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Résumé

L'objectif de ce travail est de déterminer la génotoxicité de deux contraceptifs féminins
"Mercilon™ et "Microgynon" a large utilisation en Algérie en utilisant I'ocignon comme modéle
biologique pour le test Allium cepa. A partir des observations microscopiques, nous avons
détecté plusieurs perturbations au niveau des chromosomes, telles que des déviations et des
pertes chromosomiques, ainsi que la présence de ponts et de noyaux réduits. Nous avons

conclu que les contraceptifs féminins ont des effets génotoxiques.

Mots clés : Génotoxicité, Allium cepa, Aberration chromosomique, Mercilon, Microgynon.
Abstract

The objective of this work is to determine the genotoxicity of two female
contraceptives, "Mercilon" and "Microgynon," widely used in Algeria, using
onion as a biological model for the Allium cepa test. From microscopic
observations, we detected several disturbances at the chromosome level, such as
chromosomal deviations and losses, as well as the presence of bridges and

reduced nuclei. We concluded that female contraceptives have genotoxic effects.

Key words: Genotoxicity, Allium cepa, chromosomic aberration, Mercilon, Microgynon.
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Introduction

Introduction :

La contraception désigne I'ensemble des moyens employés pour provoquer une infécondité
temporaire chez la femme ou chez I'homme, c'est-a-dire les différentes méthodes qui ont pour

but d'éviter une grossesse. [1]

Plusieurs tests ont été développés pour démontrer la génotoxicité et la mutagénicité. Test
bactérien (test Ames, umu, SOS chromotest, Mutatox), test Aberration chromosomique de

I'oignon et test du micronoyau des plantes supérieures. (El Fels, 2014).

L'importance de test allium cepa aide a comprendre la prévention de la toxicité
environnementale. Oignon (Allium cepa L.) (Firbas and Amon, 2013) un biomarqueur
potentiel pour les études de génotoxicité. Largement utilisé comme Indicateurs biologiques de
génotoxicité dans différents milieux aquatiques. Ce test permet I'évaluation des mutagenes et

Détecter les substances toxiques présentes dans I'environnement. (EI-Shahaby et al., 2003).

Il est également connu sous le nom Evaluer les biomarqueurs essentiels de la pollution
environnementale. (Bagatini et al., 2009 ; Leme and Marin-Morales, 2009) Relativement,
I'oignon est I'un des nombreux moyens de détecter et de mesurer le degré Altération des
systemes affectés par des cancérigénes/mutagers ou des agents chimiques causant des
dommages et permettant la description Les effets de ces dommages sont compris en

examinant les aberrations chromosomiques. (Cresencio, 2017)

En raison de I'utilisation massive de pilules contraceptives, le but de cette étude est de
déterminer I'effet et I'activité mutagéne des contraceptifs et I'évaluation de la génotoxicité de

ces contraceptifs par le test Allium cepa et la recherche des aberrations Chromosomique.
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Chapitre 1 Les contraceptifs féminins

1.1 Historique sur les contraceptifs
L’utilisation de contraceptifs remonte a 1’antiquité ou les femmes chez les romains comme

chez et les égyptiens, utilisaient des plantes pour éviter une grossesse.

Au 20éme siécle avec I’invention de diverses méthodes de contraception efficaces et slres et
ceci aprés une grande bataille pour obtenir le droit a I’utilisation des méthodes de

Contraception.

Ainsi, en 1921 Margert Sanger aux Etats Unis d’Amérique (USA), a commencé & promouvoir

I’acces a la contraception.

En 1942, Gregory Pincus a mis en place des expériences montrant le blocage d’ovulation par

des doses de progestatif.
En 1960 débuta la commercialisation des pilules estroprogestatives aux USA.

En plus de la révolution du cadre institutionnel de ces derniers travaux scientifiques, en raison
du développement rapide des pilules, la recherche dans le domaine de la contraception
hormonale a également connu une tolérance majeure et des résultats clinique et métabolique
satisfaisants et par conséquent, le choix de la contraception a été considérablement élargi.
Cependant, la crise du milieu des années 1990 était liée aux effets plus nocifs des
contraceptifs dits de troisieme génération (combinaison d'éthinylestradiol et de désogestrel ou
gestodéne), initialement limités dans leur portée. Ainsi, l'utilisation de ces contraceptifs a
augmenté jusqu'en 2013, sapant les contraceptifs dits de deuxieme génération. (Genevieve et
al., 2020)

1.2 Définition du contraceptif

Le mot contraceptif vient du mot latin (contraception). C’est une opération pour éviter la
grossesse. Toutes ces méthodes sont appelées des méthodes de contraception. Que ce soit par
voie mecanique (préservatif masculin et féminin, dispositif Intra-utérin au cuivre), hormonale
(pilule, implant, anneau vaginal, dispositif intra-utérin hormonal), méthodes naturelles et

méme abstinence. (Pauline, 2017)
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1.3 Les différents types des contraceptifs

1.3.1 Contraceptif naturel

Par conséquent, cela s'appelle la contraception naturelle qui n'utilise aucun produit médical ou
interférant dans le systéeme de reproduction. Ils incluent toutes sortes de méthode pour
déterminer les creatures. Ces méthodes sont anciennes et ont pris comme choix basé sur
I'espacement par la motivation culturelle ou par la religion. Ces méthodes ne présentent
aucune contre-indication ni effets indésirables. (Hassoun, 2018)

1.3.2 Contraceptif médical

% Contraceptif injectable

Les contraceptifs injectables sont des méthodes de contraception a base d'hormones
administrées par injection intramusculaire. Les injections doivent étre administrées
régulierement a intervalles réguliers (injection/3mois) pour assurer une protection
contraceptive continue. Les contraceptifs injectables sont trés efficaces pour bloquer
I’ovulation. Cette méthode de contraception est pratiquée pour les femmes qui ne souhaitent
pas utiliser des méthodes de contraceptions quotidiennes, mais elle ne protége pas contre les
maladies sexuellement transmissibles. Il est important de connaitre les avantages et les
inconvénients des contraceptifs injectables et des antécédents médicaux pour déterminer

I’efficacité de cette méthode de contraception. [2]
% Les patches contraceptifs

La pilule contraceptive transdermique a base d'eestrogéne (le patch) est une alternative a la
pilule contraceptive orale (la pilule). L'appareil délivre une distribution continue d’hormones
cestrogenes-progestatives, qui traversent la peau et atteignent la circulation sanguine. Aussi
efficace que la pilule, le patch contraceptif réduit le risque d'oubli par rapport a la pilule. Le
patch contraceptif contient de [I'éthinylestradiol et un progestatif synthétique
(norelgestromine) dans une combinaison similaire a une pilule combinée orale a faible dose.
Une fois dans la circulation sanguine, elles affectent alors le cycle menstruel de la femme en
empéchant I'ovulation comme la pilule contraceptive. Le patch contraceptif mesure plusieurs
centimetres de long, il est carré ou ovale, de couleur chair ou transparent. Pour la premiére
utilisation, le patch est placé sur la peau le premier jour des régles, il est changé une fois par

semaine a jour fixe pendant 3 semaines, suivies d'une semaine sans pendant laquelle les régle
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Surviennent. Le prochain patch doit étre changé apres une pause de 7 jours. Le patch
contraceptif est aussi efficace parce qu’il fonctionne chaque semaine et il y a moins de risque
d'oubli ou d'abus que la pilule, ce qui en fait une forme de contraception plus efficace. [3].
Fig. 1

Figure 1 : Patch contraceptif [4]

% Le dispositif intra-utérin

Un DIU ou "dispositif intra-utérin™ est un moyen de contraception inséré dans l'utérus par le
médecin ou la sage-femme. Il libere une hormone progestative appelée Iévonorgestrel, il est
en forme de T avec un fil de cuivre enroulé autour de la base avec des bras. Il présente
plusieurs avantages, car il n'interfere pas avec les rapports sexuels et n'affecte pas

I’allaitement et il n'a pas d'effets secondaires hormonaux. (Diallo, 2022). Fig. 2

DIUJ en cuivre

)
DITUJ hormonal

Figure 2 : Comment fonctionne le dispositif intra-utérin (DIU) [5]
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% Le préservatif

v" Préservatif féminin

Le préservatif féminin (femidom) est une gaine fine, flexible et transparente en polyuréthane
(matiére plastique) que la femme place dans son vagin avant les rapports sexuels pour se
protéger de la grossesse et de I'infection par les IST/VIH (double Protection). (Diallo, 2022)

v" Préservatif masculin

Un préservatif masculin est une gaine protectrice en latex ou en tissu animal utilisée pour
recouvrir le pénis en érection. Il recueille le sperme lors de I'éjaculation ce qui forme une
barriere au passage des spermatozoides et protege contre les IST/VIH/SIDA (double
protection). (Diallo, 2022)

%+ Contraceptifs chirurgicaux

Les contraceptifs chirurgicaux sont des méthodes de contraception permanentes qui consistent
en une intervention chirurgicale pour empécher la fécondation. C’est une intervention qui
consiste a la ligature des trompes, Cela implique de fermer ou de bloquer les trompes de
Fallope qui transportent les ovules des ovaires vers l'utérus afin que les spermatozoides ne
puissent pas atteindre les ovules. Cette intervention est généralement réalisée sous anesthésie
générale. Cette méthode est généralement considérée comme permanente et ne doit étre

envisagee que si la femme ne souhaite plus avoir d’enfants. [6]
% Les implants contraceptifs

C’est une méthode contraceptive a longue durée d'action qui est l'une des méthodes
contraceptives modernes et la moins utilisée dans le monde. Les implants sont de petits
batonnets flexibles de quelques centimétres de long qui contiennent un progestatif, une fois
implanté sous la peau a I'intérieur du bras d'une femme, I'implant libere une dose quotidienne
soutenue d'étonogestrel ou de 1évonorgestrel, selon la taille de I’implant choisie. Les implants
doivent étre posés et retirés dans des conditions d'asepsie strictes par des professionnels de
santé. La pose de l'implant se fait sous anesthésie locale et le délai pour prévenir une
grossesse non désirée est de 3 a 5 ans. L'effet contraceptif est obtenu en épaississant la glaire

cervicale et en interférant avec le processus d'ovulation. (Dick, 2021)
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% Les pilules

Le but de I'utilisation de la pilule contraceptive est de permettre aux femmes de réguler leur
propre fertilité, limitant ainsi le risque de grossesse non désirée. Les pilules contraceptives
utilisent de faibles doses d'hormones synthétiques pour empécher Il'ovulation, limiter les
chances qu'un embryon s'implante dans l'utérus et affaiblir la puissance fertilisante du sperme.

Les pilules ont des mécanismes d'action et de tolérance relativement différents :

e Les pilules oestro-progestatives a faible dose associent cestrogeéne et progestérone
(dérive de la progestérone) a prendre au moins 21 jours/28.

e Les pilules de micro progestatifs a administration continuent (journaliére
ininterrompue entre les plaguettes) et qui ne contiennent que de faibles doses de

progestatif.

La pilule contraceptive est certainement I'un des facteurs majeurs de I'émancipation des

femmes au XXe siecle, et un remede tres couramment utilisé en gynécologie. [7]
Les pilules sont classées on 4 générations :
o Les pilules de la premiere génération

Les pilules de la 1lere génération, également connues sous le nom de pilules contraceptives
combinées, ont été introduites dans les années 1960. Elles contiennent une hormone
cestrogénique synthétique, qui est des versions artificielles des hormones naturelles produites

par le corps féminin. [8]
o Les pilules de la deuxiéme génération

Les pilules de deuxiéme génération sont une classe de contraceptifs oraux qui ont été
développés dans les années 1960 et commercialisées a partir des années 70 et 80. Elles
contiennent une combinaison d'hormones synthétiques, généralement de 1'cestrogene et de la
progestérone, qui sont similaires aux hormones naturelles produites par le corps féminin. Les
pilules de deuxiéme génération ont été développées pour améliorer I'efficacité et la sécurité

des pilules de premiere génération. [9]
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o Les pilules de la troisieme génération

Les pilules de troisieme génération sont une autre classe de contraceptifs oraux qui ont été
développés pour améliorer encore plus I'efficacité et la sécurité des pilules de deuxiéme
génération. Elles contiennent une dose encore plus faible d'cestrogéne que les pilules de
deuxiéme géneération et une nouvelle forme de progestérone synthétique appelée progestatif

de troisieme genération. [9]
o Les pilules de la quatrieme génération

Les pilules de la 4éme génération sont une évolution des pilules de la 3éme génération elles
contiennent un nouveau progestatif synthétique appelée drospirnone qui est différente des

hormones utilisées dans les générations précédentes. [8]

1.4 Le Mercilon
La pilule Mercilon est utilisée comme moyen contraceptif oral combiné (CHC) de troisiéme
géneération. Le Mercilon contient deux hormones synthétiques : I'éthinylestradiol (un

estrogene) et le désogestrel (un progestatif). [10]. Fig. 3

Désogestrel 0,150 mg et Ethinylestradiol 0,020mg
Com, foa i
Voie orale/sl sk o=

21 comprimés - Contraceptif oral/e¥ Gis= = Jwb piatm 321 408

Figure 3 : Mercilon comprimés 3*21 (Photo du groupe)

1.4.1 Mode d’action
Cette pilule agit en empéchant I'ovulation en épaississant la glaire cervicale pour empécher les
spermatozoides de pénétrer dans l'utérus et aussi en modifiant la muqueuse utérine elle

empéche I'implantation d'un ceuf fécondé. [11]
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1.4.2 Posologie

La pilule Mercilon est prise par voie orale, chaque jour a la méme heure, pendant 21 jours
consécutifs, suivis d'une pause de 7 jours. Pendant cette période de 21 jours la prise du
premier comprimé débute le premier jour des régles ou le cinquiéeme jour de votre cycle

menstruel. [10]

Si la prise de la pilule commence le premier jour des régles, la femme est serez
immeédiatement protégee contre la grossesse. Si la prise commence a un autre moment du
cycle, la femme doit utiliser une meéthode contraceptive supplémentaire pendant les 7

premiers jours de prise de la pilule pour étre pleinement protégée contre la grossesse.

En cas d’oubli de prise d’un comprimé en moins de 12 heures il est obligatoire de prendre le

comprimé oublié immédiatement suivi du comprimé a I'heure habituelle.

Si la durée d’oubli dépasse 24 heures, prendre le comprimé oubli¢ dés que possible, avec
possibilité de prise de deux comprimés en méme temps, tout en continuant a prendre les

comprimés suivants a I'neure habituelle. [11]

1.4.3 Les effets indésirables
Les effets secondaires fréquents sont : dépression, acné, maux de téte, nausées, douleurs

abdominales, sensibilité ou douleur mammaire, prise de poids.

Les effets indésirables peu fréquents sont : rétention d'eau, diminution de la libido, migraine,

vomissements, diarrhée, urticaire, éruption cutanée, hypertrophie mammaire.

Les effets secondaires rares sont : caillots sanguins dans les veines ou les artéres entrainant
une thrombose veineuse profonde, une embolie pulmonaire, une crise cardiaque, un accident

vasculaire cérébral ou un accident ischémique transitoire. [11]

1.5 Le Microgynon

La pilule Microgynon 30 est un moyen contraceptif hormonal combiné (CHC) de deuxiéme
géneration. Le Microgynon contient deux hormones synthétiques : le Iévonorgestrel (une
hormone a action progestative) et 1’éthinylestradiol (une hormone a action oestrogénique).

[12]. Fig. 4
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Figure 4 : Microgynon comprimeés 3*21 (Photo du groupe)

1.5.1 Mode d'action

Les pilules contraceptives Microgynon agissent de trois modes principales :

En empéchant 1’ovulation (ovulation), en épaississant la glaire cervicale et en amincissant la
muqueuse de 'utérus Ces processus sont régis par les changements naturels des niveaux

d'cestrogéne et de progestérone qui se produisent tout au long du cycle menstruel. [11]

1.5.2 Posologie
Microgynon 30 contient 21 comprimés dans chaque plaquette. Chaque pilule contient les

deux hormones.

La pilule est a prendre en méme temps pendant 21 jours. Ensuite, apres 21 jours une pause de
7 jours sans prise de pilules. Cela permet un saignement de privation, qui simule les régles

régulieres.
Aprés le 7e jour sans pilule, une nouvelle prise de la pilule peut étre entamée.

En cas d’oubli de prise d’un comprimé en moins de 12 heures il est obligatoire de prendre le

comprimé oublié immédiatement suivi du comprimé a I’heure habituelle.

Si la durée d’oubli dépassé 12 heures, prendre le comprimé oublié dés que possibilité de prise
de deux comprimés en méme temps, tout en continuant a prendre les comprimés suivants a
I’heure habituelle. [11]
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1.5.3 Les effets indésirables
Le Microgynon peut provoquer des effets secondaires. Les effets secondaires les plus
fréquents sont légers et disparaissent d'eux-mémes lorsque votre corps s'adapte aux

changements hormonaux.
Les plus fréquents :

" Se sentir mal a l'aise
" Maux d'estomac

" Gain de poids

" Mal de téte

. Humeur dépressive et sautes d'humeur
. Seins fermes

. Changements dans la taille des seins

. Changements dans la libido

Effets secondaires rares :

= Le cancer

. Les caillots sanguins (thrombose). [11]
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I1.1 Généralités

La génotoxicité est un terme utilisé pour décrire la capacité d'une substance a causer des
dommages a l'acide désoxyribonucléique (ADN)/ou ’acide ribonucléique (ARN) (matériel
génetique) dans les cellules vivantes. Les dommages a I'ADN peuvent entrainer des mutations
génetiques, qui peuvent avoir des effets nocifs sur la santé, y compris le développement de
cancers et d'autres maladies. Les agents génotoxiques peuvent agir de différentes manieres,
notamment en provoquant des cassures, des modifications chimiques ou des perturbations du
processus de réplication de I’ADN. Ces dommages peuvent étre causes par divers agents tels
que les radiations, les produits chimiques et les erreurs lors de la réplication du matériel

génétique. (Sharmista et al., 2021)

Par contre il existe un ensemble de mécanismes cellulaires qui permettent de faire la
réparation découverte pour la premiere fois en 1949 par Albert Kelner et Renato Dulbecco. Il

y a 3 voies de réparation

1) Les réparations du dommage nucléotidiques et simple brin
2) Les réparations des Iésions réplicatives
3) La réparation des cassures doubles brin. [13]. Fig. 5

Alkylation
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Figure 5 : Les différents types de Iésions de I’ADN aprés exposition a des agents

génotoxiques. (Lemiere, 2004)
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I1.2 Les tests de génotoxicité

Un test de génotoxicité est un type de test utilisé pour évaluer la capacité d'une substance a
endommager I'ADN. Ils comprennent plusieurs types de tests, tels que les tests in vitro
(effectués en utilisant des cellules cultivées en laboratoire) et les tests in vivo (effectués sur

des animaux de laboratoire). (Balderik, 2021)

Parmi les tests de génotoxicité les plus couramment utilisés :

I1.2.1 Test d’anomalies chromosomiques

C’est un test qui détermine les anomalies chromosomiques qui affectent la structure, le
nombre de chromosomes ou les deux en méme temps dans une cellule. Le test peut étre
effectué sur différents types de cellules, comme les cellules sanguines, les cellules de la peau
ou les cellules feetales. Il existe différentes méthodes pour effectuer le test des anomalies
chromosomiques, mais la plus courante est la méthode de caryotype. Cette méthode consiste a
colorer les chromosomes d'une cellule, puis a les examiner au microscope pour déterminer

leur nombre et leur structure. (Dimassi et al., 2017)

I1.2.2 Echanges entre chromatides sceurs (SCE)

C'est une méthode trés sensible, simple et rapide pour déterminer la génotoxicité d'une
substance ou d'un agent environnemental. Il Est considéré comme un test cytogénétique
important pour surveiller les dommages cytogénétiques causés par les agents

environnementaux mutagénes. (Berardino et al., 1997)

I1.2.3 Test de micronoyaux

Le test de micronoyaux est une méthode de détection des dommages de I'ADN. Ce test est
largement utilisé en toxicologie et en génotoxicité pour évaluer les effets des agents
environnementaux sur les cellules. Il consiste a examiner les cellules en division qui
présentent des micronoyaux, qui sont de petites structures circulaires ou irréguliéres contenant
de I'ADN qui se sont détachées du noyau principal pendant la division cellulaire. Le test de
micronoyaux est un outil sensible fiable est largement utilisé dans la recherche sur le cancer,
la toxicologie environnementale, la radioprotection, la médecine Iégale, etc. (Leonardi et al.
2020). Fig. 6
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Figure 6 : Principe du test des micronoyaux (Boumaaza, 2017)

I1.2.4 Test Ames
Le test d'Ames est un test de mutagenése simple, rapide basée sur I’utilisation de différentes
souches de Salmonella typhimurium, utilis¢ pour déterminer le potentiel mutagéne d’un

produit ou d’une substance. (Urvashi et al., 2018). Fig. 7
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Figure 7 : Principe du test d’Ames. (Editoral time, 2022)
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I1.2.5 Test de comete

Le test de Cometes est une méthode de détection des dommages de I'ADN au niveau
moléculaire. 1l consiste & exposer des cellules a une substance toxique ou a une irradiation,
puis a extraire leur ADN. L'ADN est ensuite dépose sur une lame de microscope, mélangé a
un gel de faible point de fusion puis soumis a une électrophorese pour déplacer les fragments
d'ADN dans le gel. Les fragments d'ADN a simple brin s'étirent dans la direction du champ
électrique, formant une "queue" de comeéte. Les queues de comete sont ensuite visualisées au
microscope et analysées pour déterminer le niveau de dommage de I'ADN. (Tair-Abbaci,
2016). Fig. 8
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Figure 8 : Principe de la mesure des cassures a I’ADN par le test de cométes (Tarantini,
2009).
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I1.2.6 Test Allium cepa

Le test Allium est un test qui utilise I'espéce végétale Allium cepa (oignon) pour évaluer le
potentiel de toxicité et de génotoxicité des substances chimiques et autres agents présents dans
I’environnement (biologique, physique et chimiques). Le test Allium cepa a une grande
histoire depuis la premiére enquéte de, jusqu’a la maniére la plus compléte de Fisksjo (1985)
et enfin. Ce test permet d’évaluer les effets des agents qui ont la capacité de provoquer des

changements sur les chromosomes. (Papini, 2018).
» Importance du test Allium cepa

Le test est important car il est rapide, peu couteux et facile a mettre en ceuvre de plus, il est
trés sensible et peut détecter des effets toxiques a des concentrations tres faibles de substances
chimiques. Il peut donc étre utilisé pour évaluer la toxicité potentielle d'un grand nombre de
substances, y compris les produits chimiques industriels, les pesticides, les médicaments, les
produits cosmétiques, etc. Enfin, le test Allium peut également étre utilisé comme un outil
éducatif pour sensibiliser le public aux effets des produits chimiques et toxiques sur

I'environnement et la santé humaine.
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I. Evaluation de la génotoxicité par le test Allium cepa
L’ensemble des expériences, des tests et des observations sont réalis¢ dans le laboratoire

pédagogique de la faculté.

> Matériel et méthodes

1.1 Matériel biologique

Oignon ou Allium (2n=16) est un genre de plantes de la famille des Amaryllidaceae sous
famille Allioideae. Ce genre comprend de nombreuses espéces, dont certaines sont largement
cultivées pour leur valeur culinaire, médicinale (agent anti inflammatoire et antioxydant) car il

est riche en flavonoides (Mariangela, 2019).

1.2 Préparation des oignons

Les oignons (allium 2N= 16) d’un poids moyen de (104.15 g) et qui n’ont subi aucun
traitement chimique. La préparation des oignons commence par un nettoyage et élimination
des parties extérieures et des vieilles racines. La série des oignons qui présente une moyenne

de croissance racinaire la plus élevée est conservée pour notre étude.
Les échantillons testés sont :

Echantillon 01 : comme contr6le positif

Echantillon 02 : Mercilon

Echantillon 03 : Microgynon

Echantillon 04 : comme contrble négatif

Les échantillons a des concentrations différentes sont testés pendant, 48h, 72h et 96h dans un

environnement sombre. Fig. 9
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Figure 9 : la culture des bulbes d’oignon (Photo du groupe)
1.3 Fixation des bulbes

Les deux derniers centimétres de chaque racine sont coupés (5 racines de chaque bulbe, 25
racines pour chaque échantillon) puis sont les fixés dans une solution de Carnoy pendant 24h
a4°C. Fig. 10

Figure 10 : Le mode de prélévement des racines (Photo du groupe)
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1.4 Coloration des racines et préparation des lames

La préparation commence par I’hydrolyse des racines avec HCI de 1N dans un tube de verre.

Ensuite les rincer dans 1’eau distillée pendant 5.min. 3 fois de suite.

Les racines sont colorées par le Feulgen dans une boite de Pétri en verre couverte par du

papier aluminium. Les racines sont ensuite placées dans 1’eau distillée pendant 2 min. Fig. 11

Figure 11 : Coloration des racines par le Feulgen. (Photo du groupe)

Ensuite les racines sont séchées avec du papier wattman puis placées sur une lame avant de
couper la partie foncée en tres petit morceaux.

Mettre sur chaque racine une goutte d’acide acétique glacial a 45 % et couvrir par une lamelle

et appuyer soigneusement par le papier wattman pour exclure les bulles d’air. Fig. 12
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Figure 12 : Lame préparé pour 1’observation microscopique (Photo du groupe)

1.5 Examen microscopique
*Les lames sont observées au microscope optique de la marque optika avec 1’objectif (X40)
pour déterminer I’indice mitotique (IM). Il s'agit du nombre de cellules en mitose cellules

classées en prophase (P) métaphase (M) anaphase (A) et télophase (T) pour chaque lame,

*Pour le pourcentage des aberrations chromosomiques (AC), on travaille avec différents types

d'anomalies (C-mitose, fragments, perte chromosome, pont, perturbation du noyau, etc.)
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I. Résultats du test Allium cepa

1.1 Observation macroscopique

L’observation de 1’état des racines des bulbes d’Allium a I’ceil nu incubées dans 1’eau de
robinet aprés 48h a montré une croissance normale des racines (aucune anomalie observeée).
Fig. 13

Figure 13 : Morphologie des racines apres incubation de 48h dans I’cau de robinet (Photo du
groupe)

La seule différence remarquée entre les quatre échantillons est la longueur des racines de

chaque bulbe.
1.2 La longueur des racines

La longueur des racines d’allium est mesurée apres traitement par les contraceptifs Mercilon

et Microgynon, ce critére macroscopique peut étre un des parametres cytogénétiques.
e Apres48h:

Les racines du contrdle négatif sont les plus long avec une moyenne de longueur :
3.676+0.456 suivie par le Mercilon : 2.862+0.456 ensuite le controle positif : 1.942+0.341 et
en dernier le Microgynon : 1.824+0.286. Tab. 1

o Aprés72h:

Les racines du controle négatif sont toujours les plus long avec un moyen de longueur :
5.83+0.58 suivie par le Mercilon: 2.456+0.2 ensuite le contrble positif: 2.2£1.34 et en
dernier le Microgynon : 2.21+0.14. Tab. 2
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o Apres 96h :

Les racines du contrdle négatif présentent toujours une moyenne élevée de la longueur :
6.324+2.37 suivie par le Mercilon : 3.55+2.08, ensuite le Microgynon : 3.21+1.27 et enfin le
contréle positif : 1.375+0.68. Tab. 3

Tableau 1 : Valeurs des longueurs des racines aprés 48h

Bulbes Moyenne des Moyenne total/ Inhibition
longueurs ET De la longueur

racinaire

2.73
4.46
3.83 3.676 + 0.55 /
3.53
3.83

Contrdle négatif

Mercilon 2.56
3
2.76 2.862 + 0.456 22.12%
2.33

3.66

1.93
1.7
2.3 1.824 + 0.286 50.39%
1.76
1.43

Microgynon

2.03
1.33
2.13 1.924 + 0.341 47.67%
2.33
1.80

Contréle positif

o B~ WO N P OB W DN PO 0N PO DN

ET : écart type
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Tableau 2 : Valeurs des longueurs des racines apres 72h

Bulbes Moyenne des Moyenne total/ Inhibition
longueurs ET de la longueur

racinaire

5.63
6.33
5.86 5.83+0.58 /
4.83
6.5

Contrdle négatif

2.46
2.5
2.46 2.456+0.2 57.88%
2.76
2.1

Mercilon

2.2
2.3
2.4 2.21+0.14 62.1%
2.26
1.9

Microgynon

1.76
4.9
1.56 2.24+0.58 61.58%
1.73
1.25

Controle positif

g B~ W N PO W0ODN RO WD PO DN

ET : écart type
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Tableau 3 : Valeurs des longueurs des racines aprés 96h

Bulbes Moyenne des Moyenne total/ | Inhibition
longueurs ET de la longueur

racinaire

5.26
7.33
5.9 6.324+2.37 /
5.3
7.83

Contrdle négatif

3.66
3.06
4.3 3.55+2.08 43.87 %
2.06
4.7

Mercilon

2.26
3.46
2.93 3.21+1.27 49.39%
3.5
3.93

Microgynon

1.1
1.3
1.9 1.375+0.68 78.26%
1.2

Controle positif

g B~ W N PO W0ODN RO WD PO DN

ET : écart type
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Longueuers des racines aprés 48h/72h/96h

48h 72h 96h

m Contréle (-) ™ mercilon B microgynon controle(+)

Figure 14 : Histogramme des longueurs des racines apres 48/72/96 h

D’aprés ces résultats, le taux de croissance des racines incubées dans 1’eau de robinet est le
plus élevé avec un taux d’inhibition = 0, en revanche, le taux de croissance des racines

incubées dans c (+) est le plus bas avec un taux d’inhibition le plus élevé : 62.50.

Les résultats des échantillons de Microgynon ont un taux de croissance inférieur a celui des
échantillons de Mercilon avec un taux d’inhibition plus élevé que celui du Mercilon : 53.96 et

45.29 respectivement.

Selon Tabet, (2015), I’inhibition de la croissance des racines obtenue dans cette étude est
associée a ’activité méristematiques apicale net a 1’allongement de la cellule au cours de sa

différenciation.

1.3 Indice mitotique
Le niveau de toxicité d'un composé test peut étre déterminé sur la base d'une augmentation ou
d'une diminution de I'IM, qui peut étre utilisé comme parametre de génotoxicité dans des

études de bio surveillance environnementale.

Les effets du Microgynon et du Mercilon sur I’indice mitotique des racines d’Allium cepa
apres 48h d’incubation ont donné des scores plus élevés aprés celui des racines d’oignons
exposées au contréle négatif : 24,77 + 16,39, 23,02+ 09,33 avec le Mercilon, 21,20 + 2,83
avec le Microgynon et enfin 9,16 + 1,73 pour le contrdle positif.
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Les effets apres 72h d’incubation ont donné comme score le plus élevé avec le Microgynon :
28,27 + 15,76, suivi par le Mercilon : 27, 58 + 10,52 ensuite le contrdle négatif : 20,51 +
05,55 et en dernier le contr6le positif : 0,19+ 6,01.

Les effets apres 96h d’incubation, 1’indice mitotique le plus faible est toujours celui du
contréle positif : 8,07 + 7,35. Celui du Microgynon est le plus éleveé : 30,99 + 09,98 suivi par
celui du Mercilon : 22,80+ 03,78 et en dernier le contréle negatif avec une moyenne de 17,55
+09,61.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (khanna et sharma, 2013) qui ont montré
une augmentation de I’indice mitotique par apport aux contrdle négatif, donc il y’a une
division cellulaire accrue provoqué par ces deux produits ce qui démontre un effet

génotoxique.

Les valeurs faibles avec le contrdle positif indiquent un effet cytotoxique ces resultats sont
soutenus par ceux de (Bohrer et al. 2022) et ceux de (Salamone, 1994) ou le contréle positif
est un puissant produit mutagene parce qu’il inhibe la synthése des protéines nécessaire a la
réplication de ’ADN.

L’ensemble de ces résultats sont présentés dans le tableau 4 et la figure 15

Tableau 4 : Moyenne de 1’IM apres 48 / 72 / 96h d’exposition

Heures Controle (-) Mercilon Microgynon Controle positif
48h 24.77+16.39 23.0249.33 21.2+2.83 9.16+1.73
72h 20.51+5.55 27.58+10.52 28.27+15.76 8.42+1.53
96h 20.3249.35 22.8+3.78 30.9949.88 8.0747.35
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Figure 15 : Histogramme des moyennes de 1’Indice mitotique

Le taux d'indice mitotique est ¢levé dans le stade de prophase avec 1’ensemble des produits

testés.

Dans le stade de métaphase on a constaté que le Mercilon présente le taux le plus faible que le

reste des produits testés.

Au stade anaphase 1’ensemble des produits testés donnent des scores de I’IM plus faible que

le stade précédent.

Au stade de télophase, la chute du score de I’IM se poursuit sauf avec le controle positif ou on

a assisté a une légere augmentation du score de I’'IM. Tab 5, 6, 7. Fig. 16, 17, 18

Tableau 5 : Pourcentages des phases de la division cellulaire aprés 48

Controle Mercilon Microgynon Controle
négatif positif

Prophase 84,31% 88,29% 95% 96,95%
Anaphase 3,47% 3,84% 1,73% 0,50%
Télophase 3,06% 1,60% 1,58% 0,36%
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pourcentages des phases apreés 48h
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Figure 16 : Histogramme des phases de la division cellulaire aprés 48h

Tableau 6 : Pourcentages des phases de la division cellulaire apres 72h

Contréle Mercilon Microgynon | Contrdle positif
négatif
Prophase 82,46% 80,29% 85,75% 87,51%
Métaphase 5,28% 14,19% 7,43% 2,03%
Anaphase 3,99% 3,30% 3,94% 10%
Télophase 8,27% 2,20% 2,88% 0,46%
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Figure 17 : Histogramme des phases de la division cellulaire aprés 72h

Tableau 7 : Pourcentages des phases de la division cellulaire apres 96h

Contréle Mercilon Microgynon | Contrdle positif
négatif
Prophase 91,65% 92,90% 93,77% 87,28%
Métaphase 5,24% 4,08% 5,41% 8,65%
Anaphase 1,33% 2,03% 1,31% 0,24%
Télophase 1,77% 0,99% 0,95% 3,83%
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Figure 18 : Histogramme des phases de la division cellulaire apres 96h
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1.4 Aberrations chromosomiques

L'évaluation des anomalies chromosomiques existantes chez les cellules d’oignons se fait en
considérant les différentes AC présentes dans les différentes phases du cycle cellulaire
(prophase, métaphase, anaphase et télophase). L'étude des résultats de ce test nécessite une
compréhension précise des anomalies retrouvées a tous les stades de la division cellulaire.
Tab. 8, 9, 10. Fig. 20, 21 et 22

Tableau 8 : Moyenne des types d’AC 48h

Nombre des C-métaphase Bi-nucléaire Bridge
cellules
Controle négatif 5863 8.2+ 4.92 9.62+1.47 3.8+£3.35
Mercilon 5187 44.6+13.79 2.2+2.86 5+7.7
Microgynon 5206 11.2+7.19 1.42+1.07 17.2+4.15
Controle positif 5340 11.61+4.19 36.20+34.14 36.231+4.14

L'AC aprés 48h
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Figure 19 : Histogramme des AC aprés 48h

Le type d’AC le plus rencontré est la C-Métaphase avec une valeur moyenne : 44,6 +13,79

avec le Mercilon et une valeur plus faible avec le contrble négatif : 8,2+4,92. En deuxiéme
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position, 1’aberration Bi-nucléaire ou la valeur la plus élevé est obtenu avec le contréle
positif : 36,20+ 34,14 et la plus faible avec le Microgynon avec: 1,4 +21,07. Enfin, ’AC

bridge (le pont chromosomique) avec comme valeur la plus élevée est avec le Microgynon :

17,2 +4,15 et la plus faible avec le contréle positif : 0,20 £0,45.

Tableau 9 : Moyenne des types d’AC 72h

Nombre des C-Métaphase Bi-nucleaire Bridge
cellules
Controle 5265 11.2+3.27 1.4+2.07 1.6+2.19
negatif
Mercilon 5260 40,4 £23,8 2.8+9.76 7.6+7.8
Microgynon 5242 21+8 4.6+8.5 1+0.7
Controle 5261 0.8+0.84 10.4+7.33 0+0
positif
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Figure 20 : Histogramme des AC aprés 72h

Le type d’AC le plus rencontré est la C-Métaphase avec une valeur moyenne : 40,4 +23,8
avec le Mercilon et une valeur plus faible avec le contrdle positif : 0,8+0,84. En deuxiéme
position, I’aberration Bi-nucléaire ou la valeur la plus élevé est obtenu avec le contrdle

positif : 10,4+7,33 et la plus faible avec contrdle negatif avec : 1,4 +21,07. Enfin, I’AC bridge




(le pont chromosomique) avec comme valeur la plus élevée est avec le Mercilon : 7,6 +7,8 et

la plus faible avec le controle positif : 0.

Tableau 10 : Moyenne des types d’AC 96h

Nombre des C-Métaphase Bi-nucléaire Bridge
cellules
Controéle 5414 9.6+3.15 3.2+3.45 0.2+0.45
négatif
Mercilon 5325 16.8+7.85 15.2+12.7 1.6+1.34
Microgynon 5245 231+1.45 1.2+2.68 2.6+2.7
Controéle 5078 11.40+14.36 616.67 1.80+4.02
positif
L'AC aprés 96h
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Figure 21 : Histogramme des AC apres 96h

Le type d’AC le plus rencontré est la C-Métaphase avec une valeur moyenne : 23 +1,45 avec

le Mercilon et une valeur plus faible avec le contrdle négatif : 9,6+3,15. En deuxiéme

position, 1’aberration Bi-nucléaire ou la valeur la plus élevé est obtenu avec le Mercilon :

15,20+ 12,7 et la plus faible avec le Microgynon avec : 1,2 £2,68. Enfin, I’AC bridge (le pont




Résultats et discussions

chromosomique) avec comme valeur la plus élevée est avec le Microgynon : 2,6 £2,7 et la

plus faible avec le contrdle positif : 0,20 £0,45.

Les résultats de cette parie ont montré plusieurs types d’AC, tout en retenant que les

aberrations les plus dominantes. (C. Métaphase, Bridge, Bi-nucléaire) Fig. 22
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Figure 22 : Les types d’AC les plus rencontrés
(@) Bi-nucléaire (b) Bridge (c) C- Métaphase

Les AC sont caractérisés par des changements du nombre et/ou de la structure des
chromosomes. Ces changements résultent de I’exposition a des produits chimiques
mutagenes. Les AC sont classés dans les différents stades de la division cellulaire (prophase,
métaphase, anaphase et télophase) et sont groupées en 2 catégories, Clastogéne et physiologie

aberration.
Clastogene : with bridge, micronoyaux etc...
Physiologie : C. métaphase bi-nucléaire etc...

Le Mercilon et le Microgynon, suite aux résultats de notre étude, peuvent avoir des effets
génotoxiques. D’aprés les résultats de (Kuras et al. 2006), la présence de C-métaphase
suggere un effet sur I'organisation de la chromatine, qui peut étre lié a des déséquilibres

protéiques responsables de la structure de la chromatine nucléaire.

Nos resultats s’alignent a ceux de (khanna et Sharma, 2013), qui ont montré que la présence
des cellules bi-nucléaires témoigne d’un effet geénotoxique résultant de 1’inhibition du

processus de cytokinesis.

Tabet (2015), a montre que la présence des ponts chromosomiques lors des translocations ou
I'échange de chromatides est inégal ou dd a la présence de chromosomes di-centriques ou une
perturbation de la fusion des chromosomes et des chromatides. Ces ponts conduisent a des

mutations chromosomiques.
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Conclusion

Il ne fait aucun doute que les contraceptifs féminins, en particulier les pilules, sont devenus
une partie importante de la culture de la planification familiale dans notre société actuelle,
notamment les contraceptifs "Mercilon” et "Microgynon”. C’est dans ce contexte que notre
étude s'est concentree sur la genotoxicité de ces deux types des pilules contraceptives, en

prenant en compte des études internationales préceédentes sur le sujet.

Concernant l'effet cytotoxique, les résultats de ce travail ont montré en plus de I’inhibition de
I’élongation racinaire, une modification marquée de I'aspect des bulbes d'oignon
(pourrissement racinaire), avec des taches blanches sur les bulbes exposés au Mercilon et au
Microgynon. Cependant, les bulbes des témoins négatifs n‘'ont montré aucune anomalie, ni

dans la croissance des racines ni dans I’aspect externe des bulbes d’ognons.

Nous avons démontré également que les contraceptifs Mercilon et Microgynon présentent une
génotoxicité et ceci apres calcul de I’IM, ou le Microgynon a donné un effet plus prononcé
que le Mercilon. Méme constatation aprés 1’observation des aberrations chromosomiques ou
Mercilon par contre a montré des valeurs d’aberration plus élevés que le Microgynon. Ces

deux produits peuvent étre considéré comme de potentiel produits génotoxiques.

Comme perspectives, d'autres types des tests de génotoxicité utilisant d'autres modeéles
expérimentaux sont recommandés pour fournir des informations plus perspicaces et détaillées
sur les mécanismes de la génotoxicité des contraceptifs en général et surtout les pilules

Mercilon et Microgynon.
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