et résultats précédents ont été obtenus aprés une exposition
au n-hexane par inhalation. En effet, I’exposition orale au n-hexane est possible dans les
huiles extraites. Des résidus du n-hexane ont été retrouvés dans les huiles vegétales
(CCME, 2011).

Overton et Manura (1995) ont signalé la présence du n-hexane a des quantités de 19,1

et 95,3 mg dans I’huile d’olive vierge.

Il est devenu primordial de prendre en compte les effets nocifs des polluants qui nous

entourent, pour augmenter 1’espérance de vie et protéger notre santé (Picot et Montandon,
2013).

L’objectif de cette étude est d’évaluer la toxicité sub-chronique du n-hexane a faible
dose par voie orale sur le systéme reproducteur male, le systéeme hépatique, le systeme rénal

et le systéme pulmonaire.

Le premier chapitre qui est la synthése bibliographique, accompagne 1’avancement de
notre recherche, des tous premiers travaux effectués jusqu’a la rédaction finale de la
these. Le second chapitre détaille les protocoles et le matériel scientifique utilisé dans notre
recherche, finalement la partie résultat et discussion qui illustre 1’effet de n-hexane sur
quelques marqueurs hépatiques, rénaux, pulmonaires et reproducteurs male par la
réalisation d’un dosage biochimique au niveau du laboratoire d’écophysiologie animale,
renforcé avec une étude histologique et histochimique. Nos résultats ont été discutés et

interpréteés par rapport a ceux déja réalisés, pour donner une valeur et évaluer nos résultats.
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I. La toxicologie

La toxicologie étudie les effets toxiques, provoqués par les polluants naturels ou
synthétiques sur les écosystéemes et les animaux y compris les humains. Cette discipline
nous a permis de comprendre I’influence et les menaces des produits chimiques sur la

biodiversité et la santé (Tarazona et Ramos-Peralonse, 2014).

Il. Les solvants organiques

1. Historique

Les solvants organiques sont apparus dans I'industrie du goudron de houille au cours de
la seconde moitié du XI1Xe siecle. Leur application est devenue large et diversifiée dans les

pays développés et en développement (Firestone et al., 2009).

Les solvants sont utilises sous diverses formes depuis I'antiquité. La valeur des solvants
organiques réside dans leur capacité a rester chimiquement stable lors de la dissolution de
diverses substances utiles, telles que les graisses, les cires et les résines. Leur facilité de
combustion a toujours été une faveur. Les alchimistes expérimentant le brai de houille ont
été les premiers a purifier et & caractériser divers constituants des solvants. Il convient de
noter que leur utilisation d’isolats bruts reste quelque peu la norme de nos jours, de
nombreux produits constituant des mélanges enrichis de plusieurs composés chimiquement
liés (par exemple 1’essence) et des schémas d’exposition de la population impliquant un
assortiment complexe de solvants, y compris non seulement les résidus indésirables de la
contamination industrielle d'une époque antérieure (par exemple, le trichloréthyléne dans
les eaux souterraines), mais également en tant que complément souvent recherché a notre

vie quotidienne (par exemple, I'éthanol dans un verre & vin) (Firestone et al., 2009).

D'innombrables applications pratiques des solvants ont été developpées au cours de
Iindustrialisation du XIXe siecle et ont donné lieu a des rapports sur la neurotoxicité des
solvants, tels que les études neuro-epidémiologiques réalisées aupres des travailleurs de la

mi-année (Firestone et al., 2009).



A Thoges de = f
FTUDE BIBLIOGRAPHIQUE oy ~ o

Au XIXe siecle, la distillation du goudron de houille, puis du pétrole, a conduit a la
production & grande échelle de nouveaux composés organiques, dont plusieurs ont été
utilisés a des fins médicinales comme anesthésiques par inhalation et de nombreux autres
qui ont été utilisés dans une myriade d'applications industrielles (Beauchamp et al., 1984;
Graham et al., 1995).

Au debut du XXe siecle, de nombreuses recherches ont permis de caractériser diverses
expositions aux solvants et divers effets correspondants sur la santé, définissant la
toxicologie des solvants organiques et les problemes de santé au travail et d’hygiéne
industrielle. Au cours des années 1970, le nombre de publications scientifiques et non
scientifiques a augmenté, suite aux inqui¢tudes suscitées, d’une part, par les effets sub-
cliniques démontrés par les progres techniques de la surveillance biologique et d’autre part,
par la reconnaissance des effets neuro-psychosociaux de 1’exposition volontaire a des
concentrations extrémement élevées de toluéne et d’autres substances volatiles (Sharp et

al., 2005).
2. Définition

Les solvants organiques sont des substances chimiques utilisés fréquemment dans les
industries (Lafon et al., 2006). Ce sont des liquides lipophiles, volatils, appelés composés
organiques volatils (COV) (HSE, 2014). lls contiennent un atome de carbone et un atome
d'’hydrogene au moins avec un poids moléeculaire faible. L’importance des solvants se
trouve dans leur capacité de dissoudre les huiles, les graisses, les résines, le caoutchouc et

les plastiques (Rutchik, 2018).

Les solvants forment une communauté variée de substances chimiques qui sont présents
dans toutes les sociétés modernes et industrialisées. Le contacte avec ces solvants se fait

usuellement sur le lieu du travail et dans les environnements (Jacob et al., 2008).

L’empoisonnement aux solvants est souvent illustré par des effets neurologiques
(ANSES, 2011) aigus et chroniques, touchant le systeme nerveux central et périphérique.

(Firestone et al., 2009).
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Les caractéristiques physico-chimiques des solvants (volatilité, solubilité) déterminent
leurs aspects toxico-cinétiques (absorption tissulaire, distribution dans les tissus,

biotransformation et I’¢limination) (Firestone et al., 2009).
3. Classification des solvants
Les solvants organiques peuvent étre classés par structure chimique (EC, 2007):

e Solvants halogénés

e Solvants oxygénés

e Solvants hydrocarbons
= Aromatiques

= Aliphatiques

4. Pénétration des solvants dans I’organisme
Les solvants peuvent entrer dans le corps par plusieurs facons et voies (OSH, 2014):

e Par voie respiratoire: inhalation de la vapeur des solvants dégagés par les colles, les
peintures, les vapeurs des solvants dans les industries et les laboratoires.

e Par voie cutanee.

e Par voie orale: absorption des solvants présents dans les aliments contaminés, 1’eau

et les cigarettes.

I11. Les hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés chimiques organiques composés que des atomes
de carbones (C) et d’hydrogene (H) de formule chimique CnHm (Benyahia et Mahdaouii,
2011). Les hydrocarbures regroupe un grand nombre de composés toxiques, on distingue
deux (02) grandes familles des hydrocarbures (aromatiques et aliphatiques) (Ayadim,

2014).
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1. Les hydrocarbures aromatiques

Ce sont des composés cycliques insaturés de formule chimique CnH2n possédant une

liaison simple. Les hydrocarbures aromatiques sont a 1’origine des anneaux formés par les

alcanes (Ayadim, 2014).

2. Les hydrocarbures aliphatiques

2.1. Les hydrocarbures aliphatiques insatureés

Ce sont des hydrocarbures non cycliques, il y a deux (02) catégories, les alcénes a
double liaison de formule CiH2n et les alcynes a triples liaison de formule ChHan-2
(Ayadim, 2014).

2.2. Les hydrocarbures aliphatiques saturés

Les hydrocarbures aliphatiques saturés font partie de la famille des alcanes paraffinés,
ont la formule chimique générale CnHan + 2 et peuvent étre a chaine linéaire ou a chaine

ramifiée. L'alcane le plus simple est le méthane (CHa).

La solubilit¢ des lipides augmente progressivement et la volatilit¢ diminue
progressivement avec l'addition progressive d'atomes de carbone. Le méthane, I'éthane, le
propane et le butane (un, deux, trois, quatre atomes de carbone, respectivement) sont des
gaz a température ambiante, et tous sont extrémement inflammables et peuvent former des
mélanges explosifs. Le pentane, I'hexane, I'heptane, l'octane, le nonane et le décane (cing,
six, sept, huit, neuf et dix atomes de carbone, respectivement) sont considérés comme

volatils (Abou-Donia, 2015).

Les hydrocarbures aliphatiques sont des solvants organiques et sont couramment
présents dans les mélanges complexes : essence, diesel, carburéacteurs et les essences

minérales (Makhloufi et Matmer, 2018).
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IV. Le n-hexane

1. Définition

Le n-hexane est un hydrocarbure aliphatique saturé de la famille des alcanes a chaine
linéaire, et qui possede six (06) carbones (CeHis). Le 2,5-hexanedione est le principal
métabolite actif du n-hexane. Il est peu soluble dans 1’eau mais soluble dans les huiles

(Gagné, 2008).

Le n-hexane est considéré comme le solvant le plus toxique des hydrocarbures saturés a
six (06) carbones, en raison de ces propriétés physico-chimiques (ANSES, 2014) (Tableau
1).

Tableau 1: Propriétés physico-chimiques du n-hexane.

Aspect Liquide

Couleur Incolore

Odeur Agréable (comme I’essence)
Changement d'état Point de fusion -95°C

Point d'ébullition 69°C

Point d'inflammation -26°C

Température d'auto inflammation 240°C

Danger d'explosion

e Limites d'explosion inférieure 1,2 Vol %

e Limites d'explosion supérieure 7,4 Vol %
Densité 0,66 g/cm3 a 20°C
Densité de vapeur 2,79 (air=1)
Miscibilité

e L’eau 0,01 g/l a20°C

e Solvants organiques 84%
Viscosite

e viscosité cinématique 0,5 mmz2/sa 20 °C

e viscosité dynamique 0,326 mPa-s a 20 °C
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Figure 1: Structure chimique du n-hexane (Carreén et Herrick, 2012).

2. Utilisation

Le n-hexane est un excellent solvant organique qui a été utilisé dans (HSDB, 2004;

Hayes, 2007):

e L’extraction des huiles végétales.

e Agent réactionnel et solvant dans la fabrication des polyoléfines, caoutchoucs

synthétiques et produits pharmaceutiques et comme agent dénaturant pour 1’alcool.

e Formulation de divers produits notamment les colles, les peintures les encres

d’imprimerie et les produits de nettoyage.

e Un composant de quelques carburants et solvants pétroliers, spécialement dans les

essences et les kérosenes.

e Utilisé pour le dégraissage, le nettoyage, en imprimerie, dans les industries du

textile, du vétement et de la chaussure.

e Réactif ou étalon d’analyse en laboratoire.

3. Classification toxicologique

La Commission Européenne (CE) a classé le n-hexane en tant que solvant (INRS,

2019) :

e Reprotoxique de catégorie 2, ce qui veut dire qu’il y a une forte supposition que le

n-hexane provoque une altération de la fertilité chez I’homme.

e Irritant pour la peau de catégorie 2.
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e Effets narcotiques de catégorie 3, il agit sur le systeme nerveux en provoquant le
sommeil.

e Danger chronique de catégorie 2 pour le milieu aquatique.

e Dangereux pour les organismes et les milieux aquatiques (R 51-53), il est toxique,
nuisible pour les organismes aquatiques et cause des dommages a long terme dans
I’environnement aquatique, respectivement.

e Liquide facilement inflammable, catégorie 2.

e Dangereux apres aspiration, danger de catégorie 1.

4. Source d’exposition

Le n-hexane est présent dans 1’essence, quasiment 1’étre humain est souvent exposé a
I’essence dans les stations service, les rejets des automobiles et les industries qui utilisent
des substances qui le contiennent (Teixeira et al., 2001) (exposition principalement

pulmonaire).

En raison des propriétés chimiques du n-hexane les gens s’exposent spécialement a ce
dernier par respiration. L exposition cutanée peut se faire en renversant du n-hexane sur la
peau (NJDH, 2012) dans les endroits ou le n-hexane est présent, tels que les stations
d’essence (INERIS, 2002), les industries chimiques et les laboratoires (US EPA, 2019).
Comme le n-hexane est utilisé pour les extractions des huiles végétales parmi elles les
huiles de cuisson, de faibles quantités peuvent étre présentes dans ces huiles de cuisson
(Fine et al., 2013). De plus le n-hexane peut s’introduire dans 1’eau et le sol lors de fuites
de réservoirs ou dans les décharges de déchets. La présence du n-hexane dans I’eau a été

détectée par chromatographie en phase gazeuse (Puyear et al., 1981; Franke et al., 1988).
5. Toxicité cinétique
5.1. Absorption

5.1.1. Absorption pulmonaire

Le n-hexane passe dans le corps par voie respiratoire, il est rapidement absorbé. Les

données de I’absorption de cette substance sont limitées (US EPA, 2005).

10
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Le n-hexane inhalé et expiré a été mesuré par Mutti et al. (1984) chez dix (10)
travailleurs qui ont été exposés régulierement a 69 ppm (243 mg/m?®) pendant 8h dans le
cadre du travail, le taux du n-hexane absorbé par le poumon a été estimé a 17%. Selon
I’INRS (2019) I’absorption du n-hexane est de 28% chez I’étre humain, aprés une

exposition par inhalation ou cutanée.

La concentration du n-hexane dans le sang est en corrélation avec sa concentration dans
I'air et dans l'air alvéolaire (Brugnone et al., 1978). D’aprés Veulemans et al. (1982), la

concentration du n-hexane atteint le pic aprés 15 minutes d'exposition.

Les recherches ont montré que le taux d’absorption pulmonaire, prend en considération
la rétention (différence entre air inspiré et air expiré), la ventilation alvéolaire, la fraction
d’exposition spécifique (coefficient de partage sang/air de la substance), le temps

d’absorption et le poids corporel (Krishnan et Carrier, 2008).

/Dose inhalée (mg/kg/jour) = M\

PC

C : Concentration de I’air (mg/L)
Q : Débit alvéolaire (L/h)
t : Temps de I’exposition (h)

F : Fraction d’absorption

Qg : Poids corporel (kg) /

5.1.2. Absorption cutanée

La majorité des solvants hydrocarbonés sont mal absorbés par la peau. Des études
menées par Tsuruta (1982) sur les taux d'absorption du n-pentane, de 2-méthylpentane, du
n-hexane, du n-heptane et du n-octane en utilisant des lambeaux cutanés abdominaux
excisés de rats. Les résultats ont révélé que le taux d'absorption était inversement

proportionnel au nombre d'atomes de carbone, le pentane ayant le taux d'absorption

11
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percutanée le plus élevé (0,519 nmoles/min/cm? de peau) et le n-octane le plus bas
(0,0817x10° nmoles/min/cm?). Un taux de pénétration équivalente a été enregistré pour le
n-hexane et son isomére 2-méthylpentane, a 0,0118 et 0,0209 nmoles/min/cm?
respectivement. Le taux d'absorption cutanée général du n-hexane a été estimé a < 0,1

pg/h/cm?,

L’absorption cutanée du n-hexane est faible, les d'études sur les humains et les animaux
ont montré que les alcanes en C5 - C12 sont mal absorbés apres une exposition cutanée.
Comme les taux d'absorption percutanée en relation inverse avec le nombre d'atomes de
carbone dans les molécules, et logiquement il a été supposé que les taux d'absorption

percutanée pour les composants aliphatiques avec > 12 carbones seraient encore inférieurs a

ceux mesurés pour les composants a C10 - C12 (Mckee et al., 2015).
5.1.3. Absorption digestive

Le n-hexane est absorbé par le tractus digestif tout au long du tube gastro-intestinal,
I’absorption dépend du pH et de la forme ionisée/non-ionisée des substances ingérées. Le n-
hexane est un solvant liposoluble donc non-ionisé ce qu’il lui donne 1’avantage d’étre

absorbé rapidement dans 1’estomac (Gagne, 2008).

La dose du n-hexane absorbée par ingestion n’a pas été indiquée ni chez 1’étre humain ni

les animaux de laboratoire (US EPA, 2005).

Les solvants hydrocarbonés sont bien absorbés aprés une exposition orale, mais
I’augmentation du poids moléculaire baisse 1’absorption des solvants hydrocarbonés
ingérés (Mckee et al., 2015). Des rats males ont regu certains hydrocarbures aliphatiques
saturés et insaturés plus précisément des alcanes dans le but de comprendre leur phénoméne
d’absorption orale, les résultats ont montré que 1’absorption des hydrocarbures se fait
essentiellement dans l'intestin gréle et qu'il n'y avait aucune différence dans les taux
d'absorption des hydrocarbures aliphatiques saturés et insaturés ayant le méme nombre de
carbones (Albro et Fishbein, 1970).

12
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Il a été conclu que le nombre de carbone était le déterminant le plus important de
I'absorption avec une relation inversement proportionnelle entre le nombre de carbone et la

fraction absorbée, représentée par la formule empirique :
Pourcentage d'absorption = 115,9-3,94 x nombre d'atomes de carbone.

Selon cette formule, le pourcentage d’absorption du n-hexane administré par voie orale

est de 92,26 % (Mckee et al., 2015).
5.2. Distribution

Le n-hexane est un solvant liposoluble. Une fois le n-hexane absorbé, il passe dans le
sang ou il atteint son pic dans une heure et quarante minutes (1 h 40), le taux dans le sang
reste stable jusqu’a la fin de 1’exposition puis diminue. La moyenne de la demi-vie du n-
hexane dans le sang est de 1,5 h a 2 h (Vermeulen et al., 2006). En premier lieu le n-
hexane est transporté dans le foie, I’organe de métabolisation. Le n-hexane est décomposé
en métabolites qui sont apres distribués par ordre d’affinité (graisses, foie, cerveau, muscle,
rein, cceur et poumon). La demi-vie du n-hexane dans les tissus adipeux est de 64 h (INRS,

2019).

Des études faites par Bus et al. (1979) sur des rates femelles gestantes et des rats males
exposés au n-hexane par inhalation a 1000 ppm pendant 6 heures. Les résultats obtenus ont

montré la présence du n-hexane dans le sang, le foie, le rein, le cerveau et le feetus.

Les mémes chercheurs ont indiqué que la substance et deux (02) de ses métabolites
(méthyl-n-butyl cétone et 2,5-hexanedione) traversent la barriere placentaire chez les rats
exposés par inhalation (1000 ppm, 6 h/j, 15 a 18 j de gestation). Le taux de ces trois (03)

substances dans le sang maternel et les feetaux est similaire.

Aucune étude n’est disponible sur la distribution du n-hexane suite & une ingestion chez

I’homme ou I’animal (ANSES, 2014).
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5.3. Métabolisme

Le métabolisme des substances se fait dans le foie en utilisant des enzymes
hépatiques. Le n-hexane est dégradé par les oxygénases a cytochrome P450 en substances

alcooliques et cétoniques (INRS, 2019).

L’oxydation du n-hexane nous permet de distinguer deux (02) voies de transformation.
La premiere voie emmene a une détoxification, une quantité du n-hexane se métabolise et
donne deux (02) composés non toxiques (1-hexanol et 3-hexanol), alors que la seconde voie
conduit a la transformation du n-hexane en un métabolite toxique (2-hexanol). Ce dernier
est décomposé en 2-hexanone et 2,5-hexanediol qui se métabolisent finalement en 5-
hydroxy-2-hexanone, 2,5-hexanedione et 4,5-dihydroxy-2-hexanone (Figure 1). La 2,5-

hexanedione est le principal métabolite toxique (Walker et al., 2006).

Van Engelen et al. (1997) ont déterminé le temps de la métabolisation du n-hexane,
apres faire exposer des volontaires a 60 ppm pendant 15,5 minutes le matin et 1’apres-midi.
Un sommet de 2,5-hexanedione dans le sang a €té enregistré entre 16,2 et 19,8 minutes au

début de I’exposition.

1-Hexanol 3-Hexanol

~. -

n-Hexane

l

2-Hexanol

T

2.5-Hexanediol 2-Hexanone

\/

5-Hydroxy-2-Hexanone

R
2.5-Hexanedione

W
4.,5-dihydroxy-2-hexanone
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Figure 2: La métabolisation du n-hexane chez I’homme et le rat dans le foie (Walker et
al., 2006).

5.4. Elimination

Beaucoup d’études humaines ont examiné 1’élimination du n-hexane dans les urines, ils
ont montré la présence de la 2,5-hexanedione, 2,5- dimethylfurane, 2-hexanol et la y-
valerolactone dans 1’urine des travailleurs (Mayan et al., 2001; Dos Santos et al., 2002;

Prieto et al., 2003).

Chez I’étre humain, 10 % du n-hexane absorbé est éliminé sous forme inchangée dans

I’air expiré. La demi-vie d’excrétion des métabolites est de 13h a 14 h (INRS, 2019).

Plusieurs études expérimentales ont expliqué 1’excrétion urinaire aprés une exposition
au n-hexane par inhalation, ils ont détecté des quantités de la 2-hexanone, la 2,5-
hexanedione, la 5-hydroxy-2-hexanone, le 2-hexanol, le diméthylfurane, le 3-hexanol et la
y-valerolactone dans les urines des animaux exposés au n-hexane (Baker et Rickert, 1981;

Frontali et al., 1981).

Pour suivre le passage du n-hexane, des rats ont été exposés au n-hexane marqué au
carbone 14 par inhalation. 12 % a 500 ppm a été excrété par les poumons et de 60 % a 70 %

par excrétion urinaire ou le métabolite majeur est le 2-hexanol (ECSC, 2009).

Une seule étude chez I’homme suite a une exposition des volontaires au n-hexane par
voie orale a été explorée par Baelum et al. (1998). Ils ont montré ’existence de la 2,5-

hexanedione dans les urines des volontaires.
6. Mode d’action

La toxicité du n-hexane touche principalement le systéme nerveux periphérique. Des
travaux faites sur des rats ont révélé que 1’exposition au n-hexane baisse le taux des
protéines marqueurs spécifiques des nerfs dans la partie distale du nerf sciatique, tandis que
le taux de ces protéines n’a pas été changé dans les parties des nerfs sciatique proximal et

dans le cerveau (Huang et al., 1992). La 2,5-hexanedione est le métabolite du n-hexane,
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qui est un composé neurotoxique (Abou-Donia et al., 1982). La neurotoxicité de 2,5-
hexanedione est trente huit (38) fois plus toxique que la molécule meére "n-hexane"
(Krasavage et al., 1980). Spencer et Schaumburg (1976) ont montré que la 2,5-
hexanedione a provoqué une neuropathie chez les rats traités. La 2,5-hexanedione fait de la
famille des y-dicétones qui sont neurotoxique, par contre la famille des a- et B-dicétones qui

ne le sont pas (DeCaprio et al., 1982).

Decaprio et al. (1982); LaPachin et Gavin (2015) supposent que la neurotoxicité de
2,5-hexanedione peut étre due a sa liaison avec des composants axonaux, il se fixe sur des
groupes amino fonctionnels (NH2) des protéines axonales produisant des groupes pyrroles
substitués (DeCaprio et O'Neill, 1985; Genter et al., 1987). Les a- et B-dicétones se lient
a ces amino fonctionnels (NH2), mais ne forment pas les groupes pyrrole, seuls les y-

dicétones forment ces pyrrole (DeCaprio et al., 1982).

Des neurofilaments ont été accumulés aprés une neuropathie causée par le n-hexane
(Decaprio et O'Neill, 1985). Trois (03) hypothéses ont été proposées pour expliquer cette

accumulation des neurofilaments :

e Les changements physico-chimiques déclenchés par I'adduit pyrrole hydrophobe
entrainant une perturbation de la fonction ou du transport des neurofilaments
(Decaprio et O'Neill, 1985).

e | 'auto-oxydation des produits d'addition de pyrrole entrainant une réticulation entre
les neurofilaments (Graham et al., 1982a; Graham et al., 1995; Anthony et al.,
2009).

e Perturbation des relations normales entre les neurofilaments et les composants du

cytosquelette, en particulier les microtubules (Griffin et al., 1984).

Quelle que soit la cause de l'accumulation de neurofilaments, Decaprio et O'Neill
(1985) pensent que l'effet extréme de ces changements est le blocage physique du flux

d'éléments nutritifs axonaux et la dégénérescence nerveuse subséquente.
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7. Le n-hexane dans I’environnement

Les rejets totaux du n- hexane dans I'environnement en 2006 se situaient entre 1 000 et 5
000 tonnes (1 a 5 millions de kilogrammes), dont la majeure partie était rejetée dans le
compartiment atmosphérique vers 99,7 % de la quantité totale des rejets déclarés (LCPE,
1999). Des concentrations de 0,25% et 0,05% des rejets ont été mesurés dans l'eau et la
terre, respectivement (ECSC, 2009). 4,438 millions de kg du n-hexane dans I’air a été
signalé dans 1’inventaire national des rejets de polluants (INRP), tandis que, des rejets de

855 kg dans I’cau et de 1200 kg dans la terre ont été déclarés en 2006 (INRP, 2009).

L’absorption du n-hexane dans la terre et les sédiments est faible relativement.

Principalement le n-hexane résidera dans l'air et dans I'eau (EQC, 2003).
8. Toxicite

En général on distingue trois (03) types d’intoxication. Cette derniére prend en compte,

la dose, la durée d’exposition (Lauwerys, 2007).
8.1. Toxicité aigué

C’est une intoxication causée par une exposition a une dose unique forte sur une période
courte généralement 24 h. La dose aigué est définie aussi comme la dose qui tue 50 % de la
population exposée a cette dose (Lauwerys, 2007). La toxicité aigué du n-hexane est

représentée dans le tableau 2.

Tableau 2: Les valeurs de la toxicité aigué du n-hexane (Sigma-Aldrich, 2017).

Voie d’administration Espece CL50/DL50
Inhalation Rat 73680 ppm/4h
Ingestion Rat 28700 mg/kg
Cutanée Lapin 3000 mg/kg

8.1.1. Toxicité aigué par inhalation

L’inhalation et/ou I’absorption cutanée de fortes concentrations du n-hexane induisent

chez le rat des symptbmes de dépression du systeme nerveux central (incoordination
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musculaire, prostration, coma) et une irritation du systéme respiratoire réversibles apres
I’exposition. Chez des souris, I’exposition a 32 000 ppm pendant cing minutes déclenche
une anesthésie profonde et une exposition a 64 000 ppm, un arrét respiratoire dans les 4 a 5
minutes (ATSDR, 1999).

8.1.2. Toxicité aigué cutanée

L’usage cutané du n-hexane a 45 %, 4 h sous occlusion sur des lapins (1 320 - 3 300

mg/kg) cause une incoordination et la mort, a la plus forte dose, 5 jours aprés 1’exposition.

L’usage cutané occlusif unique de 0,5 ml du n-hexane pendant 24 h provoque sur la
peau une irritation chez les lapins, qui devient plus intense en cas d’application répétée (10
jours de suite). L’instillation dans I’ceil de lapin de 0,1 ml du produit pur ou de qualité

commerciale n’entraine qu’une légere irritation (WHO, 1991).
8.1.3. Toxicité aigué par ingestion

L’exposition a une forte dose du n-hexane par voie orale peut induire des effets néfastes.
Les signes d’une intoxication aigué par le n-hexane sont manifestés par des nausées, des
vomissements, des étourdissements, de somnolence, ainsi il peut entrainer une dépression
du systeme nerveux central. En cas de vomissement, le n-hexane peut étre aspiré dans les

poumons, avec un risque de provoquer une pneumonie chimique (Sigma-Aldrich, 2017).
8.2. Toxicité sub-chronique et chronique

C’est une intoxication induite apres des expositions répétés a des faibles doses durant

une longue durée (pendant quelques semaines, mois et années) (Lauwerys, 2007).

Les effets toxiques dans ce type d’exposition se développent soit car il y a une
accumulation de la substance toxique dans le corps ou sa concentration augmente
graduellement jusqu'a il arrive a une concentration capable d’entrainer des effets toxiques,
soit car les effets engendrés par des expositions répétés s’additionnent sans que le toxique

ne s’accumule dans le corps comme le cas du n-hexane (Lauwerys, 2007).
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La 2,5-hexanedione est le principal métabolite trouvée apres une exposition au n-hexane
et la substance soupgonnée d'étre responsable de la neurotoxicité de la substance et des
effets toxiques sur les testicules. Les effets testiculaires observés chez le rat n'ont pas été
bien documentés chez I'homme (US EPA, 2005).

Aussi, une pneumopathie a été détectée aprés une exposition au n-hexane (US EPA,

2005).
8.2.1. Etudes sur la santé humaine

Les effets critiques d'une exposition chronique au n-hexane semblent étre une toxicité
testiculaire et une neurotoxicité a la fois pour le systeme nerveux central et périphérique
(Alhyan, 2014).

La neuropathie périphérique est bien décrite aprés une exposition industrielle au n-
hexane, la neuropathie au n-hexane se caractérise par un gonflement axonal et une

accumulation de neurofilaments (Alhyan, 2014).

Les effets testiculaires observés chez le rat n'ont pas €té bien documentés chez I'nomme.

D’autre part une atteinte pulmonaire peut étre induite par le n-hexane a type d’une

pneumopathie (US EPA, 2005).

La 2,5-hexanedione est le principal métabolite trouvée chez I'homme exposé au n-
hexane et la substance soupconnée d'étre responsable de la neurotoxicité et des effets

toxiques sur les testicules (US EPA, 2005).

Les premiers symptdmes de neurotoxicité sont généralement sensoriels et consistent-en
des picotements, un engourdissement, des sensations de brilure ou des picotements dans les
pieds ou les orteils, suivis d'une faiblesse musculaire progressive d'abord dans les
extrémités inférieures et supérieures. Les nerfs distaux sont plus souvent touchés (US EPA,

2005).
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8.2.1.1. Effets sur le systéme nerveux

Plusieurs études épidemiologiques ont confirmé que I'exposition professionnelle au n-
hexane provoque une polyneuropathie chez I'homme, spécifiquement chez les travailleurs

de chaussures.

Chaqgda et al. (2019) ont signalé une neuropathie sensorimotrice chez des sniffeurs
apres l'inhalation addictive de n-hexane dans de colle. Aussi, une neuropathie a été révélée

chez des employes dans les usines de chaussures et de sacs (Sendur et al., 2009).

Chez dix huit (18) patients qui travaillaient dans une usine de fabricant de chaussures,
une diminution des vitesses de conduction motrice et sensorielle apres une exposition au n-
hexane d’une durée entre neuf (09) et douze (12) mois a été signalé (Kutlu et al., 2009).
Egalement, un ralentissement de la conduction nerveuse et sensorielle a été signalé chez

quatre vingt douze 92 patients atteints d’intoxication chronique au n-hexane (Huang et al.,
2010).

Lésions des nerfs moteurs et sensoriels ont été enregistrées a I’aide d’un examen
électromyogramme qui examine la vitesse de conduction nerveuse chez vingt cing (25)

travailleurs d’une société de produits électroniques (Wang et al., 2015).

Certaines études ont aussi investigué les fonctions visuelles et les altérations possibles
de la vision des couleurs chez les travailleurs exposes a des solvants contenant du n-hexane

(Gobba et Cavalleri, 2003; Iregren et al., 2002; Issever et al., 2002).

En Algérie, une étude épidémiologique réalisée par le service universitaire de la
médecine du travail au niveau de 1’établissement public hospitalier de Rouiba a enregistré
des intoxications chez des travailleurs exposés au n-hexane dans les usines fabricants

spécialement le cuir et le plastique (Kamen-Bouhadiba et al., 2014).

Les humains peuvent se rétablir de la neuropathie causée par le n-hexane dans un délai
de trois (03) ans suivant la fin de I'exposition, mais une détérioration de la force musculaire
et des sens est habituellement aggravée dans les deux (02) a cing (05) mois suivant la fin de

I'exposition avant qu'un lent rétablissement prenne place. Toutefois, certains effets
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neurotoxiques peuvent persister dans des cas d'exposition trés élevée. Le mécanisme de

progression continue des effets aprés la fin de I'exposition n'est pas clair (Huang, 2008).
8.2.1.2. Effets sur la reproduction

Aucune ¢étude sur 1’homme n’a été référencée dans la littérature concernant

spécifiqguement la toxicité du n-hexane sur la reproduction (ANSES, 2014).

Avant 2017, le n-hexane était classeé parmi les substances reprotoxiques de catégorie 2,
ou sa reprotoxicité sur I’homme est incertaine. Mais, en 2017 et plus précisément le 15
Décembre, des experts qualifiés de 1’office californien d'évaluation des dangers pour la
santé qui sont les représentants du comité d’identification des substances reprotoxiques, ont
classé définitivement le n-hexane dans la liste des substances chimiques causant une

toxicité sur la reproduction masculine, sur la base de la proposition 65 (OEHHA, 2017).

Dans I’étude de Sallmen et al. (2008) un indice de fécondité réduit a été enregistré chez
197 femmes travaillant au Portugal exposées a des solvants dans une fabrique de
chaussures, par rapport aux femmes non exposées. Les auteurs suggerent qu’il y a un lien

entre 1’exposition a des solvants dont le n-hexane et la diminution de I’indice de fécondité.

8.2.2. Etudes expérimentales sur les animaux de laboratoire

8.2.2.1. Effetssur le systeme nerveux

Beaucoup d’¢études et recherches scientifiques sur des modeles des animaux de

laboratoire ont révélé que I’exposition au n-hexane provoque une neuropathie périphérique.

Les résultats les plus rapportés dans les données animales aprés une exposition au n-
hexane au sujet de la neuropathie périphérique, sont caractérisés par une dilatation et une

dégenérescence des axones (ANSES, 2014).

Dans une étude sur des rats males adultes Sprague—Dawley exposes au 2,5-hexanedione
a des doses de 175 mg/kg pendant 101 jours et 400 mg/kg pendant 26 jours, a demontré une
neuropathie périphérique manifestée par une atrophie axonale dans les nerfs périphériques
(LoPachin et al., 2005).

21



A Thoges de = f
FTUDE BIBLIOGRAPHIQUE oy ~ o

Des changements neurologiques ont été signalés chez des rats Sprague-Dawley exposés
au n-hexane par gavage a une dose de 2700 mg/kg pendant 8 semaines (5 jours/semaine),
les observations ont montré une diminution des vitesses de conduction motrice des nerfs;

une paralysie des membres postérieurs (Ma et al., 2006).
8.2.2.2. Effetssur la reproduction

Le n-hexane a été classifié par la commission européenne comme un solvant
préoccupant pour la reproduction humaine (ECSC, 2009). Cette répartition a été faite en
basant sur les résultats observés chez le rat male aprés une inhalation ou une exposition
orale au n-hexane ou a son métabolite 2,5-hexanedione, qui déchiffrent des atteintes

histologiques testiculaires et des changements des parametres du sperme (CE, 2004).

Chez des rats, une toxicité testiculaire a été observée dans un nombre limité d’études, a
des doses fortes, par inhalation et par ingestion. Lorsqu’ils surviennent a I’issue d’une

exposition courte (< 24h), ces effets sont réversibles (Boekelheide, 1988).

L'exposition au n-hexane induit une altération testiculaire par son métabolite la 2-5-
hexanedione. La cellule cible de la 2-5-hexanedione est la cellule de Sertoli, spécifiquement

touche les cellules de soutien de I'épithélium séminifére (Boekelheide, 1988).

Siracusa et al. (1992) ont révelé que I'exposition au métabolite du n-hexane provoque

une diminution du nombre d'ovocytes en croissance apres 42 jours d’exposition.

Dans une étude réalisée par DeMartino et al. (1987) sur des rats males a révélé que
I’exposition de ces rats au n-hexane par inhalation pendant un (01) jour a six (06) semaines
entraine des altérations au niveau des testicules. Ces dommages ont été définis par une
dégenérescence des cellules germinales et une inflammation dégéneérative dans les tubes

séminiferes.

Des rats males ont été exposés au n-hexane par gavage a raison de 0, 570, 1140 et 4 000
mg/kg 5 jours/semaine pendant 90 jours et 120 jours pour la dose la plus élevee. Les
résultats obtenus ont constaté une atrophie de I’épithélium germinal testiculaire a la dose la

plus forte (Krasavage et al., 1980). Des résultats similaires ont été observes par Nylen et
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al. (1989) aprés avoir exposé des rats males Sprague Dawley au n-hexane par inhalation
pendant dix mois (10) & une dose de 1 000 ppm, 18 heurs/jours 7 jours/7 jours pendant 61

jours.

Concernant ’effet du n-hexane sur la fertilit¢ féminine, une réduction significative du
nombre d'ovules avec une altération des ovocytes menant a l'apoptose chez des souris
femelles exposés au n-hexane par inhalation a des doses de 0, 5.7, 22.5, et 90.9 ml/m? 8

heures/jour (Liu et al., 2013).

Egalement, une perturbation des hormones sexuelles ovariennes a été rapportée dans une
étude réalisée par Liu et al. (2012) sur quarante (40) souris femelles exposées au n-hexane
par inhalation a des doses de 0, 3.0, 15.1 et 75.8 ml/m 3 4 heures /jour pendant cing (05)
semaines. Les résultats ont démontré une diminution du taux d’cestrogéne a la dose la plus
forte (75.8 ml/m?®). Pareil pour le taux de progestérone les résultats ont montré aussi une

diminution mais aux doses 15.1 et 75.8 ml/ m?3
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I. Matériels et méthodes
1. Matériels

1.1. Choix du produit utilisé

Le solvant utilisé est le n-hexane commercial avec une pureté de 95% (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) (Sigma-Aldrich, 2017).

Formule Co6H14

Poids moléculaire | 86,18 g/mol

Ce doctorat a pour but scientifique d’étudier 1’effet sub-chronique des faibles doses du

n-hexane par voie orale.

Le choix du solvant, n-hexane et le type d’administration a été fait particuliérement

pour les raisons suivantes:

e Le passage du n-hexane par ingestion est possible, des quantités du n-hexane étaient

détectées dans les huiles extrayaient par le n-hexane (Overton et Manura, 1995).

e Evaluer I’effet de faibles doses du n-hexane sur la reproduction masculine. Selon la
fiche toxicologique publié sur Library Wiley le n-hexane ne provoque pas un effet

reprotoxique chez ’homme et les rats males qu’aprés une exposition a de fortes

doses (Library Wiley, 1996).

Un LOAEL a 1000 ppm par inhalation et un LOAEL/NOAEL de 1140/4000
mg/kg/j par voie orale ont été identifiés. Ils correspondent aux valeurs les plus
basses retrouvées dans les études ayant mis en évidence des effets sur la fertilité

(CE, 2004).

1.2. Animal de laboratoire utilisé

L’expérience a été réalisée sur trente cing (35) rats Wistar males adultes provenant de

I'institut Pasteur en Algeérie, d’un poids corporel moyen de 300 + 18 g. Les rats ont été
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soumis a une période d’adaptation d’un mois et ont été maintenus dans I'établissement dans
un environnement et conditions naturelles. Ils ont été nourris avec de 1’eau ad libitum et
avec un aliment sous forme de croquettes 20 g pour chaque rat a base de blé, mais et orge

acheté du complexe agro-alimentaire (EI-Kseur, Béjaia).

2. Méthodes

2.1. Protocole expérimental

Afin d’étudier I’effet toxique du n-hexane sur la physiologie et la reproduction chez un
modéle d’animal de laboratoire (rat Wistar), les rats ont été repartis en cing groupes, dans
chaque groupe sept rats (n=7), deux (02) groupes controles (groupe contrdle et groupe
contrdle positif) et trois (03) groupes traités qui ont recu du n-hexane dissout dans 0,5 ml
d’huile de coton, a des doses de 300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg par gavage chaque
jour pendant huit (8) semaines. Aprés la période d'expérimentation, les rats ont été sacrifiés
par décapitation, le sang a été recueilli, aussi les organes (foie, rein, poumon, testicule) de
chaque animal ont été prélevés, pesés et conserveés immédiatement dans le formol (C=

10%). Les doses administrées pour chaque lot de rat sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Doses des substances utilisées.

Contréle Contréle positif  Dose 1 Dose 2 Dose 3
Eau de Huile de Coton (mg/kg/j) (mg/kgl]) (mg/kg/j)
robinet (ml/j)
(ml/j)
Lot 1
1ml - - - -
Lot 2 - 0,5ml - - -
Lot 3 - - 300 mg/kg - -
Lot 4 - - - 600 mg/kg -
Lot5 - - - - 1200 mg/kg

2.2. Prélevement sanguin
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A la fin de I’étude expérimentale, les rats ont été mis a jeun pendant 24h. lls ont été
sacrifiés apres par décapitation, la glycémie a été mesurée par glucometre et le sang a été

immédiatement recueilli dans des tubes:
Tubes a EDTA: pour la détermination de la formule de numération sanguine (FNS).

Tubes secs: le sang recueilli a subit une centrifugation a 5000 tours/min pendant 15
minutes, le sérum résultant est conservé a -20 °C pour le dosage des parameétres

biochimiques.

Tubes a héparines: le sang recueilli a subi une centrifugation a 5000 tours / minute
pendant 15 minutes; le plasma récupéré a été utilise pour le dosage de 1’hormone

gonadotrophine (LH) et stéroidienne (Testostérone).
2.3. Prélevement des organes

Les organes (foie, rein, poumon, testicule, épididyme) ont été récupérés par dissection
aprés une ouverture abdominale des rats sacrifiés. Une fois débarrasseés de leurs tissus
adipeux, les organes ont été pesés pour déterminer le poids relatif et conservés dans le

formol (C= 10%) pour 1’étude histologique.
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‘ Période d’adaptation ]

Contréle Controle positif Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

1 mlfj Eau de 0,5 ml/j Huile de 300 mg/kg 600 mg/kg 1200 mg/kg
robinet Coton n-Hexane n-Hexane n-Hexane

‘ Traitement huit (08) semaines J

{ Décapitation J

Récupération des organes ] [ Récupération du sang

—

Dosage des Histologie et Dosage des Dosage des
paramétres du Histochimie du paramétres paramétres
Stress Oxydatif foie, rein , poumon Hématologiques Biochimiques et

(GSH, MDA) Hormonaunx

, testicule GR,GB...

Figure 3: Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

2.4. Parameétres étudiés

2.4.1. Parametres hématologiques

La formule de numération sanguine (FNS) du sang recueille dans des tubes EDTA
(anticoagulant) a ¢été mesurée a I’aide d’un analyseur d’hématologie (Abacus 4). Les
parameétres déterminés sont: globules rouges (GR), globules blancs (GB), hémoglobines

(HB), hématocrites (HTC), plaquettes (PLT), lymphocytes (LYM), éosinophiles (EOQS),
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granulocytes (GRA), volume globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration

corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH).

2.4.2. Parametres biochimiques
2.4.2.1. Paramétres biochimiques hépatiques

2.4.2.1.1. L’aspartate aminotransférase

Le dosage de I’aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la

fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

L’aspartate aminotraOnsférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-cétoglutarate
formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit en malate par la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH, H* (Murray, 1984b).

AST
Aspartate + a-cétoglutarate —— > Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H* ——» Malate + NAD"

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

I’activité de I’aspartate aminotransférase dans 1’échantillon (sérum).
2.4.2.1.2. L’alanine aminotransférase

Le dosage de I’alanine aminotransférase a été réalis¢ par la méthode cinétique selon la

fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate transaminase
(GPT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'alanine au o-
cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la

lactate- déshydrogénase (LDH) et le NADH (Murray, 1984c) selon les réactions suivantes:
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Alanine + a-cétoglutarate Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH+H?* ﬂ» Lactate + NAD"

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

proportionnel a I’activité catalytique de 1’alanine aminotransférase.
2.4.2.1.3. La phosphatase alcaline

Le dosage de la phosphatase alcaline a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit Spinréact.
» Principe:

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'nydrolyse du p-nitrophényl phosphate a pH

10,4, libérant le p-nitrophénol et le phosphate (Wenger, 1984), selon la réaction suivante:

LDH
p-Nitrophényl-phosphate + H2O ~ ——— p-Nitrophényl + Phosphate

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

proportionnel a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline.

2.4.2.1.4. Le glucose
» Principe:

Le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucomeétre qui utilise des
bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostique in vitro pour le
test de la glycémie. Elles sont concues pour mesurer le glucose dans le sang total capillaire.
La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le glucose

dans le sang et qui produit de I’acide d-gluconique et du peroxyde d’hydrogéne.
2.4.2.1.5. Les protéines totales

Le dosage des protéines totales a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique

selon la fiche technique du Kit Spinréact.

29



C 7/’1 eses de (]

MATERIELS ET METHODES Dactarar®

» Principe:

En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de sels de

cuivre ; ces sels contiennent de I’iodure qui agit comme un antioxydant.

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle & la concentration de protéines

totales dans 1’échantillon testé (Koller, 1984 ; Burtis, 1999).

2.4.2.2. Paramétres biochimiques rénaux

2.4.2.2.1. Lacréatinine

Le dosage de la creatinine a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium comme décrit
par Jaffé. La créatinine réagit avec le picrate alcalin formant un complexe rouge.
L'intervalle de temps est choisi pour les mesures de telle sorte qu’il évite des interférences
avec d'autres constituants de serum. L'intensité de la couleur est proportionnelle a la

concentration en créatinine dans I'échantillon (Murray, 1984a).
2.4.2.2.2. L’urée

Le dosage de I'urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

L’uréase hydrolyse 1’urée en ammonium (NH4+) et dioxyde de carbone (CO2). Les ions
ammonium formés réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite en présence du
nitroprussiate, pour former un indophénol vert (Kaplan, 1984), selon les réactions ci-

dessous:
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Urée + H20 __Urease  (NH4%) 2+ CO2

NH4+ + Salicylate + NaCIO Nitroprussiate » Indophénol

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration de I’urée

dans I’échantillon.
2.4.2.2.3. L’acide urique

Le dosage de I’acide urique a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique

selon la fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

L'acide urique est oxydé par I’uricase en allantoine et peroxyde d'hydrogéne (2H202)
qui, sous linfluence de la peroxydase, du 4-aminophénazone (4-AP), et du 2-4
dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinonéimine (Schultz,

1984) donné par les réactions suivantes:

Uricase
Acide urique + 2H20 + 02 —— Allantoine + CO2 + 2 H202

2H202 + 4-AP + DCPS POD » Quinonéimine + 4H20

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration de

’acide urique dans 1’échantillon.

2.4.2.3. Parametres biochimiques lipidiques

2.4.2.3.1. Le cholestérol

Le dosage du cholestérol a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon

la fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des détergents. La
cholestérol estérase hydrolyse les esters et le H202 est formé dans la réaction d'oxydation

enzymatique du cholestérol sous I'action de la cholestérol oxydase. Le peroxyde
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d’hydrogéne réagit avec le phénol pour produire le quinonéimine (Naito, 1984), selon les
réactions suivantes:

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20 » Cholestérol + Acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O2 » Cholest-4-en-3-one + H202
) POD ) .
Esters de cholesterol + H20 ———— > Cholestérol + Acides gras

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration du

cholestérol dans 1’échantillon.
2.4.2.3.2. Les triglycerides

Le dosage des triglycérides a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique

selon la fiche technique du Kit Spinréact.
» Principe:

Les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase (LPL), libérent le glycérol et les

acides gras libres. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (G3P) et adénosine-5-

diphosphate (ADP) par la glycérol kinase et 1’adénosing triphosphate (ATP). Le glycérol-3-

phosphate (G3P) est alors converti par la glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en
dihydroxyacétone phosphate (DAP) et peroxyde d'hydrogene (H202). Dans la derniére
réaction, le peroxyde d'hydrogéne (H202) réagit avec 4-aminophénazone (4-AP) et p-
chlorophénol en présence de la peroxydase (POD) pour donner une coloration rouge

(Buccolo et al., 1973). Le protocole comprend donc les réactions suivantes:

LPL
Triglycérides + H20 » Glycérol + Acides gras libres
Glvcérol kinase
Glycérol + ATP » Glycerol-3-phospahte + Adénosine-5-diphosphate
GPO

Glycérol-3-phospahte + 02 ——»  Dihydroxyacétone phosphate + H202

POD
H202 + 4-AP + p-Chlorophénol — » Quinone + H20
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L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration des

triglycérides dans 1’échantillon.

2.4.2.4. Parameétres biochimiques tissulaires
2.4.2.4.1. Glutathion

Le dosage du glutathion (GSH) a éte effectue au niveau du foie, des reins, du poumon et
des tecticules selon la méthode de Weckbecker et Cory (1988) et exprimé en uM/mg de
protéines. 200 mg de chaque tissu a été homogénéisé dans 8 ml d'une solution d'acide
éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M, puis il a ét¢ mélangé par 1’acide sulfo-
salycilique (SSA) 0,25%. Apres une centrifugation de 1000 tours/min pendant 5 minutes en

rajoutant 25 pl de DTNB et 1 ml de Tris-EDTA, I'absorbance a été mesurée a 412 nm.
2.4.2.4.2. Malondialdéhyde

La concentration du malondialdéhyde (MDA) est I’indice de peroxydation lipidique.
Cette derniere a été déterminée dans le poumon selon la méthode de Draper et Hadley

(1990) qui est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide

thiobarbiturique (TBA) et le dialdéhyde malonique (MDA).

Le dosage de MDA a été fait au niveau du poumon. 500 mg de ce dernier a été
homogénéisé dans 5 ml d'une solution de tampon phosphate (0,1 M, pH 7.4), puis ont été
broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur pendant 30 secondes pour obtenir un

homogénat.

Une quantité de 500 ul d’aliquote de surnageant d'extrait du poumon a été mélangé dans
0,5 ml TCA (20 %) et 1 ml TBA (0,67 %) et incubé pendant 30 minutes a 95 °C. Apres
centrifugation de 10 minutes a 5000 tours/minute, I'absorbance du mélange réactionnel est
déterminée a 532 nm. La quantité du MDA dans le poumon est obtenue en utilisant une

courbe standard réalisée avec du 1,1°,3,3’-tetraethoxypropane.
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2.4.2.5. Parametres hormonaux male

2.4.2.5.1. L'hormone lutéinisante

Le dosage de I'hormone lutéinisante (LH) a été réalisé par une méthode immuno-

enzymatique selon la fiche technique du Kit ELISA Diametra.
» Principe:

Dans cette méthode de calibrage, des échantillons et / ou des contrdles (contenant
I'antigéne LH natif) sont ajoutés aux puits de micro-titration revétus de streptavidine.
Ensuite, des anticorps biotinylés monoclonaux anti-LH et des anticorps conjugués a
I'enzyme sont ajoutés dans les puits, les deux types d'anticorps ont une affinité et une
specificité élevées et reconnaissent différents épitoges. Dans les puits de micro-titrage, la
réaction entre I'antigéne natif et les anticorps a lieu sans compétition ni empéchement
stérique, et un complexe sandwich soluble est formé (Kosasa, 1981). L'interaction est

illustrée par I'équation suivante:

ka
EnzAb + AgLH + BtnAb(m) <——— EnzAb-AgLH-BtnAb(m)
k-a

e BtnAb (m) = anticorps monoclonal biotinylé (en exces)

e AgLH = antigéne natif (quantité variable)

e EnzAb = anticorps marqué par une enzyme (en exceés) EnzAb-AgLH-BtnAb (m) =
complexe sandwich antigéne-anticorps

e ka = constante d'association k-a = constante de dissociation.

2.4.2.5.2. La testostérone

Le dosage de la Testostérone a été réalise selon la fiche technique du Kit ELISA

Diametra.
» Principe:

La testostérone dans le sang est liée a SHBG (60%) et en moindre quantité a d'autres
protéines (par exemple I'albumine), la testostérone non liée (< 1% de la testostérone totale)

est connue sous le nom de «testostérone libre». La formulation chimique de ce test permet
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de libérer completement la testostérone des protéines liées. Le kit Diametra testostérone
permet donc de mesurer la concentration de testostérone totale (liée + libre) dans
I'échantillon. La testostérone (antigéne) de I'échantillon entre en compétition avec la
testostérone antigénique conjuguée a la peroxydase de raifort (HRP) presente dans le
conjugué pour la liaison aux anticorps anti-testostérone revétus sur les microplaques (phase
solide). Apres l'incubation, la separation liée / libre est réalisée par un simple lavage en
phase solide. L'enzyme HRP dans la fraction liée réagit avec le Substrat (H202) et le
Substrat TMB et développe une couleur bleue qui devient jaune lorsque la Solution d'Arrét
(H2SO4) est ajoutée. L'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
concentration de testostérone dans I'échantillon. La concentration de testostérone dans

I'échantillon est calculée a I'aide d'une courbe d'étalonnage (Joshi et al., 1979).
2.4.3. Spermogramme

Le spermogramme est 1’analyse qui consiste a évaluer la qualité du sperme en basant sur
les caractéristiques des spermatozoides: la concentration, la mobilité, la vitesse et la
viabilité. Le sperme a été prélevé a partir d’une ouverture faite au niveau de la queue de

I’épididyme et il a été dilué dans de 1’eau physiologique (Nacl 0.9%).
2.4.3.1. Le nombre des spermatozoides

Le nombre des spermatozoides a été mesuré a l'aide d'une cellule de Malassez (OMS,
1993). Apres avoir mélangé I'échantillon de sperme dilué, nous introduisons une goutte
dans la cellule de Malassez, puis recouverte d'une lamelle. Cette étude est basée sur le
comptage des spermatozoides dans 05 carrés a un grossissement (x40) au microscope. Le

nombre de spermatozoides calculé par 1’équation suivante:

[ Concentration (x106/m|):'3-1‘v’-n }

D : coefficient de dilution (50).

V : volume de la cellule de Malassez.
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n : le nombre de spermatozoides comptés dans 05 champs.

N : le nombre de petits carres de la lame.
2.4.3.2. La mobilité des spermatozoides

La mobilité a été déterminée par le nombre des spermatozoides mobiles dans trois (03)
champs a 1’aide du microscope optique apreés avoir mis une goutte de sperme entre une
lame et une lamelle. Ensuite, le pourcentage moyen de spermatozoides mobiles est calculé
(OMS, 1993).

2.4.4. Etude histologique

Les coupes histologiques simples a coloration hématoxyline-éosine (H-E) ont été
réalisées a I’hopital Ibn Roched et I’hopital El-Bouni/CHU —Annaba-, service d’anatomie
pathologique, en suivant la technique décrite par (Houlot ,1984). La technique comporte les

étapes expliquées dans I’annexe
» Coloration

La technique de coloration a I'nématoxyline et a I'éosine fonctionne pour reconnaitre
différents types de tissus et leurs changements morphologiques. L'hématoxyline a une
couleur bleu-violet foncé et colore les acides nucléiques. L'éosine est rose et tache les
protéines de maniere non spécifique. Dans un tissu typique, les noyaux sont colorés en
bleu, tandis que le cytoplasme et la matrice extracellulaire ont des degrés variables de

coloration rose.
2.4.5. Etude histochimique

Les coupes histochimiques spécifiques a coloration trichrome de Masson et periodic
acid Schiff (PAS) ont été réealisées en Tunisie a la faculté de médecine de Sfax, au niveau
de laboratoire d’histologie-embryologie. Cependant, les coupes a coloration pentachrome
de Movat ont été effectuées en France au laboratoire ALTHISIA, Troys. Les techniques
comportent les mémes étapes de 1’étude histologique simple. Néanmoins, 1’étude

histochimique est caractérisée par une coloration spécifique et avec une lecture a l'aide d'un
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microscope optique Leica et d'un scanner Hamamatsu Nanozoomer 2.0 HT qui a permis
d'identifier différentes structures et anomalies présentes dans le poumon. La technique

comporte les étapes expliquées dans 1I’annexe
» Coloration trichrome de Masson

Le trichrome de Masson colore le noyau, le cytoplasme et le collagéne (Masson, 1929),
» Coloration PAS

La coloration PAS est utilisées pour la mise en évidence de glycogéne (oxydation suivie
de coloration par le réactif de shiff) (Drochmans, 1960).

» Coloration pentachrome Movat

La coloration pentachrome Movat modifiée par Russel a I’avantage de mettre en
évidence plusieurs éléments tissulaires dans une méme coupe histologique. Elle est obtenue
par I’action combinée de cing (05) colorants (Russell, 1972). Cette coloration est souvent
utilisée pour étudier le cceur, les vaisseaux sanguins et les tissus conjonctifs. Elle peut étre

utile en diagnostic dans les cas de pathologies vasculaires ou pulmonaires.
2.4.6. Etude statistique

Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne plus ou moins 1’écart type (Moyenne =+
SD) et ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) a sens unique, suivi d'un test
de Tukey pour comparaison multiple. Le logiciel Graphpad Prism (Version 7) a été utilisé.

Des différences significatives ont été établies a *P < 0,05, ** P < 0,01 et ***P < 0,001.

Significatives lorsque (*P <0,05).

Hautement significative comparant au témoin (**P < 0,01).

Tres hautement significative comparant au témoin (***P < 0,001).

0

- Seuil de signification.

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drochmans%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13724438

4 (Theses de = i
RESULTATS Tiosos do JRD

Il. Résultats
1. Effet du n-hexane sur quelques parameétres physiologiques

1.1. Apparences générales

Chute des poils, saignement du nez, essoufflement et diminution d’appétit ont été
observés chez les rats exposés a la dose 1200 mg/kg du n-hexane, avec la mort de deux rats

du lot expérimental.
1.2. Effet du n-hexane sur le poids corporel et la consommation d’aliment

Le poids corporel des rats était surveillé chaque semaine pendant les huit (08) semaines
de traitement. Ainsi, la consommation d’aliment était suivie chaque jour durant la période
experimentale. Les résultats de leur pesée ont enregistré une diminution significative du
poids corporel et de la consommation alimentaire (*P < 0,05 et **P < 0,01) respectivement,
chez les groupes exposés au n-hexane a 600 mg/kg et 1200 mg/kg, par rapport au groupe

contréle et au groupe contréle positif (Tableau 4).

Tableau 4 : Poids corporel initial et final des rats; aliment consommé, aprés le traitement

avec le n-hexane comparés aux groupes controles.

Parameétre Contréle Contréle Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Positif (300 mg/kg) (600 mg/kg) (1200 mg/kg)

Poids 308.615.1 311.7£7.1 303.7£9.1 314+10.0 318.5+11.4
corporel
initial (g)

Poids 315.548.5 323.6+12.6 306.5£9.7 277.5£15.1* 266.3£13.1**
corporel
final (g)

Aliment 137,29+3 54 137,47+2,32 132,0545,74 113,30+3,26* 96,91+2 22**
consommé
a/j

Les valeurs représentent la moyennetécart-type pour chaque groupe. (n = 7).

Comparaison avec les rats contréle (C) et contréle positif (C*): * p <0,05; ** p <0,01.
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1.3. Effet du n-hexane sur le poids relatif des organes

L’évaluation du poids relatif du foie et du poumon a révélé une augmentation
significative (*P < 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001) respectivement, chez les rats traités
par le n-hexane a la dose 600 mg/kg et 1200 mg/kg, et une augmentation significative (*P <
0,05) du poids relatif des reins, seulement chez les rats exposés au n-hexane a la dose 1200
mg/kg, comparé au groupe contrdle et au groupe contréle positif. Cependant, le poids relatif
des testicules et de 1’épididyme n’a enregistré aucun changement significatif chez tous les

groupes traités (Tableau 5).

Tableau 5 : Poids relatif des organes, aprés 1’exposition au n-hexane comparés aux groupes

controles.

Organes Contréle Contréle Groupel Groupe2 Groupe3
(9/10009) Positif (300mg/kg)  (600mg/kg)  (1200mg/kg)
Foie 2,78+0,07 2,66+0,05 2,84+0,10 3,30+0,14*  3,44+0,08**
Rein 0,281+0,02 0,282+0,01  0,284+0,02  0,285+0,009 0,327+0,01*

Poumon 0,40+0,03 0,42+0,04 0,48+0.02 0,78+0,04*  1,26+0,03***
Testicule 0,515+0,05 0,498+0,03  0,483+0,02 0,482+0,02 0,482+0,03

Epididyme 0,182+0,02 0,184+0,01  0,181+0,01 0,174+0,01 0,171+0,02

Les valeurs représentent la moyennetécart-type pour chaque groupe. (n = 7).
Comparaison avec les rats contrdle (C) et contrdle positif (C*): * P < 0,05; ** P < 0,01;

***P < 0,001.
2. Effet du n-hexane sur les parametres hématologiques

L’évaluation de I’effet du n-hexane sur le taux des globules rouges (GR), hémoglobines
(HB), hématocrites (HTC) et sur le volume globulaire moyen (VGM) n’a montré aucun

changement significatif comparé au groupe contrdle et au groupe contréle positif.
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En ce qui concerne le taux des plaquettes (PLT) chez les rats exposés au n-hexane a la
dose 600 mg/kg et 1200 mg/kg a révélé une diminution significative (**P < 0,01 et ***P <
0,001) respectivement, comparativement au groupe controle et au groupe contréle positif

(Tableau 6).

En outre, les résultats obtenus pour les globules blancs (GB) (*P < 0,05, **P < 0,01 et
***p < 0,001) respectivement, les lymphocytes (LYM), les granulocytes (GRA) et
I’éosinophile (EOS) (**P < 0,01 et ***P < 0,001) respectivement, ont montré une
augmentation significative chez tous les groupes traités au n-hexane comparés au groupe

contréle et au groupe contréle positif. (Figure 4-7).

Tableau 6: Variation des paramétres hématologiques (GR, HB, HTC, VGM, PLT), aprés

I’exposition au n-hexane comparé aux groupes controles.

X Contrdle Contrdle Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Parametres Positif (300 mg/kg) (600 mg/kg) (1200 mg/kg)

GR (10'%/1)  9,126+0,02  9,134+0,02 9,128+0,008  9,138+0,01 9,936+0,01
HB (g/l) 148,8+4,65  148,2+5,31  149,245,76  151,8+11,62  154,248,25
HTC (%) 40,344+2,44 40,018+1,84 41,032+1,36 42,192+1,478 45,758+2,84

VGM 45 4+1 02 44+2 44 8+0.74 44.2+0.74 45 2+1 47
(Hm3)

PLT (10%1) 420,8+20,53 4112+32,90 404,46+22,34 230+22,22** 193+24,92***

Les valeurs représentent la moyennetécart-type pour chaque groupe. (n = 7).

Comparaison avec les rats contréle (C) et contréle positif (C*): ** P <0,01; ***P <0,001.
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Figure 4: Variation du nombre des globules blancs chez les rats exposés au n-hexane

pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle positif.
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Figure 5: Variation du nombre des lymphocytes chez les rats exposés au n-hexane pendant

huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle positif.
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Figure 6: Variation du nombre des granulocytes chez les rats exposés au n-hexane pendant

huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle positif.
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Figure 7: Variation du nombre des éosinophiles chez les rats exposés au n-hexane pendant

huit (08) semaines, comparé au groupe contrdle et au groupe contréle positif.

3. Effet du n-hexane sur la fonction hépatique
3.1. Effet du n-hexane sur quelques parameétres biochimiques du foie

3.1.1. Effet du n-hexane sur le taux des aminotransaminases

Les rats traités au n-hexane aux doses 600 mg/kg et 1200 mg/kg ont montré une
augmentation statistiquement significative (*P < 0,05 et **P < 0,01) respectivement, de
I’activité enzymatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT), tandis que le groupe traité a
la dose 300 mg/kg n’a montré aucun changement significatif, comparé au groupe contrdle
et au groupe controle positif. Pour 1’alanine aminotransférase (ALAT) nos résultats ont
enregistré aussi une augmentation significative (*P < 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001)
respectivement, mais chez les trois (03) groupes traités au n-hexane, comparé au groupe

contrdle et au groupe contrdle positif (Figure 8, 9).
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Figure 8: Variation de I’activité de I’aspartate aminotransférase chez les rats exposés au n-
hexane pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle

positif.
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Figure 9: Variation de ’activité de 1’alanine aminotransférase chez les rats exposes au n-
hexane pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe controle

positif.
3.1.2. Effet du n-hexane sur le taux de phosphatase alcaline

Les résultats de I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL) ont révélé une
augmentation significative (*P < 0,05 et ***P < 0,001) respectivement, chez tous les

groupes traités par apport au groupe contrdle et au groupe contréle positif (Figure 10).
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Figure 10: Variation de I’activité de la phosphatase alcaline chez les rats exposés au n-
hexane pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contrdle et au groupe contrdle

positif.
3.1.3. Effet du n-hexane sur le taux de protéines totales

Les taux sériques en protéines totales ont enregistré une augmentation significative (*P
< 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001) respectivement, chez les trois groupes des rats traités

en comparaison avec le groupe contrdle et au groupe contréle positif (Figure 11).
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Figure 11: Variation du taux des protéines totales chez les rats exposés au n-hexane
pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe controle positif.

3.1.4. Effet du n-hexane sur le taux de glucose

Un taux significativement diminué (*P < 0,05 et **P < 0,01) respectivement, de glucose
a été démontré dans cette étude chez les groupes traités au n-hexane a la dose 600 mg/kg et
1200 mg/kg, par contre la dose 300 mg/kg n’a montré aucun changement significatif,

comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif (Figure 12).
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Figure 12 : Variation du taux de glucose chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif.

3.1.5. Effet du n-hexane sur le taux de glutathion

Le taux tissulaire de GSH dans le foie a révélé une diminution significative (*P < 0,05 et
**p < 0,01) respectivement chez les groupes traités a la dose 600 mg/kg et 1200 mg/kg,
alors que les rats traité a la dose 300 mg/kg n’ont montré aucune différence significative,

comparé au groupe contréle et au groupe contréle positif (Figure 13).
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Figure 13: Taux de GSH dans le foie chez les rats exposés au n-hexane pendant huit (08)

semaines, comparé au groupe controle et au groupe contréle positif.

3.2. Effet du n-hexane sur I’histologie et I’histochimie hépatique

3.2.1. Coloration hematoxyline-éosine

Les dommages enregistrés apres une coloration simple (coloration H-E) dans le foie
chez les rats exposeés au n-hexane aux trois (03) doses étudiées 300 mg/kg groupe (B), 600
mg/kg groupe (C) et 1200 mg/kg groupe (D) ont été indiqués par I’existence des foyers de
nécroses hépatocellulaires, congestion et une inflammation polynucléaire, comparé au

groupe controle et au groupe contréle positif. (Figure 14).
3.2.2. Coloration histochimique trichrome de Masson

Les coupes histologiques du foie a coloration trichrome de Masson ont montré la
présence de plusieurs foyers nécrotico-inflammatoires des hépatocytes chez les rats exposes
a la dose 300 mg/kg groupe (B). Les altérations observées chez les rats exposés aux deux
plus fortes doses 600 mg/kg groupe (C1 C2) et 1200 mg/kg groupe (D) ont été un peu plus
séveres que la dose 300 mg/kg groupe (B). Elles sont caractérisées par des foyers nécrotico-
inflammatoires des hépatocytes et la dilatation de la veine centro-lobulaire, comparé au
groupe contréle et au groupe contréle positif. Aucun un effet sur les fibres de collagéne n’a
été observé dans le foie des rats traités par le n-hexane a la dose 300 mg/kg et 600 mg/kg.
La représentation histologique de ces deux (02) groupes présentait des caractéristiques
identiques en collagéne. Tandis que, le foie des rats exposes au n-hexane a la dose 1200
mg/kg montrait 1’apparition des fibres de collagénes autour de la veine centro-lobulaire

(couleur vert) (Figure 15).
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3.2.3. Coloration histochimique periodic acid Schiff

Les coupes histologiques a coloration periodic acid Schiff (PAS) nous a permis
d’étudier la présence de glycogéne dans le cytoplasme des hépatocytes du foie. Les
observations microscopiques chez les rats exposés au n-hexane aux trois (03) doses traitées
300 mg/kg groupe (B), 600 mg/kg groupe (C) et 1200 mg/kg groupe (D) ont monté une
apparence negative de la coloration periodic acid Schiff (PAS) dans les hépatocytes
périveineux et périportales, déterminée par une dégranulation cellulaire et la disparition des
pigments roses de glycogéne. L’examen histologique a montré aussi une inflammation
nécrotique des hépatocytes avec une dégénération cellulaire chez les trois (03) groupes des
rats exposes au n-hexane aux doses 300 mg/kg groupe (B), 600 mg/kg groupe (C) mais plus
étendues a la dose 1200 mg/kg groupe (D), comparé au groupe contréle et contrdle positif.

(Figure 16).

Figure 14: Photographie des coupes histologiques du foie a coloration H-E des rats Wistar

males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au groupe controle et au
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groupe controle positif. (A) Groupe contréle. (A*) Groupe contrdle positif -architecture et
aspect histologique normal du foie-. (B) Groupe traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg.
(C) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D) groupe traité par le n-hexane a
la dose 1200 mg/kg. ([ ) Foyers de nécroses cellulaires avec une inflammation

polynucléaire.

Coloration H-E, grossissement x400. VCL: Veine Centro-Lobulaire; H: Hépatocyte; S:

Sinusoide; PV: Veine Porte; AH: Artere Hépatique; EP: Espace Porte.

Figure 15: Photographie des coupes histologiques du foie a coloration trichrome de
Masson des rats Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au

groupe controle et au groupe contrdle positif. (A) Groupe contréle. (A*) Groupe contréle

47



= (ﬂés es de
RESULTATS Tages do JY

positif-architecture et aspect histologique normal du foie -. (B) Groupe traité par n-hexane a
la dose 300 mg/kg. (C1 C2) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D) Groupe

traité par le n-hexane a la dose 1200 mg/kg. ([ ) Plusieurs foyers nécrotico-

inflammatoires. (™) Dilatation de la veine centro-lobulaire. ( ") Fibres de collagénes.

Coloration trichrome de Masson, grossissement x200 et x400. VCL: Veine Centro-
Lobulaire; H: Hépatocyte; S: Sinusoide; PV: Veine Porte; AH: Artere Hépatique; EP:

Espace Porte.

Figure 16: Photographie des coupes histologiques du foie a coloration periodic acid Schiff
(PAS) des rats Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au
groupe controle et au groupe contrdle positif. (A) Groupe contr6le. (A*) Groupe contréle
positif — architecture et aspect histologique normal du foie. (B) Groupe traité par le n-

hexane a la dose 300 mg/kg. (C) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D)
48



P C Ej’l(\’ﬁl’.\' de ’
RESU£TﬂTS & ;/)(1('1(1 el ~4
Groupe traité par le n-hexane a la dose 1200 mg/kg. (™) Coloration PAS positive. ([ )

Coloration PAS neégative et une inflammation nécrotique des hépatocytes avec une

dégenération cellulaire.

Coloration periodic acid Schiff, grossissement x400. VC: Veine Centro-Lobulaire; H:

Hépatocyte; S: Sinusoide.

4. Effet du n-hexane sur le bilan lipidique
4.1. Effet du n-hexane sur le taux des triglycérides et le taux de

cholestérol

Le traitement des rats par le n-hexane a la dose 600 mg/kg et 1200 mg/kg a induit une
diminution significative du taux des triglycérides et de cholestérol (*P < 0,05 et **P < 0,01)

respectivement par rapport au groupe contrdle et au groupe contrdle positif (Figure 17, 18).
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Figure 17: Variation du taux des triglycérides chez les rats exposés au n-hexane pendant

huit (08) semaines, comparé au groupe contrdle et au groupe contréle positif.
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Figure 18: Variation du taux de cholestérol chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, compare au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
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5. Effet du n-hexane sur la fonction rénale
5.1. Effet du n-hexane sur quelques parametres biochimiques des reins

5.1.1. Effet du n-hexane sur le taux d’urée

D’aprés la (Figure 19), nous avons constaté que le n-hexane a provoqué une
augmentation significative (*P < 0,05 et **P < 0,01) respectivement, du taux d’urée chez
les rats traités a la dose 600 mg/kg et 1200 mg/kg, alors que les rats traité a la dose 300
mg/kg n’ont enregistré aucune différence significative, comparé au groupe contréle et au

groupe contr6le positif.
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Figure 19: Variation du taux d’urée chez les rats exposés au n-hexane pendant huit (08)

semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
5.1.2. Effet du n-hexane sur le taux d’acide urique

Le traitement des rats au n-hexane a causé une augmentation significative du taux
d’acide urique chez tous les groupes traités (*P < 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001)

respectivement, par rapport au groupe contréle et au groupe contrdle positif (Figure 20).
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Figure 20: Variation du taux d’acide urique chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, compare au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
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5.1.3. Effet du n-hexane sur le taux de créatinine

Nos résultats ont montré une augmentation significative du taux de créatinine chez tous
les groupes traités par le n-hexane (*P < 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001) respectivement,

comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif (Figure 21).
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Figure 21: Variation du taux de créatinine chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, compare au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
5.1.4. Effet du n-hexane sur le taux de glutathion

Le n-hexane a provoqué une diminution significative du taux de GSH chez tous les
groupes traités (*P < 0,05 et **P < 0,01) respectivement, comparé au groupe contréle et au

groupe contrdle positif (Figure 22).
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Figure 22 : Taux de GSH dans les reins chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
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5.2. Effet du n-hexane sur I’histologie et I’histochimie rénale

5.2.1. Coloration hématoxyline-éosine

Les observations des coupes histologiques des reins a coloration H-E ont montré la
présence des lésions définis par exfoliation et dégénérescence de tubules rénaux proximaux
et distaux et une diminution de 1’espace des bordures en brosses chez les rats exposés au n-
hexane a la dose 300 mg/kg et la dose 600 mg/kg. Les altérations observées chez les rats
traités a la dose la plus forte du n-hexane 1200 mg/kg sont semblables a celles enregistrées
dans le groupe exposé aux deux (02) doses les plus faibles 300 mg/kg et 600 mg/kg, mais
avec la présence des autres effets ou ont a noté des dommages définis par un ensemble de
Iésions tubulaires et rétraction de floculus glomérulaires. Aucune réponse inflammatoire n'a
été observé aprés I’exposition au n-hexane, comparé au groupe contrdle et au groupe

controle positif (Figure 23).
5.2.2. Coloration histochimique trichrome de Masson

Concernant I’examen microscopique des coupes histologiques a coloration trichrome de
Masson les observations ont montré des résultats similaires a celles observés dans les
coupes histologiques a coloration H-E, nous avons enregistré une desquamation et une
dégenérescence de tubules rénaux proximaux et distaux, des lésions de la bordure en brosse
illustrées et représentées par la diminution de cette bordure avec I’absence de
I’accumulation de fibres de collagénes chez tous les groupes exposés au n-hexane aux trois
(03) doses étudiees, 300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg. Aucune réponse inflammatoire
n'a été observée aprés 1’exposition au n-hexane, comparé au groupe contréle et au groupe

contr6le positif (Figure 24).
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Figure 23: Photographie des coupes histologiques des reins a coloration H-E des rats
Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au groupe contréle et
au groupe contréle positif. (A) Groupe contrdle. (A*) Groupe contrdle positif -architecture

et aspect histologique normal de glomérule, des tubules proximaux et distaux-. (B, B1)
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Groupe traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg. (C, C1, C2) Groupe traité par le n-
hexane a la dose 600 mg/kg. (D, D1) Groupe traité par le n-hexane a la dose 1200 mg/kg.
(®) Exfoliation et dégénérescence de tubules rénaux proximaux et distaux. (™)

Diminution de P’espace des bordures en brosses. (I ) Rétraction de floculus glomérulaires.

Coloration H-E, grossissement x200 et x400. G: Glomérule; TP: Tubule Proximal; TD:

Tubule Distal; T: Tubule rénal; BB: Bordure en Brosse.

Figure 24: Photographies des coupes histologiques des reins a coloration trichrome de
Masson des rats Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au
groupe controle et au groupe contrdle positif. (A) Groupe contréle. (A*) Groupe contrble
positif -architecture et aspect histologique normal de glomérule, de capsules de Bowman et

de tubules proximaux et distaux-. (B) Groupe traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg.
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(C) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D) Groupe traité par le n-hexane a
la dose 1200 mg/kg. (€) Exfoliation et dégénérescence de tubules rénaux proximaux et

distaux. (™) Diminution de I’espace des bordures en brosses.

Coloration trichrome de Masson, grossissement x400. G: Glomérule; TP: Tubule Proximal;
TD : Tubule Distal; CB: Capsule de Bowman; CS: Capillaires Sanguins; BB: Bordure en

Brosse.

6. Effet du n-hexane sur la fonction pulmonaire
6.1. Effet du n-hexane sur le taux de MDA et de GSH dans les tissus

pulmonaires

L’évaluation de I’effet du n-hexane sur la peroxydation lipidique dans le poumon a
révélé une augmentation significative (*P < 0,05, **P < 0,01 et ***P <0,001) dans les trois
(03) groupes traités a 300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg respectivement, comparés au
groupe contrdle et au groupe contrdle positif. Ainsi, le traitement par le n-hexane a 600
mg/kg et 1200 mg/kg a provoqué une diminution significative (*P < 0,05 et **P < 0,01) du
taux de GSH pulmonaire par rapport aux groupes contr6le et au groupe contréle positif

(Figure 25, 26).
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Figure 25: Taux de MDA dans les poumons chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, compare au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
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Figure 26: Taux de GSH dans les poumons chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, compare au groupe contréle et au groupe contrdle positif.

6.2. Effet du n-hexane sur I’histologie et I’histochimie pulmonaire

6.2.1. Coloration hematoxyline-eosine

L’¢étude des altérations morphologiques des coupes histologiques des poumons des rats
traités au n-hexane a coloration H-E a montré un effet hémorragique des bronchioles
respiratoires avec cedéme alvéolaire chez les rats exposés a la dose 300 mg/kg. Les résultats
enregistrés a la dose 600 mg/kg sont similaires a celle observés a la dose 300 mg/kg, elles
sont néanmoins plus massives en distribution et sévérité. L’examen des coupes
histologiques des rats recus la dose 1200 mg/kg a révélé des poumons hémorragiques

abondant, comparé au groupe contrdle et contrdle positif. (Figure 27).
6.2.2. Coloration histochimique trichrome de Masson

Pour ce qui concerne les coupes histologiques colorées au trichrome de Masson les
interprétations microscopiques ont montré 1’absence des fibres de collagenes et la présence
des lésions concordantes avec une bronchopneumonie chez les trois (03) groupes des rats
traités au n-hexane aux doses 300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg. Elles sont minimales a
séveres d’une dose a I’autre, plus la dose est élevée plus Deffet est important. Elles sont
marquéees par une congestion des bronches respiratoires et la présence des cellules

inflammatoires, compare au groupe contréle et au groupe contréle positif. (Figure 28).
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6.2.3. Coloration histochimique Movat pentachrom

Les altérations pulmonaires observées aprés une coloration Movat pentachrom chez les
rats traités par le n-hexane a la dose 300 mg/kg ont été définies par 1’expression des 1ésions
compatibles avec une pneumonie interstitielle aigte. Elles sont légéres a modérées et
multifocales en distribution. Elles sont caractérisées par des foyers plus ou moins
coalescents d’alvéoles remplies d’érythrocytes, d’une faible quantité de fibrine et d’un peu
de sérum. Tres peu de cellules inflammatoires sont présentes, elles se limitent a quelques
macrophages et neutrophiles intra-alvéolaires. Ce qui concerne le groupe traité par le n-
hexane a la dose 600 mg/kg les observations ont montré des Iésions de broncho-pneumonie
et fibrino-nécrotique multifocale modérée. Dans les zones affectées les bronchioles
présentent de la nécrose de I’épithélium bronchiolaire et leur lumiére contient de la fibrine
et des débris nécrotiques. Une légére hyperplasie du tissu lymphoide péri-bronchiolaire est
aussi notée. Les alvéoles sont affectées et remplies d’un exsudat composé de sérum, fibrine,
érythrocytes, quelques cellules nécrotiques, et un petit nombre de cellules inflammatoires
diverses incluant les macrophages et les neutrophiles. Les dommages pulmonaires observes
chez les rats exposés au n-hexane a la dose 1200 mg/kg, sont similaires a ceux énoncés
pour le groupe traité a la dose 600 mg/kg. Ils sont cependant plus étendus en distribution et
plus marqués en sévérité, un poumon fortement dilatée et remplie de débris cellulaire,
fibrine, et d’érythrocytes, le tout correspondant a exsudat fibrino-nécrotique et
hémorragique abondant. Les sections des lobes pulmonaires présentent des lésions de
bronchopneumonie diffuse et relativement sévéres, caractérisées par un exsudat bronchiolo-
alvéolaire contenant de nombreux macrophages et neutrophiles ainsi qu’une quantité non-
négligeable de sérum et de mucus. Une légére hyperplasie multifocale des pneumocytes de
type Il est aussi observée. Une congestion diffuse l1égére a modérée est aussi observée. Les
Iésions sont compatibles avec une bronchopneumonie nécrotique sub-aiglie a chronique

(Figure 29).
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Figure 27: Photographie des coupes histologiques des poumons a coloration H-E des rats
Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au groupe contréle
et au groupe contrble positif. (A) Groupe contrle. (A*) groupe contrble positif -
architecture et aspect histologique normal des alvéoles et des bronchioles -. (B) groupe
traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg. (C) groupe traité par le n-hexane a la dose 600
mg/kg. (D) groupe traité par le n-hexane & la dose 1200 mg/kg. (™) Hémorragie des

bronchioles respiratoires avec cedéme alvéolaire.

Coloration H-E, grossissement x200. BR : Bronchiole Respiratoire; AV : Alvéole; VS :

Vaisseau Sanguin.
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Figure 28: Photographie des coupes histologiques des poumons a coloration trichrome de
Masson des rats Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au
groupe controle et au groupe contrdle positif. (A) Groupe contréle. (A*) Groupe contrble
positif -architecture et aspect histologique normal des alvéoles et des bronchioles -. (B)
Groupe traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg. (C) Groupe traité par le n-hexane a la
dose 600 mg/kg. (D) Groupe traité par le n-hexane a la dose 1200 mg/kg. (™) Congestion

des bronches respiratoires. () Cellules inflammatoires.

Coloration trichrome de Masson, grossissement x200. BR: Bronchiole Respiratoire; EP:

Epithélium bronchiolaire AV: Alvéole; VS: Vaisseau Sanguin.
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Figure 29: Photographie des coupes histologiques des poumons des rats Wistar males des
trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au groupe contrble et au groupe
contréle positif. (A) Groupe contrble. (A*) Groupe contrdle positif-architecture et aspect

histologique normal des alvéoles et des bronchioles -. (B) Groupe traité par le n-hexane a la
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dose 300 mg/kg. (C) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D) Groupe traité
par le n-hexane & la dose 1200 mg/kg. (™) Présence des foyers d’alvéoles remplies
d’érythrocytes et des fibrines. (%) Cellules inflammatoires incluant des macrophages et

des neutrophiles. (1) Nécrose de 1’épithélium bronchiolaire et leur lumiére contient des
débris nécrotiques et la fibrine avec une hyperplasie du tissu lymphoide péri-bronchiolaire.
(27) Epithélium bronchique érodé. (.4.) Lésions bronchiolo-alvéolaires contenants de

nombreux macrophages et neutrophiles.

Coloration Movat pentachrom, grossissement x4, x10 et x20. BR: Bronchiole; AV:

Alvéole; EP: Epithélium bronchiolaire; VS: Vaisseau Sanguin.

7. Effet du n-hexane sur la fertilité masculine

7.1. Effet du n-hexane sur quelques parametres biochimiques de la
reproduction males

7.1.1. Effet du n-hexane sur le taux de testostérone et d’hormone

lutéinisante

Aucun changement significatif n'a été détecté au niveau du taux de testostérone et
d’hormone lutéinisante (LH) chez tous les groupes exposés au n-hexane, comparé au

groupe contr6le et au groupe contréle positif (Figure 30, 31).
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Figure 30 : Variation du taux de testostérone chez les rats exposés au n-hexane pendant

huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle positif.
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Figure 31 : Variation du taux d’hormone lutéinisante (LH) chez les rats exposés au n-
hexane pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contréle

positif.
7.1.2. Effet du n-hexane sur le taux de GSH dans les tissus testiculaires

Le taux de GSH testiculaire a enregistré une diminution significative (*P < 0,05, **P <
0,01 et ***P < 0,001) dans les trois (03) groupes traités au n-hexane a 300 mg/kg, 600
mg/kg et 1200 mg/kg respectivement, comparés au groupe contrdle et au groupe contréle

positif (Figure 32).

° 25 -
'ctu v~ 20 - T o fadad uc
it3 T
gEg T,oue
()
T35 107 D1
) i
o > D2
O T T T T 1
C c* D1 D2 D3 MD3
Groupes

Figure 32 : Taux de GSH dans les testicules chez les rats exposés au n-hexane pendant huit

(08) semaines, comparé au groupe contréle et au groupe contrdle positif.
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7.2. Effet du n-hexane sur le spermogramme

7.2.1. Effet du n-hexane sur le nombre et la concentration des

spermatozoides

Les rats exposes au n-hexane ont démonté une diminution significative (**P < 0,01 et
***p < 0,001) respectivement, dans le nombre des spermatozoides chez tous les groupes

traités comparativement au groupe controle et au groupe contréle positif (Figure 33).
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Figure 33: Variation du nombre de spermatozoides chez les rats exposés au n-hexane

pendant huit (08) semaines, comparé au groupe contrdle et au groupe controle positif.

7.2.2. Effet du n-hexane sur la mobilité des spermatozoides

Notre étude a révelé une diminution statistiquement significative (**P < 0,01 et ***P <
0,001) respectivement, chez les trois (03) groupes des rats traités par le n-hexane, comparé

au groupe controle et au groupe controle positif (Figure 34).
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Figure 34 : Evaluation de la mobilité de spermatozoides chez les rats exposés au n-hexane

pendant huit (08) semaines, comparé au groupe controle et au groupe contrdle positif.
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7.3. Effet du n-hexane sur Dhistologie testiculaire (Coloration

hematoxyline-éosine)

Les observations des coupes histologiques des testicules a coloration H-E ont montré
que le n-hexane a un effet délétére sur les testicules. Les résultats observés chez les rats
exposés au n-hexane aux trois (03) doses traités (300 mg/kg, 600 mg/kg et 1200 mg/kg) ont
révélé un aspect vide des lumiéres des tubes séminiferes, une diminution des
spermatogonies dans les cellules de Sertoli et de la maturité des cellules germinales avec
une diminution de I’espace de I’épithélium testiculaire, comparé au groupe controdle et au

groupe contr6le positif. (Figure 35)

Figure 35: Photographie des coupes histologiques des testicules a coloration H-E des rats
Wistar males des trois (03) groupes traités avec le n-hexane comparés au groupe contréle et
contréle positif. (A) Groupe contréle. (A*) Groupe contrdle positif -architecture et aspect

histologique normal des testicules -. (B) Groupe traité par le n-hexane a la dose 300 mg/kg.
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(C) Groupe traité par le n-hexane a la dose 600 mg/kg. (D) Groupe traité par le n-hexane a

la dose 1200 mg/kg. (A) Lumiéres des tubes séminiféres vides. (™) Diminution des

spermatogonies et de la maturité des cellules germinales. () Diminution de 1’espace de

I’épithélium testiculaire

Coloration H-E, grossissement x400. TS: Tube Séminifere; CL: Cellule de Leydig; EP:

Epithélium Testiculaire; SPG: Spermatogonies.

65



C E’z eses de [

DISCUSSION Dactaratd~

Discussion

Les produits toxiques peuvent atteindre 1’organisme de plusieurs maniéres. Ils
franchissent de nombreux systemes du corps. Raisonnablement, 1’organisme essaie de se
défendre contre ces substances dangereuses pour les abattre et diminuer leurs impacts
nuisibles sur les organes cibles. Bien que ces organes soient susceptibles de résister aux
toxines, leurs fonctionnements peuvent étre attaquées par ces toxines et causés des

dommages cellulaires.

Dans la présente étude des effets physiologiques, hématologiques, biochimiques,
histologiques et la reproduction, ont été rapportés aprés une exposition sub-chronique des

rats males Wistar au n-hexane a de faibles doses pendant huit (8) semaines par voie orale.

Lors de I'évaluation du poids corporel et de la consommation d’aliment, les groupes
exposés aux deux (02) fortes doses du n-hexane ont montré une diminution significative
avec une augmentation du poids relatif du foie, des reins et des poumons. Aucun
changement significatif n'était présent dans le poids relatif des testicules et de 1’épididyme.
Nos résultats se concordent avec les résultats obtenus par Adedara et al. (2014) et Linder
et al. (1992) qui ont enregistré une diminution du poids corporel apres une exposition au n-
hexane dans I’eau potable et par gavage respectivement. La perte du poids corporel est
considérée comme un symptdbme clinique de toxicité (Sai et al., 2013). Cela est
probablement dii au manque d’appétit provoqué par 1’effet neurotoxique et par l'irritation
buccale du n-hexane. Des neurones sympathiques qui innervent les organes internes et
contrélent leur activité, par exemple la motilité intestinale, la salivation, sont affectées par
les neurotoxines (Furlan et al., 2013). Selon les études d’Adedara et al. (2014), (2016) la
diminution du poids corporel induite aprés une exposition au métabolite du n-hexane, la
2,5-HD, pourrait étre due aux troubles métaboliques (perturbation du métabolisme) et a une

incapacité d’organe.

La réduction de la consommation de nourriture chez les rats exposés au n-hexane, peut
étre due a I’ingestion de ce dernier, ou il provoque une irritation gastro-intestinale et une
anorexie (Bingham et al., 2001). Le manque d’appétit peut affecter 1’activité métabolique

et par conséquent une perte de la masse corporelle se présente.
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En outre, Adenuga et al. (2014b) et Dunnick (1991) ont révélé que 1’exposition aux
solvants hydrocarburés et au n-hexane induit une augmentation du poids relatif du foie, des
reins et des poumons. L’augmentation du poids relatif représente une inflammation et un
gonflement des organes (Moore et Dalley, 1999; Amresh et al., 2008), ce qui est I’indice
d’une toxicité générale et organique. Aussi, I’augmentation du poids des organes peut &tre
due a I’accumulation du n-hexane dans les organes. Le poids relatif des testicules et
d’épididymes est un critére important de repotoxicite (Moffit et al., 2007). Dans notre
travail on n’a pas enregistré un changement significatif du poids relatif des organes
masculins et ¢a pourrait étre dépendant de 1’effet dose-réponse, de la période (Saison) et de

la durée (Temps) du traitement.

Des rats males Sprague-Dawley ont été exposeés a 2,5-HD a des doses de 250, 500 et 600
mg/kg/jour pendant quatre (04), cing (05), sept (07) semaines, respectivement. Les résultats
obtenus ont montré que le métabolite du n-hexane a entrainé une diminution du poids relatif

des testicules chez la dose la plus forte de 2,5-HD (Horimoto et al., 2000).

Pour le profil sanguin des globules rouges, des hémoglobines, d’hématocrite, de volume
globulaire moyen et des plaquettes. Il n’y avait pas de différence significative dans le taux
des globules rouges, des hémoglobines, d’hématocrite et de volume globulaire moyen.
Néanmoins, une légere élévation non significative des globules rouges, des hémoglobines
et d’hématocrite était observée dans notre étude chez les rats exposés au n-hexane a la dose
la plus forte (1200 mg/kg). Goel et al. (2009) ont rapporté dans leur étude une
augmentation non significative des globules rouges et des hémoglobines. Selon ces
chercheurs le n-hexane n’induit pas un effet toxique sur le processus hématopoiétique. La
volatilité du n-hexane est relativement rapide, de ce fait, le n-hexane ne s’accumule pas en
quantité suffisante dans la moelle osseuse. L’évaluation de I’effet hémato-toxique du
benzene chez des travailleurs bulgares de la pétrochimie n’a montré aucun changement du
nombre des globules rouges, des hémoglobines et d’hématocrite entre les travailleurs
exposés et non exposés (Pesatori, 2009). Egalement, aucune modification significative du
nombre des globules rouges, des hémoglobines et d’hématocrite n’a été observée dans
I’étude de Kim et al. (2012), qui ont exposé des rats Sprague-Dawley méles et femelles au

n-heptane par inhalation pendant treize (13) semaines.
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Uzma et al. (2008) ont évalué 1’exposition des travailleurs de stations d’essence aux
solvants organiques. Les résultats obtenus ont révélé une augmentation significative du
nombre des globules rouges et des hémoglobines. Pareillement, Upreti et Shanker (1987)
ont observé une augmentation du nombre des globules rouges et des hémoglobines suite a
une exposition des souris au métabolite du n-hexane, la 2,5-hexanedione (2,5-HD). Des
observations similaires ont été rapportées aprés avoir exposé trente (30) souris NMRI
albinos au toluéne a des doses de 1700 mg/kg et 1000 mg/kg par injection pendant vingt
cing (25) jours (Naeimi et al., 2017).

L’effet du n-hexane sur le systeme hématopoiétique peut étre indirect. Nous pensons que
I’¢lévation du nombre des globules rouges et des hémoglobines est la conséquence de
I’effet toxique du n-hexane sur les poumons. Dans notre étude un essoufflement a été
remarqué chez les rats traités au n-hexane. L’essaie d’augmenter le rythme respiratoire chez
ces rats traités prouve qu’il y a un manque d’oxygene circulant dans le sang et donc une
hypoxie cellulaire se produise. Selon cette hypothése 1’anoxie stimule la production des
globules rouges et des hémoglobines afin de capter plus d’oxygene et le distribuer aux
tissus. Les globules rouges ont la capacité de détecter les manques cellulaires en oxygeéne
par des médiateurs vasodilatateurs qui régulent le flux sanguin dans le cas d’une hypoxie

(Jensen, 2009).

En revanche, d’autres études antécedentes ont rapporté dans leurs résultats une anémie
chez les espéces exposées au n-hexane et a I’essence. Egeli et al. (2000) ont observé une
baisse dans le nombre des globules rouges, des hémoglobines, d’hématocrite et de volume
globulaire moyen chez des rats albinos suisses qui ont été exposés au n-hexane par voie
intra-péritonéale a des doses de 0.125 ml/kg et 0.250 ml/kg pendant vingt quatre (24)
semaines. Mémement, une diminution du nombre des globules rouges et des hémoglobines
a été observée chez des rats femelles exposées a la vapeur d’essence a une dose de 17,8
ppm et par voie orale a une dose de 2 mg/kg et 4 mg/kg (Uboh et al., 2010). Amarnath et
al. (1991); Valentine et al. (1993) ont constaté que la 2,5-hexanedione (2,5-HD) le

métabolite du n-hexane, altére les protéines de la membrane axonale des globules rouges.
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A propos des plaquettes une diminution significative a été rapportée dans notre étude
chez les groupes exposés aux deux (02) fortes doses 600 mg/kg et 1200 mg/kg. Les
plaquettes sont des cellules sanguines appelées aussi des thrombocytes, elles ont un
réle clé dans la coagulation du sang. Une exposition des travailleurs au benzeéne, toluéne,
xyléne, éthyle-benzéne et au n-hexane dans les usines pétrochimiques a mené a une baisse
dans le nombre des plaquettes (Neghab et al., 2014). Autre étude a été menée sur des
travailleurs de stations d’essence a dévoilé une diminution du nombre des plaquettes
(Uzma et al., 2008). Aussi, Hooshmand et al. (2014) ont montré que 1’exposition des rats
males Wistar a la vapeur et a I’odeur de peinture a provoqué une baisse du nombre des
plaquettes. Selon Zhang et al. (2010) la diminution du nombre des plaquettes peut étre due

a I’altération des cellules myéloides progénitrices par les solvants.

Contrairement, le nombre des plaquettes était significativement augmenté chez des
lapins males Oryctolagus Cuniculus a des concentrations de 20%, 25% et 30%

d’éthanol chaque jour pendant six (6) semaines par voie orale (Saihia, 2014).

Un systeme de protection complexe se déclenche face aux substances exotiques qui

attaquent et menacent notre corps.

Les globules blancs, les lymphocytes, les granulocytes et les éosinophiles sont des
cellules de défenses dans 1’organisme contre les corps étrangers. L augmentation du taux de
globules blancs chez les groupes traités constatés dans notre travail est en accord avec les
résultats d’Akpan et al. (2014). Ces derniers ont déclaré que 1’exposition des souris a
I’essence pendant soixante (60) jours a provoqué une hyperleucocytose. L’élévation en
globules blancs est expliquée par le déclenchement du systeme immunitaire face aux

xenobiotiques (Akpan et al., 2014). Cela peut étre da a certains syndromes inflammatoires.

Les globules blancs jouent un rdle important dans [’activation de la réponse
inflammatoire (Kamal et Malik, 2012; Wirth et al., 2017). Uboh et al. (2010) ont étudié
les effets toxiques de 1’exposition des vapeurs d’essence chez des rats femelles Wistar 6 h/j,
6 j/semaine, pendant vingt (20) semaines a une dose de 17,8 ppm et par voie orale a une
dose de 2 mg/kg et 4 mg/kg. Une augmentation significative du taux des globules blancs a

été signalée. L’hyperleucocytose observée peut étre le résultat d'une réponse
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immunologique aux produits chimiques étrangers introduits dans 1’organisme.
L’augmentation du nombre des lymphocytes, granulocytes et des ¢osinophiles est
également rapportée dans notre travail. Ces résultats sont cohérents avec les donnés
de Uboh et al. (2010), sur le nombre des lymphocytes suite a une exposition des rats
males au diluant a la nitrocellulose par voie orale. L'augmentation décelée des
lymphocytes pourrait étre due a une lymphopoiése, les agents chimiques stimulent
les tissus myeloide lymphatique a libéré excessivement les lymphocytes (Das et
Mukherjee, 2003). On peut également supposer que I’augmentation des
granulocytes et des éosinophiles est peut étre associée a 1’introduction du n-hexane
dans I’organisme. Les granulocytes sont des phagocytes qui captent et avalent les
agents étrangers. Les éosinophiles jouent un rdle important dans 1’inflammation,
elles libérent des médiateurs cytotoxiques pour attaquer contre les xénobiotiques
(Decot et Capron, 2006). L’augmentation des éosinophiles peut étre le résultat d’une

pneumopathie (Dacosta-Noble et Traclet, 2016) provoqué par le n-hexane.

Absence des donnés de I’effet précis du n-hexane sur le nombre des cellules

immunitaires, les granulocytes et les éosinophiles.

En contre partie, il n y’avait aucun changement significatif touchant les lymphocytes et
les éosinophiles dans les résultats obtenus par Ashmawy et al. (2007) qui ont exposé par
voie sous-cutanée des rats albinos a 5 mg/kg du n-hexane dans 1’huile d’olive 6 j/7 j
pendant huit (8) semaines. Fayed et al. (2018) ont observé une diminution dans le nombre
des globules blancs et des lymphocytes chez trente (30) travailleurs des stations service
d’automobiles. Aussi, Goel et al. (2009) ont enregistré une diminution du nombre des

globules blancs suite a une exposition des rats au métabolite du n-hexane.

En premier lieu, les substances toxiques passent par un processus de détoxification dans
le foie appelé la métabolisation qui réduit 1’action toxicologique par un systéme
enzymatique. Le foie est considéré comme un filtre dans ’organisme, qui a la capacité a

métaboliser les toxines pour réduire leur effet et leur toxicité.

Les analyses des paramétres biochimiques hépatiques ont montré des changements

importants chez les rats exposés au n-hexane pendant huit (08) semaines de la période
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experimentale. Le n-hexane a provoqué une augmentation dans la valeur des enzymes
hépatiques, 1’aspartate aminotransférase (ASAT, GOT) chez les groupes des rats exposés
aux deux (02) fortes doses du n-hexane, 1’alanine aminotransférase (ALAT, GPT) et la
phosphatase alcaline (PAL) chez tous les groupes des rats exposés au n-hexane. Ainsi, une
augmentation des protéines totales a été enregistrée chez tous les groupes des rats exposés
au n-hexane. Toutefois, le n-hexane a induit une baisse du taux de glucose, de cholestérol et
des triglycerides. Adedara et al. (2014) ont révélé une augmentation significative dans le
taux des bio-marqueurs hépatiques (ASAT, ALAT, PAL) apres une exposition de vingt un
(21) jours au métabolite du n-hexane, la 2,5-hexanedione (2,5-HD) a des concentrations de
0,025, 0,5 et 1% dans I'eau potable. Dans une étude qui vise a évaluer le taux d'essence apte
de causer une toxicité, des rats males ont recu 0,5 ml/kg d'essence. Les résultats ont
enregistré une élévation significative de I’ALAT, I’ASAT et de la PAL (Momoh et Oshin,
2015).

Dans le foie les transaminases, I’ALAT et ’ASAT jouent un role nécessaire dans le
métabolisme hépatique (Baba Ahmed et al., 2010). L'alanine aminotransférase (ALAT) est
présente essentiellement dans le foie. Alors que, I'aspartate aminotransférase (ASAT) et la

phosphatase alcaline (PAL) sont des enzymes présentes dans plusieurs organes.

L’augmentation du taux de ces enzymes dévoile des l1ésions tissulaires et cellulaires et
plus particulierement 1’¢lévation de I’enzyme ALAT signale la présence des nécroses
hépatiques, les cellules hépatiques altérés liberent ces enzymes pour avertir un
dysfonctionnement du foie (Ennulat et al., 2010; Contreras-Zentella et Hernandez-

Mufioz, 2016).

Egalement, une élévation des protéines totales a été signalée chez les rats exposés au n-
hexane. Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Ogunneye et al. (2014)
qui ont révélé une augmentation du taux des protéines totales chez trente (30) travailleurs
exposés a des émissions de pétrole et dix (10) personnes comme témoins, une enquéte qui
a été réalisée au Nigéria. Le dosage des protéines totales a enregistré une augmentation
chez les travailleurs exposés au vapeur de petrole, par rapport au dix (10) personnes

témoins.
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Les protéines totales sont constituées de deux grandes classes de protéinés, 60 %
d’albumine qui est synthétisées par le foie et 40 % de globulines. Les protéines sont
présentes dans presque toutes les cellules animales. L’augmentation du taux de protéines
totales chez les groupes traités par le n-hexane, comparé au groupe témoin, suggere que le
n-hexane a provoqué des lésions cellulaires. 1l est important de noter que toute atteinte de
produits chimiques peut libérer des molécules biochimiques pour des raisons défensives.
Les protéines contiennent des groupements thiols (-CH2-SH) qui ont un rdle de défense
dans I’organisme (Haleng et al., 2007). Selon Sahu et al. (1982), I’augmentation du taux
de protéines totales chez les groupes traités par le n-hexane, comparé au groupe témoin,
suggere que le n-hexane a provoqué des lésions cellulaires, qui jouent un role dans la

production et le stockage des substances de maintien.

A propos de glucose, I'administration du n-hexane aux rats a induit une réduction du
taux de glucose. Les travaux réalises par Khedun (1988) ont revélé une diminution de
glucose chez les rats exposés au n-hexane. Aussi Adenuga et al. (2014) ont montré que
I’exposition des rats Spragu—Dawley (méles et femelles) aux solvants hydrocarbonés
aliphatiques par voie orale a raison de 0, 500, 2500 et 5000 mg kg/jour pendant 90 jours a
provoqué une baisse du taux de glucose. Les causes de la réduction du taux de glucose
peuvent étre dues au dysfonctionnement des processus d’absorption intestinale des
nutriments et de la consommation alimentaire (Smith et al., 2002) ou de I’utilisation de
glucose lors des conditions stressantes (Pathan et al., 2009). Egalement, une des
caractéristiques toxicologiques des solvants hydrocarbures aliphatiques est I’inhibition des

enzymes engagées dans le phénomene de la gluconéogenése (Ukolova et al., 2017).

Tandis que, aucun changement significatif du taux de glucose entre les personnes
témoins et les fabricants de chaussures, qui ont été exposés aux plusieurs solvants

organiques (le benzeéne, le toluene, le xylene et le n-hexane) (Khan et al., 2013).

Aussi, une diminution du taux de cholestérol était signalée dans notre travail chez les
rats exposés aux deux (02) doses les plus fortes du n-hexane. Le cholestérol total se
synthétise surtout dans le foie et les intestins (Pearson et al., 2004). Il est un constituant

des membranes cellulaires des mammiferes et il est un constituant indispensable dans la
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fabrication des hormones stéroidiennes, des acides biliaires et des plusieurs vitamines

liposolubles (Leah, 2009).

Nos résultats sont en accord avec les observations obtenues par Goel et al. (1982) qui
ont mentionné une diminution du taux sérique de cholestérol chez des rattes aprés une
exposition au n-hexane et n-heptane par voie intra-péritonéale pendant quarante cing (45)
jours pour une quantité de 1ml/kg. Ces chercheurs ont expliqué cette diminution de
cholestérol par la présence d’une anomalie dans le fonctionnement des activités
enzymatiques spécifiques, provoqué par le n-hexane et le n-heptane. Une autre étude faite
sur des lapins Oryctolagus cuniculus a enregistré une baisse de cholestérol sous I’effet de
solvant, 1’éthyléne glycol monométhyl éther (EGME) par voie orale cing (05)
jours/semaine pendant quatre (04) semaines (Djabali, 2011). Il a été présumé que la
réduction du taux de cholestérol sérique peut étre expliquée par un dysfonctionnement dans

le métabolisme et la production de I’enzyme lipases (Rihani, 2014).

La réduction du niveau de cholestérol selon Peretti (2012) est due a une malabsorption
intestinale des lipides, illustrée par une diminution de la surface d’absorption, par une
altération de I’épithélium intestinale dans le cas des inflammations intestinales. D’ailleurs,
il a expliqué aussi que la malabsorption de cholestérol peut étre d’une origine génétique.
L’absorption intestinale est sous le contréle des chylomicrons, la synthése et le
fonctionnement de ces derniéres demandes la présence de I’apolipoprotéine B de type Apo
B-48 qui est une part intégrante de la structure des chylomicrons. Ils ont les deux un réle
dans I’absorption et le transport de cholestérol La mutation du géne ApoB provoque une

malabsorption de cholestérol.

Dans un magazine de santé le docteur Amselem (2013) a publié un article explicatif sur
les causes menant a une diminution du niveau de cholestérol, hypocholestérolémie. Selon
ce médecin la baisse sérique en cholestérol peut étre due a des troubles intestinaux et a des

insuffisances hépatiques.

Cependant, nos résultats ne concordent pas les observations révélées dans 1’étude
d’Adedara et al. (2014) qui ont noté une augmentation du taux de cholestérol suite a

I’exposition des rats males au métabolite du n-hexane, la 2,5-hexanedione (2,5-HD). Un
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autre travail a été réalisé pour évaluer quelques parametres biochimiques et hématologiques
aprés une exposition des travailleurs aux solvants organiques tels que le benzéne, le
toluéne, le xyléene et le n-hexane lors de la fabrication de chaussures comparé au groupe
contrble a signalé une augmentation des niveaux sanguins de cholestérol (Khan et al.,

2013).

De plus, une réduction significative des niveaux sériques des triglycérides a été
remarquée chez les deux lots de rats exposés aux deux (02) fortes doses du n-hexane. Rare
¢tudes ont ¢été portées sur 1'évaluation du taux des triglycérides et aucune étude n’a
enregistré une diminution du taux des triglycérides apres une exposition au n-hexane
(Layeghkhavidaki, 2014). Bien que, le glucose soit la premiére source d'énergie, de méme
les triglycérides sont considérés comme une réserve d’énergie. Ces derniers proviennent
d’aliments et du foie (Dzoyem et al., 2014). La diminution du taux des triglycérides peut

étre due a son utilisation comme source énergétique (Pigneret et al., 2016).

En revanche, une augmentation sérique en triglycérides a été observée chez des rats
Wistar, qui ont été exposés au n-hexane par voie orale a des doses de 0,2 a 5 g/kg pendant

treize (13) semaines (Sheftel, 2000).

L’analyse histologique du foie a prouvé les endommages hépatiques induites par le n-
hexane. Trois (03) types de colorations (hématoxyline-éosine, trichrome de Masson et
periodic acid Schiff) ont été effectuées dans notre étude afin de bien diagnostiquer I’effet

toxique du n-hexane sur les tissus hépatiques.

Nos résultats montraient que le n-hexane affectait le tissu hépatique. Des foyers de
nécroses cellulaires avec une congestion et une inflammation polynucléaire ont été observeés
dans le foie des rats traités par le n-hexane aprés une coloration hématoxyline-éosine. De
méme, plusieurs foyers nécrotico-inflammatoires des hépatocytes ont été notés dans le foie
chez tous les groupes des rats exposés au n-hexane, avec dilatation et la présence des fibres
de collagenes autour de la veine centro-lobulaire dans le foie des rats exposés au n-hexane a

la dose 1200 mg/kg apres une coloration trichrome de Masson.
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Les altérations tissulaires observées confirmant les observations biochimiques indiquées
dans notre étude. Les 1ésions hépatiques peuvent étre dues a I’accumulation du n-hexane ou
son métabolite, la 2,5-hexanedione (2,5-HD) dans le foie. Nos résultats sont en conformité
avec les recherches faite par Ashmawy et al. (2007) qui ont indiqué que le n-hexane a
induit des dommages hépatiques marqués par de nécroses hépatocellulaires focales.
L’exposition des rats males Sprague-Dawley par voie orale au n-hexane a une dose de 15
mmol/kg et a une dose de 10 ml/kg de 2,5-hexanedione (2,5-HD) a cause une lésion centro-
lobulaire, gonflement cellulaire, I’apparition des noyaux pycnotiques et une dégénérescence
des hépatocytes (Hewitt et al., 1980). Aussi, Adedara et al. (2014) ont mentionné que la
2,5-hexanedione (2,5-HD) métabolite du n-hexane provoquait une inflammation avec une
congestion hépatique. Les endommages observés dans le foie des rats traités, suggeérent que

le n-hexane affecte la structure et la fonction du foie.

Les lésions hépatiques signalées peuvent étre dues au stress oxydatif induit par le n-
hexane. Selon Ratziu et al. (2010) et Marra et al. (2008) le stress oxydatif altere le tissu
hépatique. L’intoxication par le n-hexane pourrait interférer avec les protéines et les
enzymes hépatiques en déclenchant un systeme de défense anti-oxydant qui conduit a une
réponse inflammatoire (Johar et al., 2004). D’autres résultats rapportés sur I’effet
d’essence (Momoh et al., 2015) et sur I’effet de solvant DBP (Rihani, 2014) ont montreé la
présence des atteintes hépatique illustrées par une inflammation cellulaire et de nécroses

hépatocellulaires respectivement.

En outre, la formation des fibres de collagenes observés sur les coupes histochimiques
des rats exposés au n-hexane a la forte dose (1200 mg/kg) peut étre due a I’inflammation et
les Iésions induites par le n-hexane. Ces réactions entrainent un apport sanguin accru a la
partie affectée, ce qui renforce les effets bénéfiques des cellules du systeme immunitaire.
Les fibres de collageénes se constituent lors d’une 1ésion tissulaire ou elles interviennent
pour régénérer le tissu endommagé (Stramer et al., 2007). Les altérations tissulaires graves
peuvent étre accompagnées d'une cicatrisation des tissus altérés. Ces fibres jouent un role

essentiel dans la guérison des tissus blesses, elles les renforcent (Klaas et al., 2016).
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Pour mettre en évidence le stockage de glycogene hépatique, une coloration PAS a été
réalisée dans notre étude. L’observation histochimique a montré la diminution de la teneur
en glycogéne avec une inflammation nécrotique et une dégéneration cellulaire chez les rats

exXposés aux n-hexane aux trois (03) doses traités.

D’apres Cullen (2010) le manque en glycogene suggére une anorexie. L’abaissement en
glycogene pourrait étre di a la malabsorption du glucose au niveau des intestins ou a
I’altération des enzymes impliquées dans le processus de glycogénese / glycolyse. La
coloration négative des hépatocytes des zones péri-portales pourrait indiquer que la

glycogeneése était affectée (Jarrar et Taib, 2012).

Aucune étude n’a été décrite sur 1’évaluation des effets du n-hexane sur le plan

histochimique des organes.

Apres le réle du foie dans la détoxification des toxines on a besoin de faire sortir ces
derni¢res de 1’organisme, ici viennent les reins, ils interviennent pour filtrer le sang et

éliminer ses toxines dans les urines.

L’effet toxique du n-hexane sur les reins est diagnostiqué par le dosage des paramétres
biochimiques de la fonction rénale, la créatinine et 1’acide urique. Une augmentation de ces
marqueurs a été indiquée dans notre étude chez les rats exposés au n-hexane pendant huit
(8) semaines. Des études similaires ont été publiées par (Adedara et al., 2014;
Ahmadizadeh et al., 2014; Momoh et al., 2015; Wang et al., 2015). Les résultats obtenus
ont révélé que 1’exposition au métabolite du n-hexane, la 2,5-hexanedione, toluéne, pétrole
et aux alcanes a entrainé une altération de la fonction rénale illustrée par 1’¢lévation des

niveaux de ses marqueurs sérique (urée, créatinine).

Les reins peuvent étre attaqués si des doses suffisantes de substances toxiques sont
administrées, ce qui peut affecter leur activité d’excrétion et rendre 1’organisme incapable
de se débarrasser de ces produits toxiques et leurs métabolites (Winder et Stacey, 2004).
L’augmentation sérique en créatinine et en acide urique observé dans notre étude chez les
rats des groupes exposes au n-hexane suggere que ce dernier est responsable d’un

dysfonctionnement rénal et d’une néphrotoxicité. Cette néphrotoxicité est peut étre due a la
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diminution de I’activité rénale pour le débit de filtration glomérulaire illustré par un taux
sérique élevé de la créatinine, ’urée et 1’acide urique chez les rats traités avec le n-hexane.
L’élévation de l'urée et de I’acide urique peut étre due a une baisse de la réabsorption rénale
au niveau de I'épithélium (Adedara et al., 2012 ; Khan et al., 2013). Le métabolite du n-
hexane, la 2,5-hexanedione interagit avec les membranes cellulaires en augmentant la
peroxydation lipidique ce qui conduit a la modification et la réduction de la fonction rénale

(Adedara et al., 2014).

L’évaluation histologique et histochimique des reins dans notre étude a signalé la
présence de Iésions tissulaires rénales apres 1’exposition au n-hexane comparé aux groupes
contréles. Les endommages tissulaires ont été manifestés par exfoliation et dégénérescence
des tubules rénaux proximaux et distaux; diminution de 1’espace des bordures en brosses et
rétraction des floculus glomérulaires. Une dose de 15 mmol/kg du n-hexane par voie orale a
entrainé de lésions minimales des tubules rénaux chez des rats Sprague-Dawley males
(Hewitt et al., 1980). Adedara et al. (2014) ont montré que 1’exposition au métabolite du
n-hexane, la 2,5-hexanedione induit une lésion des tubules proximaux avec un léger
saignement. Les modifications et les atteintes tissulaires rénales, confirmant donc les
observations biochimiques obtenues dans notre travail. Les dommages histologiques
observés peuvent étre dus a 1’absorption et au stockage du n-hexane dans les tubules rénaux

qui a été filtré par les glomérules (Adewole et al., 2007; Carrillo et al., 2018).

Un systéme de défense antioxydant est établi pour combattre I’effet préjudiciable du n-

hexane.

L’administration du n-hexane a induit une augmentation de la peroxydation lipidique
surveillée par un produit final nomme, malondialdéhyde « MDA » dans les poumons, et

une diminution du glutathion (GSH) dans les poumons, les reins, le foie et les testicules.

Le stress oxydatif est la conséquence des radicaux libres qui attaquent les cellules. Nos
résultats sont en correlation avec ceux d'Ezzat et al. (2011), qui ont étudié 1’effet toxique
de I’essence sur le systeme de défense antioxydant respiratoire, suite & une exposition aigué
et chronique dont ils ont démontré une augmentation de la peroxydation lipidique avec une

diminution de glutathion. Egalement, Adedara et al. (2014), (2016) ont révélé une
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réduction de glutathion dans le foie, les reins et les testicules apres une exposition de vingt
un (21) jours des rats males au métabolite du n-hexane, la 2,5-HD. Aussi, Kamel et
Shehata (2008) ont enregistré une diminution de glutathion (GSH) dans le foie, les reins et
les testicules chez des rats exposes au toluéne pendant une période de 15, 30 et 45 jours. La
réduction observée du taux de GSH peut suggérer une augmentation de la demande ou une
sur-utilisation de GSH par les tissus, pour lutter contre les especes réactives de I'oxygene

(ROS) (Adedara et al., 2014).

La peroxydation lipidique est 1’origine d’une oxydation lipidique membranaire; la
membrane cellulaire est riche en lipides et la peroxydation induit des anomalies dans leur
fonctionnement (Cillard J et Cillard P, 2006). Cette élévation de MDA indique que le n-
hexane a altéré les tissus en augmentant le stress oxydatif (Teixeira-Clerc, 2015), les
radicaux libres créent des hydroperoxydes lipidiques sur les résidus d'acides gras
polyinsaturés des phospholipides en formant finalement un malondialdéhyde qui est

capable de provoquer des mutations génétiques et le cancer (Scibior et al., 2006).

D’autre part, le glutathion (GSH) joue un role de défense essentiel contre le stress
oxydatif extra et intracellulaire qui provoque des lésions cellulaires. Dans le poumon, le
GSH protége les cellules épithéliales et calme 1’inflammation pulmonaire (Rahman et al.,
1999). Dans certains maladies pulmonaires telles que les maladies inflammatoires, la
fibrose kystique, le syndrome de détresse respiratoire aigué et I'asthme, le taux de GSH se

diminue (Ezzat et al., 2011).

Le stress oxydatif causé par le n-hexane stimule les antioxydants présents dans les
cellules des organes pour détruire les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Farhat et al.,
2018). La raison de la diminution du GSH dans les tissus est due a la consommation de ce

dernier pour se défendre contre les composants de 1’essence (Travis et al., 1990).

L'essoufflement observé chez les rats traités au n-hexane entraine une augmentation de
la fréquence respiratoire afin d'augmenter l'apport en oxygene, ce qui prouve que le n-
hexane a provoqué des difficultés respiratoires. La méme chose a été remarquée par

Lungarella et al. (1984) apreés I'exposition de lapins au n-hexane par inhalation pendant 24
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semaines. Le n-hexane provoque une déconcentration de l'air alvéolaire et une diminution

marquée du taux d'oxygene (NIOSH, 1994).

L’étude histologique et histochimique des poumons a montré que le n-hexane a
provoqué de dommages pulmonaires chez les rats exposés aux trois (03) doses (300 mg/kg,
600 mg/kg et 1200 mg/kg) respectivement. Les changements histologiques des poumons
dans cette étude sont signifiés par une pneumopathie interstitielle: des Iésions broncho-
pneumonie, fibrino-nécrotique, congestion, hémorragie, hyperplasie des pneumocytes de
type II, des lésions alvéolaires, érosion de 1’épithélium bronchique et une inflammation
pulmonaire comprenant [’infiltration de macrophages et de neutrophiles. Des effets
similaires ont été observés par Parasuraman et al. (2014) qui ont démontré que
I’exposition des rats Sprague-Dawley a I’éther de pétrole (250 mg/kg.i.p et 500 mg/kg.i.p)
par voie intra-péritonéale a induit une pneumonie interstitielle exprimée par une fibrose et

une inflammation pulmonaire, incluant de neutrophiles et de lymphocytes.

Une étude histo-pathologique des poumons réalisée par Ashmawy et al. (2007) apres
une exposition sous-cutanée et sub-chronique des rats albinos au 5 mg/kg du n-hexane, a
démontré que ce dernier a provoqué des dommages pulmonaires. Ces dommages sont
manifestés par une congestion et hémorragie pulmonaire avec la présence des macrophages.
D’autre par, I’exposition au n-hexane induit une dégradation de I’épithélium bronchiolaire,
hyperplasie des pneumocytes de type Il et de Iésions alvéolaires (Barni-Comparini et al.,
1982). L’altération morphologique des poumons est due a l'agissement directe du n-hexane
sur le poumon qui est un de ces organes cibles (Ashmawy et al., 2007). Les modifications
pulmonaires causées par le n-hexane sont les conséquences directes de la peroxydation
lipidique des cellules pulmonaires et les réponses inflammatoires (Sprong et al., 1998). En
outre, I’hyperplasie de pneumocytes Il observée chez les rats traités par le n-hexane a la
dose la plus forte (1200 kg/kg), est le résultat des dommages des pneumocytes | (Bachofen

et al., 1974; Kapanci et al., 1969).

En revanche, Aucune lésion histo-pathologique des poumons ou des testicules n’a été
révélée ni chez les quinze (15) rats Fischer-344 méles ni chez les quinze (15) rats femelles

apres une exposition au n-hexane pendant treize (13) semaines par inhalation (Cavender et
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al., 1984). Aussi, Schnoy et al. (1982) et Schmidt et al. (1984) n’ont constaté aucun

changement dans les poumons apres une exposition au n-hexane.

Plusieurs travaux scientifiques précédents ont dévoilé qu'une élévation des polluants et
des toxines environnementales pouvait affecter la spermatogenése et les cellules
testiculaires, en menant a une infertilité. Tandis que, il existe des données limitées sur

I’effet reprotoxique du n-hexane et ses métabolites (ATSDR, 2018).

Dans notre étude, l'administration du n-hexane aux rats a provoqué un effet
reprotoxique, dont il a été illustré par une diminution de la qualité et la quantité du sperme,
une altération des tissus testiculaires (diminution des spermatogonies, de la maturité des
cellules germinales et de I’espace de 1’épithélium testiculaire) avec une perturbation non

significative des hormones males.

Dans nos résultats on a enregistré une réduction dans le nombre et la mobilité des
spermatozoides chez tous les groupes traités par le n-hexane. Ces effets sont en accord avec
ceux obtenus par Adedara et al. (2016) qui ont démontré que 1’exposition au métabolite du
n-hexane, la 2,5-HD des rats males pendant vingt un (21) jours a induit une diminution de
la mobilité et du nombre des spermatozoides. Les mémes résultats avec la présence de
syndrome des cellules de Sertoli (SCOS), la destruction des tubes séminiféres avec la
carence de cellules germinales ont été observées par Kihaile et al. (2005) apres une
exposition des rats males au métabolite du n-hexane a des doses de 100, 200 et 400
mg/kg/jour pendant douze (12) semaines par voie cutanée. La réduction du nombre des
spermatozoides et leur mobilité est associée a des effets spermato-toxiques, causés par
I’exposition au solvant n-hexane. Cette spermato-toxicité peut-étre due a une production

excessive des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Adedara et al., 2016).

Les especes réactives de I'oxygene (ROS) sont des dérivés indispensables dans la
fécondation des spermatozoides, elles participent dans le processus de la condensation
chromatinienne et la réaction acrosomique des spermatozoides. Toutefois, une production
abusive de ces dérivés aprés une exposition aux substances étrangéres provoque un
déséquilibre de I’activité testiculaire (Gil-Guzman et al., 2001; Pons-Rejraji et al., 2009;

Morielli et O’Flaherty, 2015; Agarwal et al., 2017). L’excés en espéces réactives de
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I'oxygene induit un stress oxydatif en réduisant les défenses anti-oxydantes dans les
testicules, diminue la mobilité des spermatozoides et altére leur ADN (Adedara et al.,
2013). Le métabolite du n-hexane pourrait provoquer un dysfonctionnement du mécanisme
anti-oxydant qui conduit a une accumulation des espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
(Mishra et al., 2006; Jiang et al., 2008). Le déreglement signalé de la maturation des
cellules germinales dans notre étude aprés 1’exposition au n-hexane peut étre dd a la
diminution du nombre et de la longueur des microtubules des cellules de Sertoli qui
risquent son activité (Markelewicz et al., 2004), en perturbant le transport, le déplacement
des spermatides vers I'épithélium et des sécrétions de fluide séminal vers les tubes
séminiféres tout le long des cellules de Sertoli par les microtubules (Johnson, 2014). Cette
altération des microtubules provoque une insuffisance de soutenir et nourrir les cellules

germinales (Boekelheide et al., 2003).

Des résultats similaires avec une baisse du taux de testostérone ont été observés par
Djemil et al. (2015) aprés ’exposition des lapins males Cuniculus lepus aux deux (02)
solvants, le toluene et le xyléne a des doses de 50, 100 et 150 ppm respectivement pendant
24 jours. Le toluene et le xyléne ont induit un effet reprotoxique chez les lapins males
Cuniculus lepus en attaquant les fonctions de reproduction. La réduction du nombre des
spermatozoides est peut étre due aussi a la diminution du taux de testostérone et I'apoptose
des cellules germinales. Des changements morphologiques de spermatozoides ont été
révélés dans une étude réalisée par Xiao et al. (2001) chez des travailleurs exposés a court
et a long terme au benzéne, au toluéne et au xylene. Selon ces chercheurs, les changements
dans la morphologie de spermatozoides entravent leur passage dans les cellules de Sertoli,
et par conséquence, une réduction du nombre de spermatozoides dans la lumiére des tubes

séminiféres a été enregistrée.

Aucun changement n’a été enregistré par Linder et al. (1992) dans la mobilité, la
concentration et dans les tissus testiculaires apres une exposition des rats Sprague-Dawley
males, au n-hexane non dilué par voie orale a des doses de 10 000 mg/kg/j pendant cing

(05) jours et de 10 000 mg/kg en une seule dose.
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Afin de déterminer si la reprotoxicité du n-hexane était aussi en relation avec 1’effet
néfaste de ce dernier sur I'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire, nous avons mesuré les
niveaux des deux (02) hormones, I'hormone lutéinisante (LH) et la testostérone. Les
résultats ont révélé une perturbation non significative du taux des hormones étudiés, ou
nous avons observé une augmentation non significative de I'normone lutéinisante (LH) avec
une baisse non significative aussi du taux de testostérone. Ces résultats sont plus
remarquables chez les rats exposés a la dose la plus forte du n-hexane. L’exposition des
souris femelles au n-hexane par inhalation & des doses de 0, 3, 15,1 et 75,8 ml/m? pendant
cing (05) semaines n’a pas entrainé un changement dans les niveaux de 1’hormone
lutéinisante (LH) chez tous les groupes traités par le n-hexane (Liu et al., 2012). Tandis
que, une élévation du taux de I'hormone lutéinisante (LH) a été enregistré chez des rattes
exposées au métabolite du n-hexane a la dose la plus forte 1% dans de 1’eau pendant vingt
un (21) jours (Amos et al., 2014). L’hormone lutéinisante (LH) stimule la sécrétion des
hormones stéroidiennes, un changement dans le taux de cette hormone peut provoquer un

dysfonctionnement du systéme de reproduction.

Boekelheide et Hall (1991) ont administré 1% de 2,5-hexanedione (2,5-HD) a des rats
males Charles River CD. Aprés vingt sept (27) semaines 1’évaluation du taux de
testostérone a montré une diminution non significative, tandis que le taux de 1’hormone

lutéinisante et de I’hormone folliculo-stimulante ont révélé une augmentation significative.

L’explication de I’augmentation du taux de I’hormone lutéinisante apres I’exposition au

n-hexane ou a son métabolite, la 2,5-hexanedione (2,5-HD) n’est pas bien définie.

L’exposition au n-hexane dans notre travail a devoilé une réduction non significative du
taux de testostérone, plus remarquable a la dose 1200 mg/kg. L’effet du n-hexane sur la
concentration de testostérone n’est pas clair, que peu d’études précédentes qui ont étudié

I’effet du n-hexane sur le taux de testostérone, de plus, pas d’études récentes sur cet effet.

Selon Setchell et Galil (1983) une diminution dans le flux sanguin testiculaire se
produit a cause de la perte des cellules germinales, le changement de I'hémodynamique
testiculaire réduit le taux de testostérone abandonnant le testicule et la stimulation de la

sécrétion de ’hormone lutéinisante s’augmente. Aussi, la diminution des niveaux sériques
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de testostérone peut étre due a la baisse du taux sérique de ses précurseurs, le cholestérol

qui rentre dans la synthese des hormones stéroidiennes, processus de la stéroidogénese

(Djabali, 2011)
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Conclusion et perspective

Dans le cadre de cette thése doctorale nous avons visé a étudier ’effet toxique de faibles

doses du n-hexane chez des rats méales Wistar apres une exposition orale sub-chronique.

Pour mettre en évidence la toxicité du n-hexane dans le corps sur le fonctionnement des
systéemes internes notamment sur le systeme reproducteur male, des analyses biochimiques,
histologiques et histochimiques ont été effectués au sein du laboratoire de recherche
d’écophysiologie animale, laboratoire d'histologie et d'embryologie et laboratoire althisia-

histologie.

Les résultats rapportés dans notre recherche ont dévoilé que le n-hexane provoque des
effets nocifs dans I’organisme, qui ont ét¢ manifestés par un manque d’appétit avec une
diminution de la masse corporelle; Augmentation du poids relative des organes (foie, rein et
poumon); Augmentation des parametres hématologiques de défense (globules blanc,
lymphocytes, granulocytes et éosinophiles); Augmentation des bio-marqueurs du stress
oxydatif, le malondialdéhyde (MDA) dans les poumons et le glutathion (GSH) dans le foie,
les reins, les testicules et les poumons; Augmentation des niveaux sériques des parameétres
biochimiques hépatiques et rénaux (ASAT, ALAT, PAL, protéines totales, créatinine, acide
urique, urée) alors que les taux sériques lipidiques (cholestérol, triglycérides) et le glucose ont
diminué; Diminution de la mobilité et la concentration des spermatozoides avec une
perturbation non significative de 1’hormone stéroidienne, la testostérone et de 1’hormone
gonadotrope, la LH; Altération des tissus hépatiques, rénaux, pulmonaires (une pneumonie a

été signalée) et testiculaires.

En conclusion et en réponse a la question de cette these, les résultats obtenus dans notre
recherche ont bien montré et affirmé que I’exposition a de faibles doses au n-hexane par voie
orale induit une hématotoxicité, une hépatotoxicité, une néphrotoxicite, et une

pneumotoxicité, et essentiellement une reprotoxicité masculine.
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En perspective, il sera intéressant d’améliorer les résultats et approfondir les recherches
pour mieux approuver l’effet toxique de faibles doses du n-hexane par voie orale. Nous
souhaitons de prolonger la période de traitement par le n-hexane pour bien confirmer si le n-
hexane est un perturbateur endocrinien ou non. Il serait important d’évaluer 1’effet des
quantités du n-hexane présentes dans les huiles extraites. Aussi, il serait bien d’étudier la

possibilité de détoxification par des plantes médicinales contre la toxicité du n-hexane.
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Annexe

R/

% Préparation des solutions:
» Parameétres biochimiques
» Paramétres biochimiques hépatiques

» L’aspartate aminotransférase

Réactifs :

Réactif 1: Tampon TRISpH 7,8 80 mM/L
L-Aspartate 200 mM/L

Réactif 2: Substrat NADH 0,18 mM/L
Lactate deshydrogéenase (LDH) 800 U/L
Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/L
a-cétoglutarate 12 mM/L

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

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

Procédure :
Réactif de travail (mL) 1,0
Echantillon (L) 100

Me¢élanger et incuber pendant 1 minute. Lire I’absorbance initiale (A) de I’échantillon a 340
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute

d’intervalle.

Calcul :

[ Activité de ASAT (U/L) = AA/min X 1750 ]
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> L’alanine aminotransférase

Réactifs :

Réactif 1: Tampon TRISpH 7,8 100 mM/L
L-Alanine 500 mM/L

Réactif 2: Substrat NADH 0,18 mM/L
Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/L
a-cétoglutarate 15 mM/L

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

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

Procédure :
Réactif de travail (mL) 1,0
Echantillon (L) 100

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

d’intervalle.

Calcul :

[ Activité de ALAT (U/L) = AA/min x 1750 ]

» La phosphatase alcaline

Réactifs :

Réactif 1: Tampon Diéthanolamine (DEA) pH 10,4 1 mM/L
Chloride de magnésium 0,5 mM/L

Réactif 2: Substrat p-Nitophénylphosphate (pNPP) 10 mM/L

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

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

Procédure :
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Réactif de travail (mL) 1,2
Echantillon (uL) 20

M¢élanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance initiale (A) de I’échantillon a 405

nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant une minute a 3 minute d’intervalle.

Calcul :

[ Activité de PAL (U/L) = AA/min x 3300 }

» Le glucose
Procédure:

Le lecteur se met en marche automatiqguement par simple insertion de la bandelette

réactive.

e Le symbole d’une goutte clignote.

e Déposer la goutte de sang sur la zone de dép6t orange de la bandelette.

e Lamesure est terminée au bout de 5 secondes environ, et le résultat apparait a 1I’écran.
La glycémie est donnée en g/L.

» Les protéines totales

Réactifs :
Tartrate de potassium de sodium 15 mmol/L
Réactif : Biuret lodure de sodium 100 mmol/L
lodure de potassium 5 mmol/L
Sulfate de cuivre (1) 5 mmol/L
Hydroxyde de sodium 1000 mmol/L
Protéine Totale CAL Patron primaire d’albumine bovine 7 g/DI
Procédure :
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Blanc Etalon Echantillon

Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0

Etalon (uL) / 25 /

Echantillon (uL) / / 25

Mélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a température ambiante (15-
25°C). Lire I’absorbance initiale (A) de I’échantillon a 540 nm de 1’étalon et 1’échantillon

contre le Blanc du réactif. La couleur est stable au moins 30 minutes.

Calcul:

(A) Echantillon—(A)Blanc
(A) Etalon—(A)Blanc

[ Protéine totales (g/dL) = x 7 (Conc. Etalon) }

» Parameétres biochimiques rénaux

» La créatinine

Réactifs :

Réactif 1: Réactif picrique GOOD pH 7,5 17,5 mM/L
Réactif 2: Réactif alcalin Hydroxyde de sodium 0,29 mM/L
Créatinine calibreur Créatinine aqueuse (standard) 2 mg/DlI

Réactif de travail: mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2. Le réactif

du travail est stable pendant 10 jours a 15-25°C.

Procédure :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0
Etalon (uL) / 100 /
Echantillon (uL) / / 100

Mélanger, déclencher le chronomeétre. Lire a 492 nm la densité optique (Al) aprés 30

secondes et la densité optique (A2) apres 90 secondes.

Calcul :

Créatinine (mg/dL) = L&) Echantillon-(A)Blanc . - (50 Etalon) 116

(AA) Etalon—(AA)Blanc

(AA) = A2-Al
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> L’urée

Le dosage de I’urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la fiche

technique du Kit Spinréact.

Réactifs :

Réactif 1: Tampon Phosphate PH 6,7 50 mM/L
EDTA 2 mM/L
Salicylate de sodium 400 mM/L
Nitroprussiate de sodium 10 mM/L

Réactif 2: NaClO Hypochlorite de sodium (NaClO) 140 mM/L
Hydroxyde de sodium 150 mM/L

Réactif 3: Enzymes Uréase 3000 U/L

Urée calibreur Urée aqueuse (standard) 50 g/dL

Réactif de travail: dissoudre un comprimé de R3 dans un flacon de R1 et mélanger

Iégerement.
Procédure :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0
Etalon (uL) / 10 /
Echantillon (uL) / / 10

Mélanger, déclencher le chronomeétre. Lire a 492 nm la densité optique (Al) aprés 30

secondes et la densité optique (A2) apres 90 secondes.

Mélanger et incuber 10 min a température ambiante (15-25°C).
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Blanc

Etalon

Echantillon

R2 (ML) 1,0

1,0

1,0

Mélanger et incuber 10 min a température ambiante (15-25°C). Lire 1’absorbance (A) des

¢chantillons et de 1’étalon, contre le blanc a 580 nm. La couleur est stable pendant 30 minutes

a 15°-25°C.

Calcul :

Urée (mg/dL) ==

_ (A) Echantillon

(A) Etalon

X 50 (Concentration du calibrateur)

» L’acide urique

Réactifs :

Réactif 1: Tampon Phosphate pH 7,4 50 mM/L
2—4 dichlorophénol sulfonate (DCPS) 4 mM/L

Réactif 2: Enzymes Uricase Peroxydase (POD) 60 U/L
Ascorbate oxydase 660 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 200 U/L

1 mM/L
Acide urique calibreur Acide urique aqueux (standard) 6 mg/dL

Réactif de travail: dissoudre le contenu d’une bouteille de R2

Mélanger légerement. La couleur est stable pendant 30 minutes.

dans un flacon de RI.

Procédure :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0
Etalon (uL) / 25 /
Echantillon (uL) / / 25

Mélanger et incuber 10 min a 15-25°C. Lire 1’absorbance (A) des échantillons et de

1’étalon, contre le blanc a 520 nm.
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Calcul :

Acide Urique (mg/dL) = = (A)(E)Cz+ltoi:°n X 6 (Concentration du calibrateur)

> Paramétres biochimiques lipidiques

> Le cholestérol

Réactifs :

Réactif 1: Tampon PIPES pH 6,9 90 mM/L
Phénol 26 mM/L

Réactif 2: Enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L
Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,4 mM/ L

Cholestérol calibreur Cholestérol aqueux (standard) 200 mg/dL

Réactif de travail: dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de R1 et

mélanger légérement. Ce réactif est stable pendant 4 mois a 2-8°C ou 40 jours & 15-25°C.

Procédure :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0
Etalon (uL) / 10 /
Echantillon (uL) / / 10

M¢élanger et incuber 10 min a température ambiante. Lire 1’absorbance (A) des

¢chantillons et de 1’étalon, contre le blanc a 505 nm. La couleur est stable pendant 60 minutes.

Calcul :

(A) Echantillon

Cholesterol (mg/dL) = ===

X 200 (Concentration du calibrateur)
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» Les triglycérides

Réactifs :

Réactif 1: Tampon GOOD pH 7,5 50 mM/L
p-Chlorophénol 2 mM/L

Réactif 2: Enzymes Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/L
Glycérol kinase (GK) 500 U/L
Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/L
Peroxydase (POD) 440 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,1 mM/L
ATP 0,1 mM/L

Triglycérides calibreur Triglycérides aqueux (standard) 200 mg/dL

Réactif de travail: dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de R1 et
mélanger légérement. Ce réactif est stable pendant 6 semaines & 2-8°C ou une semaine a 15-

25°C.

Procédure :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (mL) 1,0 1,0 1,0
Etalon (uL) / 10 /
Echantillon (uL) / / 10

Mélanger et incuber 10 min a température ambiante. Lire 1’absorbance (A) des

¢chantillons et de 1’étalon, contre le blanc a 505 nm. La couleur est stable pendant 30 minutes.

Calcul :

(A) Echantillon

X 200 (Concentration du calibrateur)
(A) Etalon

Triglycérides (mg/dL) =

» Paramétres biochimiques tissulaires
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» Dosage du glutathion
Solution EDTA (0,02 M):
Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 mL d’eau distillée.
Solution DTNB (0,01 M):
Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 mL de méthanol absolu.
Solution d’acide salicylique (0,25 %):
Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 mL d’eau distillée.
Dosage des protéines :
Solution BSA (1 mg/mL) :
Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distill¢e.
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 ’abri de la lumicere.

Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines :

BSA (mL) 0 20 40 60 80 100

DO a 595 nm 0 0,158 0,281 0,407 0,51 0,633
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y = 0,0062x + 0,021
R? =0,9961

DO 595nm

0 20 40 60 80 100 120
BSA ( mg/ml)

» Dosage du malondialdéhyde

Solution TCA (20 %) :

Dissoudre 20 g de TCA dans 100 mL d’eau distillée.

Solution Tris :

Dissoudre 0,15 g de tris dans 50 mL d’eau distillée.

Solution TBA (0,67 %) :

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

Réalisation de la gamme d'étalonnage du MDA :

1,1,3,3- 0 20 40 80 160 200

tetraetoxypropane (mL)

DO a 530 nm 0 0,158 0,281 0,407 0,51 0,633
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¥ =0,0046x + 0,0141

0.9 R*=0,9991
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» Paramétres hormonaux male

» L'hormone lutéinisante

Réactif :

CALO REF DCE002 / 0906-0 imL
CAL1 REF DCEO002 / 0907-0 ImL
Réactif 1 : Six Calibreurs CAL2 REF DCEO002 / 0908-0 ImL
CAL3 REF DCE002 / 0909-0 imL
CAL4 REF DCE002 / 0910-0 ImL
CAL5 REF DCE002 / 0911-0 ImL

Réactif 2 : Contréle DCEO045 / 0903-0 ImL
Réactif 3 : Conjugue LH anti-peroxydase de raifort 12mL
(HRP) et la LH anti-biotinylée

Réactif 4: Microplaque Streptavidine adsorbée dans 1 microplaque
revétue la microplaque cassable

Réactif 5 : Substrat de TMB H202-TMB 0,26g/L 15mL

Réactif 6 : Solution d'arrét  Acide sulfurique 0,15 mol/L 15mL

Réactif 7: Solution de NaCl45g/L; Tween-20 55¢/L 20mL

lavage concentrée 50X

Conserver les réactifs a 2,8 ° C, a l'abri de la lumiére. Ouvrir I'enveloppe de réactif 4

(microplaque enrobée) uniquement apres l'avoir ramenée a température ambiante et la
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refermer immédiatement aprés avoir retiré les bandelettes a utiliser; Une fois ouvert, il est

stable jusqu'a la date d'expiration du kit.
Procédure :

Les calibreurs (C0-C5) sont préts a l'emploi, calibrés par rapport a la référence

internationale WHO 1st IRP 68/40 et ont les concentrations suivantes:

Co C1l C2 C3 C4 C5

OmlU/mL 5miU/mL 25 mlu/mL 50miU/mL  100mIU/mL 200mIU/mL

Avant utilisation, diluer le contenu de chaque flacon de solution de lavage concentrée
(50X) avec de l'eau distillée jusqu'a un volume de 1000mL. Pour préparer de plus petits
volumes, respecter le taux de dilution de 1:50. La solution de lavage diluée est stablea 2 + 8 °

C pendant au moins 30 jours.

Echantillons / Contrdle / 20uL
Calibreurs C0-C5 20pL /
Conjugué 100pL 100pL

Incuber a température ambiante (22 + 28 ° C) pendant 1 heure. Retirer le contenu de

chaque puits et laver les puits 3 fois avec 300uL de solution de lavage diluée.

Substrat TMB 100pL 100pL 100pL

Incuber a température ambiante (22 + 28 ° C) pendant 15 minutes dans I'obscurité.

Solution d'arrét 100pL 100pL 100pL

Agiter la microplaque doucement. Lire I'absorbance (E) a 450 nm contre une longueur

d'onde de référence de 620-630 nm ou contre Blank dans les 5 minutes.
Calcul :

Des concentrations exprimées en mlU/mL.
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> La testostérone

Réactif :

Réactif 1 : cing Calibreurs DCE002/0206-0 imL
DCE002/0207-0 ImL
DCE002/0208-0 ImL
DCE002/0209-0 ImL
DCE002/0210-0 ImL

Réactif 2 : Controle DCE045/0203-0 imL

Réactif 3 : Conjugué Testostérone conjuguée a la 12mL
peroxydase de raifort (HRP)

Réactif 4:  Microplaque Anticorps anti-testostérone 1 microplaque

revétue adsorbé sur microplaque cassable

Réactif 5 : Substrat de TMB H202-TMB 0,26 g/L 15mL

Réactif 6 : Solution d'arrét Acide sulfurique 0,15 mol/L 15mL

Réactif 7 : Solution de lavage Tampon phosphate 0,2 M pH 7,4  50mL

concentrée 10X

Stocker tous les réactifs a 28 © C dans I'obscurité. Ouvrez le sac du réactif 4 (Microplaque
enrobée) uniquement lorsqu'il est a température ambiante et fermez-le immédiatement aprés

utilisation. Une fois ouverte, la microplaque est stable jusqu'a la date de péremption du kit.
Procédure :

Les calibreur s sont préts a I'emploi et ont la concentration suivante de testostérone:

Co C1 C2 C3 C4

Ong/mL 0.2ng/mL 1ng/mL 4ng/mL 16ng/mL

Diluer le contenu de chaque flacon de la «solution de lavage concentrée 10X avec de I'eau
distillée jusqu'a un volume final de 500 mL avant utilisation. Pour les plus petits volumes,
respecter le taux de dilution de 1:10. La solution de lavage diluée est stable pendant 30 jours a

2-8 ° C. Dans une solution de lavage concentrée est possible d'observer la présence de
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cristaux; dans ce cas, mélanger a température ambiante jusqu'a dissolution compléte des
cristaux; pour plus de précision, diluer la totalité de la solution de lavage concentrée a 500 ml,
en prenant soin de transférer complétement les cristaux, puis mélanger jusqu'a dissolution

complete des cristaux..

Echantillons / Contrdle / 25uL
Calibreurs C0-C4 25puL /
Conjugué 100uL 100uL

Incuber a 37°C pendant 1 heure. Retirez le contenu de chaque puits. Laver les puits 3 fois

avec 300uL de solution de lavage diluée.

Substrat TMB 100pL 100pL 100pL

Incuber a température ambiante (22-28 ° C) pendant 15 minutes dans I'obscurité.

Solution d'arrét 100uL 100uL 100uL

Agiter la microplaque doucement. Lire I'absorbance (E) a 450 nm contre une longueur

d'onde de référence de 620-630 nm ou contre le blanc dans les 5 minutes.
Calcul :
Des concentrations exprimées en ng/mL.
> Etude histologique
Fixation des échantillons :

Aprés la décapitation des rats, les organes prélevés (foie, rein, poumon, testicule) doivent
étre conservés immédiatement dans un fixateur (Formol 10%) qui a pour but fixé les
structures cellulaires tout en conservant leurs morphologies. Le Formol permet de durcir
I’échantillon sans 1’abimer. Des coupes transversales ont été faites par I’anatomopathologiste
et placées dans des cassettes spéciales a parois trouées afin de permettre le passage des

liquides au cours des étapes qui suivent.

Déshydratation des échantillons :
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Comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors
complétement déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette derniére n'est pas non
plus soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation, on assiste donc a une substitution par
le xyléne. La déshydratation se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons
dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des bains de
xylene qui constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Cette
étape est réalisée par un automate qui permet le passage automatique et progressif des

échantillons.
Inclusion :

L’inclusion consiste a mettre les piéces dans des bains de paraffine liquide. Les tissus
étant maintenus et imbibés de paraffine, ils sont placés dans des moules appelés les barres de
Leuckart, puis sont remplis de paraffine. Ceci facilite la confection des coupes. Les blocs de
paraffine ainsi formés vont étre coupés par un microtome, permettant de réaliser des tranches
de section de 2 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet,
puis déplissées et fixées par I’eau. Les lames sont ensuite séchées dans une étuve a 100°C

pendant 1 heure.
Procédure coloration :

Le déparaffinage des échantillons s’effectue a I’aide du xyléne pour que les colorants
puissent y pénétrer. Ensuite, on fait passer les lames dans des bains d’alcool de degré
décroissant (100%, 90%,70%) pour la réhydratation. Le ringage est réalisé avec I’eau du
robinet. Puis, mettre les lames dans I’hématoxyline pendant 10 & 20 minutes, celui ci colore
les noyaux en violet. Aprés ringage les lames sont mises dans I’eau ammoniaquée (25 ml
d’eau + 2 gouttes d’ammoniac), et un deuxiéme ringage, puis on utilise I’éosine 1% pendant
10 minutes pour mettre en évidence le cytoplasme coloré en rose. Apres un autre ringage, on
fait passer les lames dans des bains d’alcool d’ordre croissant (90%, 100%) pour les

déshydrater.

Enfin, nous placons les lames dans un mélange de 50% de xyléne + 50% d’acétone, puis

les lames sont mises dans deux bacs de xyléne.
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Montage :

Le montage se fait pour protéger des échantillons des différents tissus par des lamelles en

verre apres la coloration, en mettant deux gouttes d’E Kkitt (colle).

» Etude histochimigud

Procédure de coloration trichrome de Masson :

e Déparaffiner dans des bains de xyléne.

e Hydrater par des bains d’alcool a 100%, 90% et 70%.

e Rincer a I’eau distillée.

e Colorer avec I’hématoxyline pendant 4 minutes.

¢ Rincer a I’eau de robinet pendant 4 minutes apres a I’eau distillée.

e Colorer avec le Fuchsine Ponceau pendant 5 minutes.

e Rincer a I’cau distillée.

e Placer dans 1’acide phosphomolybdique 1% pendant 2 minutes.

e Placer dans le vert lumiére pendant 3 minutes, puis dans I’acide acétique 0,5% pendant

5 minutes.

e Passer dans I’alcool absolu, apres dans le toluene.

Procédure coloration PAS :

e Déparaffiner dans des bains de xyléne.

e Hydrater par des bains d’alcool a 100%, 90% et 70%.

e Rincer a I’eau distillée.

e Placer dans I’acide acétique 0,5% pendant 30 minutes puis rincer a I’eau distillée.

e Colorer avec le réactif de Schiff pendant 30 a 45 minutes puis rincer a I’eau de robinet.
e Colorer avec I’hématoxyline pendant 1 a 2 minutes.

e Passer au carbonate de lithium ou bien eau ammoniacale.

e Rincer a I’eau de robinet, puis dans 1’alcool absolu et le toluéne.

Procédure coloration pentachrome Movat :
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o Déparaffiner et hydrater dans DI H-O.

e Tache dans le bleu d'alcian pendant 20 minutes.

e Laver dans I'eau du robinet pendant 5 minutes.

e Placer les lames dans I'alcool alcalin pendant exactement 1 heure.

e Laver a I'eau courante pendant 10 minutes.

e RinceraDI H:0.

e Tache dans une solution d'hématoxyline pendant 12 a 15 minutes.

e Rincer dans plusieurs changements de DI H;O.

e Différencier soigneusement, chaque lame individuelle, en plongeant 2 ou 3 fois dans
du chlorure ferrique aqueux a 2%; rincer dans DI H»O et vérifier sous microscope.

e Placer les lames dans du thiosulfate de sodium pendant 1 minute.

e Laver dans de I'eau courante pendant 5 minutes; rincer dans DI H;O.

e Tache en crocein scarlat-acide fuchsin pendant 1 a 3 minutes, en fonction de la
rougeur désirée.

e Rincez dans plusieurs changements de DI H2O.

e Rincer a I'eau acide acétique a 0,5%.

e Placer les lames dans de I'acide phosphotungstique aqueux a 5%, 2 changements de 5
minutes chacun.

e Rincer a I'eau acide acétique a 0,5%.

¢ Rincer dans 3 changements d'alcool absolu.

e Teindre au safran pendant 15 minutes.

e Rincer dans 3 changements d'alcool absolu frais et 2 changements de xylene et

monter dans le support de montage.
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