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Résumeé

L'cffet d'un insecticide organochloré, le lindane (5 hexachlorocyclohexane). est étudié sur le
mouvement flagellaire des spermatozoides de rat. Les résultats obtenus montrent qu'a la concentration de 1.9 x
10 M, le lindane perturbe le mouvement flagellaire et 4 la concentration de 3.2 x 107" M ce mouvement est
compleicment inhibé. De plus, le lindane induit I'apparition d’une courbure statique importante & la base de la
téte du spermatozoide et il augmente sensiblement I'amplitude flagellaire. Les mécanismes d’initiation et de
régulation du battement flagellaire sont actucllement A 1'étude.

Mots clés: Mouvement; spermatozoides; lindane.

Abstract

The effect of an organic chlorine pesticide lindane (5 hexachlorocyelohexane), on flagellar movements
of rat spermatozoa was studied. At the dose of 1,9 x 107 A, lindane was found to considerably disturbe the
Hagellar movement, and at the dose of 3.2 x 107 M, it inhibit it completely. It was also demonstrated, that the
pesticide provoked a marked static curvature at the level of spermatozoa heads, and an increase in the
mechanism(s) of initiation and regulation of the flagellar movement are still under in vestigation.

Keywords: Movement; spermatozoa; lindane.

Introduction
Chez les organismes supérieurs, lcs cils ont La plupart des exemples qui ont permis de
pour principale fonction le déplacement d'un fluide & mjeux comprendre la fonction ciliaire of flagellaire,

la surface de a cellule, ou alors ils servent d "éléments entre autre sa régulation, ont été réalisés sur des
locomoteurs permettant de propulser une cellule a protistes ciliés ou flagellés. Les protistes ciliés tels
travers un fluide. Chez les Mammiféres,«les cils que Chlamydomonas (3)., Dunaliella bioculata (4) ou
recouvrant le tractus respiratoire servent a drainer  Tegrahvmena pyriformis (5), constituent d’excellents
toutes les particules et cellules mortes pouvant géner modeles pour I'étude de molécules xénobiotiques ¢n
la respiration. vers les bronches grice au transport particulier de polluants de I'environnement.

mucociliaire. Chez Dunaliclla bioculata, le lindane est

Les cils et flagelles sont également cilio-inhibiteur (6) et la toxicité de cette molécule
impliques dans la fonction de fécondation chez les s"étend a toutes les classes du régne animal (7). Chez,
animaux et chez les végétaux inférieurs. C’est grice a les Mammiferes, le lindane touche essenticllement le
leur flagelle que les spermatozoides parviennent a foic et serait promotcur de cancers hépatiques (8), le
ovule et chez les vertébrés. ce sont les cils du tractus lindane induit une floetotoxicité chez la souric. Les

gf‘jmtijtl qlmlsmindal‘l origine de la migration des gcosystemes aqueux ef marin sont trés perturbés par
ovocytes Ie long de 1 oviducte. T est Flﬂlﬁ que toule une exposition au lindane (9). Le lindane interfore
perturbation du mouvement de ces cils et flagelles. avec le développement et la reproduction de C
ourrait avoir d : tfaste inar: bkt tod e
IfJOI]Ctiml (cs . CIT cgrtscguexlc?s” nefastn,; pour sur riparius. Chez les végétaux supéricurs, le lindane

§ essenticlies des etres vivants (1. 2). inhibe la division cellulairc ct serait également i
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Forigine de perturbation du  métabolisme  des
protéines (10).

Dans cc travail nous étudions I’action de ce
pesticide  sur  la  motilité flagellaire  des
spermatozoides de rat.

Matériel et méthodes

Materiel: Des rats méles Sprague-Dawlcy de
plus de 120 jours, dont le poids varie de 350 4 100g
sont utilisés. Aprés avoir endormi I’animal avec du
pentobarbitol sodique a4 6% en intra-péritondale 3
raison de 0.1 ml pour 100g de poids, I"épididyme est
prélevé par disscction. La structure de la molécule
utilisée, le lindanc (® hcxachloroc:}-'clohcxane} est
représentée dans le schéma suivant -

Préparation de 1Ia suspension  de
Spermatozoides: Aprés incision de g queve de
I'épididyme quelques ul du fluide épididymaire sont
prelevés puis dilués dans un milicu  synthétique
compose de NaCl 90 mM. NaHCO, 29.7 mM., KCI
' mM, Lactate de Ca 3.4 mM, Pyruvate de Na 23
mM. glucose 6,6 mM. Sérum Albumine Bovine
(BSA) 1g pour 100 ml. Le lindane est dilyé dans du
DMSO (0.2% viv) et ost ajouté dans 3 ml du miliey
-synthétique. Trois concentrations de lindane sont
utilisées cst ensuite homogénéis¢ puis incubé 3 Slirdia 0

Préparation microscopique: Pour
I'observation. 235 Ml de la  suspension de
Spermatozoides sont placds entre lame et lamelle. Une
Cpaisseur de 35 K permet 'observation d’une

couche monocellulaire avec une faible contrainte du
mouvement flagellaire.

Analyse du mouvement par
vidéomicrographie: Les films sont enregisirés 4 un
grossissement final de x 100 (objectif 10) avec un
systtme Vidéo NAC High Speed Video HVS, 200,
caméra a grande vitesse: 200 images par seconde et
un - enregistreur.  Pour chaque échantillon. une
séquence st enregistrée pendant 2 heures. Le
pourcentage des spermatozoides niobiles st évalué
en pointant sur I'écran les spermalozoides mobiles
progressifs qui sc déplacent e que nous avons
désignd par MP (Mobiles Progressifs), les

Spermatozoides mobiles non progressifs. qui bougent.
mais qui ne sc¢ déplacent pas, désignés par MNP
(Mobiles  Non Progressifs). les spermatozoides
inunobiles, (1), L analyse de la trajectoire de la téte a
¢té réalisée en pointant la base ce celle(ci toutes leg
50 millisecondes pendant | scconde (toutes les 10
images): un transparent étant placé sur I'écran. La
vitesse de progression rectiligne (Vp) est exprimée en
pm.s™

Pour I'analysc flagellaire, 1a fore du flagelle
cst dessinée sur un transparent placé contre 1'écran
toutes les 20 millisccondes. Leg paramctres soni: Iy
fréquence de battement (nombre de battements par
seconde) ct 'amplitude de l'enveloppe Magcllaire.
Les mesures sont effectuces sur 20 images (1 Image
toutes  les 20 millisecondes. pendant 400
millisecondes).

Figure 1 :
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Résultats

La figure 1 illustre l'effel du lindane sur le
pourcentage de sperimatozoides mobiles aprés une
minute d’action. Chez les témoins, 70% a 73% des
spermatozoides sont mobiles progressifs (MP). Le
lindane 4 la concentration de 1.3 x 10" M n’a ancun
effet sur la motilité¢ des spcrmatozoides aprés une
minute d’action; 76% d’entre eux sont de type MP.
Lc pourcentage des spermatozoides MP diminue de
50% avec la concentration 1,9 x 107" M de lindane et
avec 3.2 x 107 M tous les spermatozoides mobiles
présentent un mouvement désordonné d’agitation sur
place. non progressif (MNP). Les mesures cffectuées
aprés 10 minules ¢t 20 minutes d’action du
lindane montrent qu’a la plus forte
concentration (3.2 x 107" M), tous les spermatozoides
sont immobiles,

Le tableau 1 illustre 1'effet du lindane sur la
vitesse de progression des spermatozoides et sur |
fréquence de leur battement flagellaire. A partir de la
concentration 1.9 x 107 M, Ia vitesse de progression
(Vp) est réduite de 50% par rapport a celle du témoin

DMSO: le méme résultat est obtenu pour la fréquence
du battement flagellaire qui est de 'ordre de 2 pour
les échantillons traités par le lindanc. alors qu’elle est
de I’ordre de 6 chez les témoins DMSO. Cependant.
pour la plus faible concentration de lindanc, les
vitesses de progression et les fréquences de battement
sont du méme ordre de grandeur que celles des
témoins. tandis qu’a la concentration de 3.2 x ' M,
le lindane inhibe totalement la propagation de 1’onde
flagellaire. La figure 2 représente des tétes de
spermatozoides témoins (A) et trailés par le lindanc
(B). Les sperimatozoides traités onl perdu la capacité
de sc déplacer selon une trajectoire réguliére et
lincairc. Par comparaison avec les spermatozoidcs
témoins (E), apres une application de la concentration
la plus faible de lindane (1,3 x 107" M). une courbure
apparait prés de la téte du spermatozoide, aprés 20
minutes d’action (F). Cette courbure, proche de la
base dc Ia téte, est observée au bout d’une minute
d’action pour les concentrations 1.9 x 107 Met 3.2 x
10" M. La décomposition du mouvement flagellaire
permet de conlirmer cette courburec chez les
spermatozoides traites par le lindane (D) comparés
aux témoins (C).

Tableau 1. Evolution des vitesses de progression (Vp) et fréquences de battement des spermatozoides de rat au

temps t = 1 minute,

Paramétres Témoin Témoin Lindane ( 107" M )
mesures DMSO 1.3 ik 3.2

Vitesse de

progression Tl 25 86+ 25 73+ 16 4+ 24 n..

(Vp) pm.s™!

Fréquence de

battement par 5409 6= ol 2+09 n.m,

seconde

Temoin: Composition du milicu: NaCl 90 mM, NaHCO; 29.7 mM, KCI 11 mM, Lactate de Ca 3.4 mM,
Pyruvate de Na 2,3 mM, glucose 6,6 mM, Sérum Albumine Bovine (BSA) 1g pour 100 ml.
Témoin DMSO: Témoin dilué dans du DMSO 0.2% v/v.

n.m.: Non mesurable.
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Discussion

A la concentration de 1.9 x 10™ M. le
lindane perturbe le mouvement des spermatozoides
de rat des la mise en contact ¢t 4 la concentration de
1.3 x 107" M. il perturbe le battement Magellaire apres
20 minutes d’action, Le mouvement flagellairc est
totalement inhib¢ dés la mise en contact avec le
lindane 4 une concertation de 3.2 x 10 M. Le lindane
. molécule cilio-inhibitrice chez Dunaliclia bioculata
(6. 7) est toxique pour les spermatozoides de rat dés
la mise en contact mais 4 une concentration deux fois
plus €levéc que pour Dunaliella. Le modele
spermatozoide de rat, donl nous venons d'établir le
comportement en présence de lindane, parait donc
particulierement  adapté  pour  redéfinir  les
mcécanismes dinitiation et de régulation du battement
flagellairc. Ceux-ci paraissent indépendants de la
concentration en calcium du milieu extraccllulaire.
contrairement a certaines études  réccmment
cffectuées sur des Invertébrés (8) ou des
Mammiferes (9); puisque des expériences récentes
mences sur 'action de différentes concentrations de
lindane sur I"onde flagellaire, en milicu dépourvu de
calcium. donnent des résultats identiques 4 ceux
obtenus en milicu riche en calcium (données non
presentées).  L'hypothése que nous  somunes
actuellement entrain de vérifier, est que le lindane
pourrait inhiber le mouvement du spermatozoide de
rat par une augmentation de la sortie de calcium g
partir des organifcs intracellulaires. Le licu de
stockage du calcium chez les spermatozoides pourrait
étre localisé au niveau de la calmoduline (11). Cettc
augmentation brusque du calcium dans le cytoplasme
provoquerait la désorganisation, voir 1’arrét total du
mouvement  flagellaire du  spermatozoide. Les
résultats  obtcnus dans notre travail nous incitent g
chercher quelle pourrait étre la conséquence de
I'utilisation prolongée de cet insecticide dans
Penvironnement humain? y aurait t-il accumulation
de lindane dans certains tissus; fcl que le tissu
adipsux (sachant que le lindane est unc molécule
lipophile. (11, 12) ? S’il y avait accumulation dans lc
tissu adipeux, quel pourrait étre Ic rdle de Ja masse de
ce tissu recouvrant |’épididyme? Le lindane serait (il

capable de passer a4 travers la  barritre
hématotesticulaire et hématoépididymaire?.
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Fig 2 : Effet du lindanc a différentes concentrations sur le pourccntage de spermatozoides mobiles de rat aprés
' une minute d’etion

S
o
LM ) Tt

=4

Fig 3 : Trajectoires de la (éte et de la dynamique flagellaire des spermatozoides de rat
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