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Introduction

Introduction

Les applications des pesticides sont augmentées de fagon spectaculaire depuis les
années 1960, et les effets néfastes sur la santé liés a 'Homme ainsi que chez les animaux
sauvages et domestiques sont devenus une préoccupation publique séricuse. Bien que
l'utilisation des pesticides soit bénéfique pour augmenter la productivité agricole et la
réduction des maladies transmises par les insectes, 1'exposition humaine a ces substances
chimiques toxiques est pratiquement inévitable en raison de la contamination de l'air, de
l'eau, du sol et des aliments. La toxicité potentielle de la plupart de ces produits chimiques
a été largement étudiée et plusieurs bases de données ont été développées. Les pesticides
font partie des facteurs de risque pour I’Homme et 1’exposition a ces composés est
suspectée d’augmenter I’incidence de certains cancers, d’affecter I’immunité et d’induire
des perturbations du fonctionnement hormonal.

Il y a une prise de conscience croissante que divers pesticides ont le potentiel de nuire
a différentes composantes du systéme immunitaire. En outre, le systéme immunitaire est
considéré comme sensible aux produits chimiques a des doses faibles. La modification du
fonctionnement du systéme immunitaire par les pesticides a été proposée pour servir de
base a une hypersensibilité, augmentation de l'allergie et de diminution de la résistance
contre la formation de tumeurs par I’induction de stress oxydant qui est li¢ a une

augmentation de la libération d’espéces d’oxygene en présence des pesticides.

Pour les raisons citées ci-dessus, nous nous sommes intéressées a 1'étude des effets de
certains pesticides sur quelques parameétres immunologiques et biochimiques étudi¢ dans

un model murin qui est la souris blanche en adoptant le plan de travail suivant :

e Revue bibliographique permanant de comprendre la relation pesticides, stress
oxydant et systéme immunitaire.
e Une étude expérimentale portant sur 1’effet de certains pesticides sélectionnés

sur le foie, la rate, le thymus et quelques paramétres du stress oxydant.

Dans la partie théorique, nous avons essayé¢ d'exposé l'effet des pesticides sur le
systétme immunitaire, en évoquant des généralités sur les pesticides, décrire le systéme
immunitaire, ses composants et son fonctionnement et on a terminé par une synthése

portant sur l'impact de I'exposition aux pesticides sur le systéme immunitaire.
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I. Généralité sur les pesticides

1.1. Définition et nomenclature

L’étymologie du mot pesticide s’est construite a partir du suffixe « —cide » qui signifie
tuer et de la racine anglaise « Pest » (animal, insecte ou plante nuisible) provenant du Latin

« Pestis» qui désignait le fléau en général. [INRA Cemagref, 2006]

Le terme pesticide est une appellation générique pour toutes les substances (molécules)
¢liminant les organismes nuisibles, qu’ils soient utilisés dans le secteur agricole ou pour

d’autres application. [[INRA Cemagref, 2006]

Un pesticide est désigné par son nom commun, par son nom chimique ou par son nom
commercial. Le nom commun fait référence a I’ingrédient actif. Le nom chimique désigne le
nom de la structure chimique de 1’ingrédient actif. Le nom commercial est le nom donné par

le fabricant. [Mehmet et al, 2007]

Actuellement, les pesticides sont répartis en deux groupes selon leurs utilisation :
- Les pesticides a usage agricole ou phytopharmaceutique qui sont des substances
chimiques, minérales ou organiques, de synthése ou naturelles. Elles sont utilisées pour la
protection des végétaux contre les maladies et contre les organismes nuisibles aux cultures.
[OSM/IPCS .2005]
- Les pesticides a usage non agricole ou biosides qui sont similaires aux premiers, utilisés
par exemple en hygiéne publique et dans d’autres applications comme la conservation du

bois, la désinfection, ou certains usages domestiques. [OSM/IPCS .2005]
I.2. Composition

Un pesticide est composé de deux types de substances :
- Une ou plusieure matiére actives : sont responsables de 1’effet et de la toxicité intrinséque

d’un pesticid. [Ramade, 2002]

- Un ou plusieurs additifs : permettent [’utilisation de la formulation, assurent la stabilité des
matiéres actives durant le stockage et /ou I’utilisation. Les matiéres additives sont souvent

applées des adjuvants. [Ramade, 2002] (Figure 1)
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Produit formulé Substancel(s) activel(s)
C'est le pesticide tel que Elles donnent I'effet lIs renforcent I'efficacité du
vendu dans le commerce poison désiré produit. Certains ont une

o +

toxicité élevée.

Figure 1 : Les compositions d’un pesticide. [Gautier, 2008]

I.3. Regroupement des pesticides : les pesticides peuvent étre regroupés selon :

I. 3-1- Catégorie d’usage :

La plupart des pesticides peuvent étre regroupés selon la cible qu’ils visent. (Tableaul)

Tableau 1 : Les différents types des pesticides et leurs cibles. [Fournier et Bonderf,

Catégorie d'usage

Acaricide
Avicide
Insecticide
Herbicide

fongicide

Piscicide
Rodenticide
Molluscicide

Nématicide

1983]

Cibles visées Exemples des cibles
Acariens Acarien des poussicres
Oiseaux Pigeon
Insectes Blatte

Plantes indésirables Chénopode

Champignons microscopiques  Diplocarpon rosae causant

causant des maladies la tiche noire du
des plantes rosier
Poissons Meunier noir
Rongeurs Rat et Souris
Mollusques terrestres Escargot, Limace
Neématodes causant des Meloldogyne hapla causant
maladies la nodosité des
des plantes racines chez la carotte
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I. 3.2. Origine :

Les pesticides peuvent &tre regroupés en pesticides organiques ou inorganiques. Les
pesticides organiques contiennent du carbon, alors que les inorganiques ne contiennent du
carbon que sous forme de carbonate ou cyanure. Ces dernieres sont des dérivés a base

d’arsenic, de mercure, de fluor, et de cuivre, ainsi que des dérivés du cyanure.

Les pesticides organiques peuvent €tre divisés en 3 groupes : pesticides de synthése
(développés en laboratoire et produits en usine), pesticides naturels (d’origine animale,
microbienne ou végétale) et micro-organismes. Les pesticides inorganique sont dérivés

essentiellement de minéraux. [[INRA-cemagref, 2005]
1.3.3. Type de formulation :

Les pesticides sont disponibles en différentes formulations. Ils peuvent se présenter sous

forme solide, liquide ou gazeuse. (Tableau 2)

Tableau 2 : Les différentes formes des pesticides. [Fournier et Bonderf, 1983]

Exemples de formulations Prét a 'emploi ou non préparé

Forme solide

Appat Prét a I'emploi
Poudre Prét a I'emploi
Poudre mouillable Non préparé

Forme liquide

Acérosol Prét a I'emploi
Concentré émulsifiable Non préparé
Solution Non préparé

Forme gazeuse

Fumigant Prét a 'emploi
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1.3.4. Mode d’action :

Les pesticides peuvent étre regroupés selon la cible ou la mode d’action de 1’organisme

herbicides, les fongicides ainsi que les insecticides. (Tableau 3)

Tableau 3 : Les déférents modes d’action d’un pesticide [Bonnefoy, 2012]

Non-sélectif

Résiduaire

Non-résiduaire

Herbicide Mode d’action
Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre
De contact £ P P q
en contact.
- Absorbé par la plante, se déplace a I’intérieur de celle-
Systémique X
Cl.
|Sélcctif Ne contrdle que certaines plantes traitées.

Contrdle toutes les plantes traitées.

Se dégrade lentement et contrdle les plantes sur une
longue période.

Est rapidement inactif aprés son application et ne
contrdle les plantes que sur une courte période.

|Fongicide

. . Protége la plante en empéchant que la maladie ne se
Préventif rotege fa p P g

développe.

Curatif IRc'primc une maladie qui est déja développée.
Insecticide
De contact |Agil lorsque I'insecte entre en contact avec le produit.
D’inhalation |Agit lorsque I’insecte respire le produit.
D’ingestion |Agit lorsque I’insecte se nourrit du produit.

indésirable sur lequel ils agissent. Plusieurs cibles et modes d’action sont connus pour les

I.4. Classification des pesticides
I.4.1. Classification selon le groupe chimique

Les pesticides sont parfois classés en fonction de leurs substances actives, autrement dit
leurs groupes chimiques. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés (DDT, chlordane,
lindane,...etc), d’organophosphorés (malathion, parathion) ou encore de carbamates

(aldicarbe, corpophame, carbamyl, etc).
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1.4.1.1. Les organochlorés :

Est un produit chimique de synthese, dérivé de molécules de chlore et utilisés comme :
insecticide, fongicide ou réfrigérant ou molécules intermédiaires de synthése en chimie et
pharmacie. Les organochlorés perturbent le systéme nerveux, 1’appareil hépatique, la
régulation hormonale et la reproduction de nombreux animaux, y compris I’Homme. Ce sont
d’importants contaminants des écosystémes et le probléme principal est qu’ils sont

extrémement stables. [Aligon et al, 2010]

1.4.1.2. Les organophosphorés :

Les organophosphorés sont des esters obtenus en faisant réagir divers alcools avec
I’acide orthophosphorique ou 1’acide thiophosphorique. Ils ont été développés a partir des
années 1970, pour remplacer les organochlorés désormais interdits. Ces produits présentent

une toxicité aigué bien plus forte que les organochlorés. [Bonnefoy, 2012]
1.4.1.3. Les carbamates :

Ce sont des dérivés de I’acide carbamique, dont la formule est NH,COSH ou NH,CSOH
regroupent également des herbicides et un grand nombre de fongicides. Certains carbamates
agissent comme inhibiteurs de cholinestérase (enzyme nécessaire au fonctionnement du
systéme nerveux de I’homme et des insectes) ; il a été utilis€ comme gaz de combat pendant
la premiére guerre mondiale. Leur demi-vie s’étend de quelques jours a plusieurs mois, voire
plusieurs années dans les eaux souterraines. Leur toxicité est variable d’une molécule a une

autre. [Aligon, 2010]
1.4.2. Classification selon la dangerosité :

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) classe les pesticides par dangerosité en se
basant sur leur dose létale médiane orale ou cutanée. Chaque pesticide est alors placé dans
une des quatre classes : Extrémement dangereux, Modérément dangereux, Trés dangereux,

Légerement dangereux. (Tableau 4)
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Tableau 4 : Classement des pesticides selon I’OMS. [PASP-MALI, 2000]

CLASSE DLso pour le rat (en mg/kg de poids vif)
Voie orale Voie cutanée
Solides Liquides Solides Liquides
Ia Extrément Souen 20 ou en 10 ou en 40 ouen
dangercux dessous dessous dessous dessous
b Hautement 5-50 20 -200 10 =100 40 -400
dangercux
n Modérement 50 - 500 200 -2000 100 - 1000 400 - 4000
dangereux
I Peu dangercux Plus de 500 Plus de 2000 Plusde 1000 Plusde 4000

L.5. Les voies de pénétration des pesticides

Les produits phytosanitaires, en général sont tous susceptibles de pénétrer dans

I’organisme par différentes voies.

1.5.1. La voie cutanée

Il a souvent ét¢ démontré que chez les utilisateurs professionnels, le contact cutané
constitue généralement la principale voie d’exposition aux pesticides. Ce type d’exposition,
bien que souvent insoupgonné, est aussi responsable de la plupart des intoxications
accidentelles en milieu de travail.

La peau constitue généralement une barriére relativement imperméable aux substances
chimique. Toutefois, la majorité des pesticides peut €tre absorbé par toute la surface
corporelle et ce, en quantité suffisante pour causer des effets systémiques tant aigus (a court
terme) que chroniques (2 long terme) en plus des effets dermatologiques et oculaires
possibles. Les pesticides peuvent étre absorbés plus facilement par certaines régions
corporelles comme le cuir chevelu, le front, les yeux et les organes génitaux. [Onil et Saint-
Laurent, 2001]
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1.5.2. La voie respiratoire

L’exposition par les voies respiratoires constitue la voie d’intoxication la plus rapide et la
plus directe. Les pesticides qui sont normalement appliqués sous forme d’aérosol, de
brouillard ou de gaz peuvent facilement étre inhalés.

Ces produits peuvent aussi adhérer a des particules de poussiéres en suspension et parfois
méme a la fumée de cigarette. L.’inhalation constitue souvent la principale voie d’entrée dans
I’organisme pour le fumigant et certains pesticides trés volatiles. Le risque d’exposition par
cette voie est normalement plus important lorsque les travaux sont effectués dans un espace

ferme, comme une serre ou un tunnel de culture. [Onil et Saint-Laurent, 2001]

1.5.3. La voie orale
Les pesticides peuvent aussi étre absorbés par voie orale. Chez les travailleurs,
I’absorption de pesticides par la voie gastro-intestinale se produit principalement par un

contact de la bouche avec les mains contaminées. [Onil et Saint-Laurent, 2001 ]

1.6. Les effets des pesticides sur I’environnement

Le risque phytosanitaire consiste a caractérisé d’une part I’écotoxicité du produit, d’autre
part les possibilités de contact des organismes avec se produit en fonction de leur mode
d’action, de leur persistance et de leur capacité de bioaccumulation. Ces produits peuvent étre
responsables de pollutions diffuses et chroniques et/ou aigues et accidentelles, lors de leur
fabrication, transport ou lors utilisation. On retrouve des résidus de pesticides partout : dans

I’eau, 1’aire, le sol (Figure 2), et méme dans les aliments.

1.6.1. Les pesticides dans le sol :

I1 précise que le sol est une source potentielle de contamination par les pesticides. La plus
part de ces produits vont également toucher d’autre organismes de maniere direct (absorption,
ingestion, respiration, etc.) ou indirect (via un autre organisme contaminé, de I’eau pollué,

etc.). Cela peut avoir un effet nocif sur la fertilité de sol. [Calvet, 2005]

1.6.2. Les pesticides dans Daire :
Bien que la plupart des pesticides soient peu volatils, disséminés dans I’atmosphere sur de
grandes surfaces et pendant de longues périodes, peuvent étre retrouvés a grande distance de

leurs points d’application. [Cellier 2004 ]
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La contamination de 1I’atmosphére par les pesticides s’effectue :
e Par fraction de la pulvérisation qui n’atteint pas le sol ou la culture et qui est mise en
suspension par le vent et les courants d’air.
e Par volatilisation de post-application a partir des sols traités.
e Par ¢érosion sous forme adsorbée sur les poussieres des sols traités. [[NRA-Cemagref,

2005]
1.6.3. Les pesticides dans I’eau :

Ils existent quatre grands axes a travers lesquels les pesticides atteignent ’eau : ils
peuvent se balader a ’extérieur de la zone destinée quand il est pulvérisé, il peut s’infiltrer, ou
de lixiviation, a travers le sol, peut étre mise a 1’eau par ruissellement, ou il peut étre déversés
par exemple, accidentellement ou par négligence. Les facteurs qui affectent la capacité des
pesticides a contaminer 1’eau comprennent : la solubilité, la distance a partir d’un site
d’application a un organisme d’eau, la météo, le type de sol, la présence d’une culture en

croissance, et la méthode utilisée pour appliquer le produit chimique. [IFEN, 2007]

: Transport
Traitement fApon.,
Volatiisation Pluie
Photodégradation Dépot sec
Ruissellement

=SS Erosion / transport Adsorption

SOL Degradation l Ecoulement de Désorplion

Adsorption —
: Infiltration  subsurface ST EAU SUPERFICIELLE
Desorption et drainage

Zone
Non
saturee

SEDIMENT

Figure 2 : Mécanismes de transferts des pesticides dans I’environnement. [INERIS, 2004]
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1.6.4. Les pesticides dans la chaine alimentaire :

La culture des produits alimentaires sur des sols contaminés ou a proximité, et I’utilisation
d’eau contaminée pour arroser les champs constituent des risques d’exposition particuliére
pour la population générale. Les nourrissons et les jeunes enfants constituent un groupe

particuliérement a risque. [OMS, 2004]

1.7. Les effets des pesticides sur la santé

On sait depuis plusieurs décennies que les pesticides peuvent occasionner des risques
pour I’environnement, la santé des organismes vivants et la santé humaine. Depuis les années
1970, certains pesticides largement utilisés ont été interdits aprés la découverte de leurs
propriétés particuliérement dangereuses (ex. : DDT, lindane). [Tellier, 2006]

Les risques pour la sant¢ humaine en cas d’exposition aigu€ a des doses élevées de
pesticides, par exemple lors du mélange, sont connus de longue date et ont conduit a la
publication de recommandations aux utilisateurs de manire a éviter ces risques. Les effets
liés a une intoxication aigue se produisent généralement tout de suite ou peu de temps apres
une exposition significative a des pesticides. Les malaises généraux peuvent étre légers
(maux de téte, nausées, étourdissements, fatigue, perte d'appétit, irritations de la peau et des
yeux) ou graves (fatigue chronique, coma, mort). Les symptomes varient selon les types de
pesticides en cause. [Tellier, 2006]

La toxicité chronique est, quant a elle, nettement moins bien connue et beaucoup plus
difficile a mettre en évidence. Elle peut &tre associée a une absorption de faibles quantités de
pesticides présents dans différents milieux sur une longue période de temps. Elle peut
provoquer différents problémes de santé : cancers, problémes de reproduction et de
développement, affaiblissement du systéme immunitaire, troubles hormonaux et

neurologiques. [Tellier, 2006]
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I1. Généralité sur le systéme immunitaire

II.1. Le systéme immunitaire

Le systéeme immunitaire (SI) est notre meilleur systéme de défense contre la maladie : il
lutte contre les bactéries, attaque les champignons, tue les parasites et les virus ainsi que les
cellules tumorales. Invisible a 1’ceil nu, il ne peut étre identifié comme un organe unique, et
doit assurer sa présence partout dans le corps, a toute heure du jour et de la nuit. [Rabhi,

2008]

Le fonctionnement du SI de I’homme et des vertébrés est basé sur trois principes
fondamentaux ; la fonction de défense, la fonction de surveillance et la fonction de régulation,
dictés par la nécessité de maintenir I’antigéne et d’assurer la sauvegarde du milieu intérieur

tout entier. [Parham, 2003]
I1.2. Les composants du systéme immunitaire

Le systéeme immunitaire comprend des cellules, des organes et des substances peptidiques

libres en solution.
I1.2.1. Les cellules immunitaires

Le systéme immunitaire est constitué des cellules différentes réparties dans tout le corps.
Chaque catégorie de cellules a une fonction spécifique et se déplace dans I’organisme selon
les besoins [Parham, 2003]. Toutes ces cellules dérivent originellement d’un méme
progéniteur, la cellule souche hématopoiétique de la moelle osseuse donnant naissance a des

cellules progénitrices myéloides et lymphoides. (Figure 3)
I1.2.1.1. La lignée myéloide

Le progéniteur myéloide est le précurseur des monocytes / macrophages et des

granulocytes qui interviennent dans I’immunité naturelle.

Les monocytes : ne représentent qu’un faible pourcentage des cellules sanguines.
Quand il pénétre dans un tissu, un monocyte subit des modifications morphologiques et
fonctionnelles qui le transforment en une autre cellule, le macrophage. Les macrophages
phagocytent les particules étrangeres. Ils renferment de puissantes enzymes dans leur

cytoplasme. Ils détruisent les particules étrangéres, tout en conservant certains de leurs
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composants chimiques antigéniques. Ils font alors parvenir ces antigénes a la surface de leur
membrane afin que les lymphocytes puissent les détecter : les macrophages font partie des

cellules présentatrices de 1’antigéne. [Rabhi, 2008]

Les granulocytes : ainsi appelés a cause de la présence dans leur cytoplasme des

granules fortement marqués par certains colorants. Il y a trois types de granulocytes :

- Granulocytes neutrophiles : ils représentent environ 65% de I’ensemble des
leucocytes du sang, et 99% des granulocytes. Les neutrophiles ne résident pas dans les tissus
sains mais migrent rapidement vers les foyers de la Iésion tissulaire, ils se trouvent ainsi sur la

premicere ligne de la défense innée ou ils exercent leur activité phagocytaire. [Parham, 2003]

- Les granulocytes basophiles : ils présentent un noyau volumineux, rond ou
ovulaire avec quelques fissures (aspect en tréfle). Attirent les autres globules blancs en
déversant I'histamine contenue dans leurs granules. Cette histamine active la réaction
inflammatoire et intervient également dans les réactions allergiques. [Espinosa et Chillet,
2006]

- Les granulocytes éosinophiles : les ¢osinophiles représentent (2-5%) des leucocytes
du sang ; leurs granules contiennent un « noyau cristalloide » constitu¢ d’une protéine basique
qui peut étre libérée par exocytose, causant ainsi des dommages aux agents pathogénes, en

particulier les parasites. [Male, 2005]

Cellules dendritiques : les Cellules dendritiques initient la réponse immune en
présentant les antigénes aux lymphocytes T. D’autres cellules telles que les lymphocytes B et
les macrophages sont capables d’assurer cette tache, moins efficacement. Elles représentent
0,5% des cellules mononuclées du sang et sont trouvées dans tous les organes. Ces cellules

possédent une motilité trés élevée. [Bumester et Pezzutto, 2000]

Mastocyte : est un granulocyte présent dans les tissus, qui fabrique des granules

comprenant des médiateurs chimiques comme la sérotonine, 1’histamine ou [’héparine.

[Rabhi, 2008]

I1.2.1.2. La lignée lymphoide
Ce sont les seules cellules de l'organisme capables de reconnaitre spécifiquement un

antigene. Ce sont des cellules a noyaux ronds et elles représentent environ 20 a 25 % des

globules blancs. [Rabhi, 2008]
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On distingue trois classes cellulaires : les lymphocytes T, les lymphocytes B et les

cellules NK.

Les lymphocytes T : fonctionnent dans les organes et tissus lymphoides secondaires
du corps pour controler les microbes intracellulaire et pour fournir une aide a la réponse des

cellules B deux différents types de ces cellules participent a ces fonctions. [Male, 2005]

-les cellules T helper (Th) exprime le CD4 : sont des intermédiaires de la réponse
immunitaire et proliférent pour activer d’autres types de cellules qui agiront de maniére plus
directe sur la réponse, et produisent également des cytokines (interleukine) induisant la

prolifération des lymphocytes B et T. [Rabhi, 2008]

-les cellules T cytotoxiques (Tc) exprime le CD8 : reconnaissent les cellules
infectées en utilisant des récepteurs pour tester la surface des autres cellules. Si elles
reconnaissent une cellule infectée, elles peuvent la détruire ainsi que le virus qu'elle contient.

[Rabhi, 2008]

Les lymphocytes B : les cellules B sont produites dans la moelle osseuse et tout
comme les cellules T, elles migrent vers les tissus lymphoides secondaires ou elles répondent
aux antigénes étrangers. Les anticorps qui se trouvent sur leur surface sont les récepteurs
d’antigénes. Lorsqu’elles sont activées par I’antigéne la plupart du temps avec 1’aide des
cellules T, elles proliferent et se différencient formant des cellules & mémoire capables de
répondre a I’antigéne lors d’une réinfection et en plasmocytes qui secrétent de grande quantité

d’anticorps. [Male, 2005]

Les cellules NK : N pour Natural, K pour Killer. Contiennent plus de cytoplasme, et
possédent des granules denses. Elles sont produites dans la moelle osseuse et sont retrouvées
dans les tissus. Les cellules NK possédent des récepteurs activateurs pour certaines molécules
de surface appelés en anglais Killer activation receptor (KAR) et des récepteurs inhibiteurs

(KIR : Killer inhibitory receptor). [Male 2005]
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Figure 3 : Hématopoiése du systéme immunitaire originaire d’une cellule souche de la moelle

osseuse. [Goldsby et al, 2000]
I1.2.2. Les organes du systéme immunitaire

Sont des tissus organisés ou les lymphocytes interagissent avec les cellules non-
lymphoides qui jouent un réle important a la fois a leur maturation et leur activation. On les
divise en organes lymphoides centraux (primaires) dans lesquels les lymphocytes sont formés
(la moelle osseuse et le thymus) et les organes lymphoides périphériques (secondaires) ou les

réponses immunes sont engagées. [Lydyard et al, 2002] (Figure 4)
I1.2.2.1. Les organes lymphoides primaires

Sont le lieu de maturation des lymphocytes ou ils acqui¢rent un récepteur propre a chaque

cellule (constitution du répertoire) on peut distinguer deux organes :
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La moelle osseuse : correspond au tissu présent dans la partie centrale des os, posséde
une activité hématopoictique, autrement dit la capacité de produire les différentes lignées de
cellules sanguines. En effet seuls ces os possédent encore de la moelle osseuse rouge
constituée de cellules souches hématopoiétique multipotentes (CSH), en opposition a la
moelle osseuse jaune constituée de cellules graisseuses (adipocytes). Ces cellules souches
multipotentes ont la capacité de se multiplier a I’infini et de se différencier en un large

éventail de cellules. [Kouassi, 2003]

Le thymus : un organe lymphoide situé dans la partie supérieure de la poitrine, juste a

c6té du ceeur. Ses principales fonctions sont la maturation et la destruction des lymphocytes T

Le thymus est divisé en une partie corticale et une partic médullaire et se compose
principalement de cellules épithéliales et de lymphocytes (thymocytes). La médullaire
contient des corpuscules thymiques. La corticale est constituée par une masse dense de

thymocytes et des cellules épithéliales.

Le thymus produit probablement une substance humorale capable de stimuler la
formation des lymphocytes dans les autres organes lymphoides. Il est de ce fait responsable

de I’¢établissement et la régulation des réactions immunologiques. [Kouassi, 2003]
11.2.2.2. Les organes lymphoides secondaires

Les autres organes lymphoides sont dits périphériques. Une fois qu’un lymphocyte a terminé
sa maturation dans la moelle ou le thymus, il se rend par voie sanguine dans 1’un de ces

organes.

Les ganglions lymphatiques : ce sont des structures finement organisées et sont le
lieu de convergence de tout un réseau de vaisseaux afférents qui collectent le liquide
extracellulaire des tissus appelé la lymphe et d’ou sort un vaisseau efférent qui le renvoie vers
le sang. Le lymphatique efférent draine la lymphe des tissus, charrie aussi des antigeénes
provenant des sites d’infections dans les diverses parties du corps et les améne aux ganglions

lymphatiques ou ils sont captés.

Un ganglion lymphatique comprend un cortex périphérique et une zone médullaire
centrale. Le cortex se compose d’une zone externe contenant les lymphocytes B organisés en

follicules et une zone plus profonde, dite paracorticale, garnie surtout de lymphocytes T.
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Certains follicules de cellules B contiennent une zone centrale appelée centre germinatif, ou la

prolifération des cellules B est intense. [Petr et Delves, 2008]

La rate : est un organe abdominal intra-péritonéal, situé dans I’hypochondre gauche.
Elle n’est pas branchée sur la circulation lymphatique, mais sur la circulation sanguine. On y

distingue :

* La pulpe rouge est directement localisée sous la capsule et joue un role important
dans la régulation de la formation et de la destruction des éléments figurés du sang,
notamment des hématies. Elle correspond a la partie la plus vaste de la rate et est constituée

de deux éléments principaux :

- Les cordons de Billroth composés de la trame réticulaire et des cellules associées.

On observe des dépots d’hémosidérine qui est une forme de stockage du fer.

- Les capillaires sinusoides caractérisées comme au niveau de la moelle osseuse

rouge, d’une lame basale discontinue procurant une perméabilité plus importante.

* La pulpe blanche donne lieu a des rencontres antigénes-lymphocytes et est centrée

par une artériole. Elle est construite en deux zones :
- La gaine lymphoide péri-artérielle riche en lymphocyte T.

- Le corpuscule de Malpighi correspond a un amas de lymphocytes, essentiellement

de LB. [Kouassi, 2003]

Les tissus lymphoides associés a l’intestin : comprennent, outre les amygdales,
les tissus adénoides et I’appendice, des structures spécialisées appelées les plaques de Peyer
situées dans D’intestin gréle. Les plaques de Peyer ont une grande importance, elles
contiennent des cellules épithéliales spécialisées dans la capture des antigénes du systéme
digestif. L antigéne pénétre a travers un épithélium spécialisé formé de cellule M. la masse du
tissu lymphoide est formée de cellule B organisées en follicules formant un dome sous la
couche des cellules M et entouré par une couronne de cellules T. la follicule de cellules B est
trés active et comporte un centre germinatif. D’autres épithéliums possédent aussi des tissus
lymphoides qui leur sont associés : ce sont le tissu lymphoide associé aux muqueuses

bronchiques et le tissu lymphoide associé aux muqueuses. [Petr et Delves, 2008]
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Figure 4 : Les organes et les tissus lymphoides [Petr et Delves, 2008]
I1.2.3. Les substances solubles

Les trois sortes de substances chimiques libres faisant partie du systéme immunitaire sont
de nature peptidique ou protéique, et sont en solution dans le sérum ou dans les liquides
extracellulaires des tissus. Ce sont les immunoglobulines, les cytokines et les protéines du

complément.

I1.2.3.1. Les immunoglobulines (Ig) : sont des glycoprotéines douées d’une fonction

anticorps (Figure 5), elles sont présentes :
-Sous forme soluble dans le sang, produites et sécrétées par les plasmocytes

-Sous forme membranaire comme ¢élément du récepteur de I’Ag a la surface des cellules B

matures (BCR). [Burmester et Pezzutto, 2000]
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Figure 5 : Une immunoglobuline [Marie et Kolopp, 2009]

I1.2.3.2. Les cytokines : sont des composantes solubles responsables de la régulation de
la réponse immunitaire. Quand elles sont sécrétées par les lymphocytes, on les appelle
lymphokines. Certaines cytokines amplifient ou accroissent une réponse immunitaire en
cours, en général en provoquant la prolifération des cellules. D’autres suppriment une réponse
en cours ; en effet, comme beaucoup d’autres systemes de [’organisme, le systeme
immunitaire est soumis a des mécanismes de régulation qui lui conférent une activité

d’intensité appropriée quand cela est nécessaire. [Rabhi, 2008]

I1.2.3.3. Le complément : est un ensemble d’environ vingt protéines présentes dans le
sang, d’ou elles peuvent diffuser vers les tissus. Elles agissent d’une manicre non spécifique,
bien que souvent de concert avec les immunoglobulines afin de permettre le développement
d’une réponse immunitaire adéquate. Lorsqu’un anticorps se lie a son antigéne, les protéines
du complément se lient au complexe ainsi formé, facilitant la phagocytose par les cellules
immunitaires. Les protéines du complément peuvent également se lier seules a certaines

bactéries ou cellules pour aboutir a leur destruction (cytolyse). [Rabhi, 2008]

I1.3. La défense immunitaire

L’organisme résiste aux pathogeéne de deux manicre : par une réponse immunitaire innée
(ou naturel) et une réponse immunitaire adaptative (ou acquise).

Parmi les mécanismes de I’immunité innée qui entrent en jeu, la surface externe

recouverte en continu par des cellules épithéliales formant une barriére protégeant les tissus et
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les organes du corps du milieu extérieur. Ces épithéliums comprennent la peau et la cellule
¢pithéliale des muqueuses des tractus respiratoire, gastro- intestinale et uro-génitale. Ainsi le
systéme de complément d’ou son activation présente un mécanisme de défense utilisable des

le début de I’infection [Parham, 2003].

En outre les cellules phagocytaires fournissent les principaux moyens par lesquels le
systéme immunitaire détruit les pathogénes invasifs. Deux types cellulaires ,les macrophages
et les neutrophiles, remplissent cette fonction dans I’immunité innée tel qu’amener les
neutrophiles a quitter le sang pour gagner la zone infecter ,ou’ ils prédominent rapidement
parmi les cellules phagocytaires et dans la préparation terrain pour le développement de la

réponse immunitaire adaptative [Parham, 2003] .

Alors en peut également dire que la réponse immunitaire innée contient 1’infection, en
attendant la mobilisation et la contribution plus puissante de la réponse immunitaire

adaptative [Parham, 2003].

De son coté, la réponse immunitaire adaptative se distingue en deux types, 1’une
cellulaire et I’autre humorale. Elle commence par I’activation des cellules T naives
spécifiques pour I’antigéne. Leur prolifération et différenciation aboutissent a de nombreux

clones de cellules T effectrices spécifiques de I’antigéne [Parham, 2003].

La réponse cellulaire est caractérisée par une réponse via les TCDS et les TCD4.tandis

que les cellules TCD8 sont prédestinées a 1’exercice des fonctions cytotoxiques.

Les cellules TCD4 peuvent se différencier par voies alternatives pour produire des celles
effectrices, TH1, TH2, sécrétant différentes cytokines et pour orienter la réponse immunitaire

dans différentes direction [Parham, 2003].

Ces trois types de cellules T effectrices permettent, au systéme immunitaire humain, de
répondre aussi bien aux différentes catégories d’infection qu’aux différentes phases du

processus infectieux [Parham, 2003].

Pour la réponse humorale c’est la réaction qui se produit lorsque des lymphocytes B,
possédant les récepteurs spécifique, sont stimulés par un antigéne et se différencient en clone
de plasmocyte sécrétant les anticorps .ceux-ci sont efficaces conter I’agent pathogene

circulant dans le sang et la lymphe. De plus, 1’activation sélective des lymphocytes B dans
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I’organisme de cellules mémoires a durée de vie prolongée et qui interviennent dans la

réponse immunitaire secondaire. (Figure 6)
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Figure 6 : Les étapes de la réponse immunitaire non spécifique et spécifique [Bencko et al,

1994]
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I11. Stress oxydant et immunotoxicité des pesticides

II1.1. Les principaux mécanismes de toxicité des pesticides

Plusieurs études expérimentales in vitro ont permis de montrer que certains pesticides
(Endosulfan, Roténone), peuvent induire un stress oxydant entrainant des perturbations des
processus de régulation, de la suivie et de la prolifération cellulaire comme par exemple
certaines voies de signalisation cellulaire (MAPkinase, FAS /TNF). [Lee et al, 2008. In
Maysaloun, 2008]

Il a ét¢ montré que des effets neurotoxiques [Drechsel & Patel, 2008. In Maysaloun
2008], immunotoxique [Li & Kawada, 2006. In Maysaloun 2008], ainsi que des effets
cancérigénes [Antherieu et al, 2007. In Maysaloun 2008] et génotoxiques [Calviello et al,
2006. In Maysaloun 2008] étaient liés a une augmentation de la libération d’espéces

d’oxygene en présence des pesticides. [Maysaloun, 2008]
III.1.1. Le stress oxydant

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de défenses
antioxydantes. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la
structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et
acides nucléiques. Les radicaux libres sont une forme particuliere d'espéces chimiques
(atomes ou molécules) qui possédent un électron célibataire. [Angelos et al, 2005 ;

Wassmann et al, 2004. In Hamadi, 2010]

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Chaque molécule anti- oxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre, et

par conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydantes.

Les mécanismes de défense anti-oxydante du corps humain peuvent étre divisés en deux
catégories différentes. Premi¢rement, un certain nombre d’enzymes sont synthétisées a partir
des protéines et d’autres nutriments et constituants de 1’organisme (Superoxyde dismutase
(SOD), Catalase, Glutathion peroxydase). Le second groupe d’antioxydants doit étre obtenu a

partir de 1’alimentation, puisque ces derniers ne peuvent étre synthétisés par 1’étre humain
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(Vitamines C et E), Oligo-¢éléments (Se, Cu, Zn), Acide urique (métabolisme des purines),

Composés a groupement thiol (-SH). [Quillien, 2002]

II1.1.2. Les effets immunotoxique des pesticides

L'immunotoxicité se définit par une atteinte du systéme immunitaire qui protege 'homme
et ’animale contre l'invasion des substances étrangéres. Le systéme immunitaire comprend
des cellules, des organes et des substances peptidiques.

On distingue deux phénomeénes : l'immunosuppression ou diminution des réponses
immunitaires qui favorise la susceptibilité aux infections et ou le développement de certains
cancers (lymphomes, myélome multiple, leucémies, etc), le second phénomene est
I'immunopotentiation qui provoque une augmentation excessive des réponses immunitaires
responsables de crises d'allergie, d'asthme, de rhinites, d'anaphylaxie. [Sténuit et Van

Hammeée, 2005]

I11.1.2.1. L'effet des pesticides sur les organes du systéme immunitaire

Des centaines d'études ont montré que les pesticides altérent les organes du systéme
immunitaire des animaux de laboratoire et les rendent plus sensibles aux maladies. Parmi les
effets immunotoxique des pesticides, on notait une hypoplasie de la moelle osseuse et une
diminution du poids absolu et relatif du thymus. Les études indiquant une suppression de la
réponse immunitaire apres une exposition au 2,4-D ont été réalisées chez les souris [Gandhi
et al, 2000; Lee etal, 2001].

Une ¢étude de [Beseler et al, 2006] montre que 1’exposition au Dimethoate (un insecticide
biologique) induit une diminution du poids de la rate chez des souris et des rats, associée a
une réduction de nombre des lymphocytes.

Plusieurs d’autres études montrent que 1’exposition aux pesticides entraine une
augmentation de poids des ganglions lymphatique. Comme indiqué par une étude de [Thomas
et al, 1997] pour I’effet de deux pesticides isopropoxyphényle et méthylcarbamate chez des
rats apres 10 et 30 jours d'exposition, il observé une augmentation du nombre de lymphocytes

B et la prolifération des cellules réticulaires dans les ganglions lymphatiques.

I11.1.2.2. L’effet des pesticides sur les cellules immunitaires

= L’effet sur les lymphocytes B
Des études in vitro et in vivo ont effectivement montré que les pesticides ont la propriété
de casser 'ADN et donc de favoriser les translocations. Les chromosomes 14 et 18 des

lymphocytes B échangent par erreur de I'ADN. Le geéne bcl-2 se retrouvant associé au
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chromosome 14 (Figure 7), va alors étre surexprimé, aboutissant a la synthése massive d'une
protéine impliquée dans l'inhibition de la mort cellulaire. Ainsi, les cellules B normalement
destinées a la mort survivent de fagon prolongée. Cette longue durée de vie augmente les
risques de plusieurs autres altérations génétiques leur conférant la capacité de se multiplier,

une des caractéristiques des cellules cancéreuses. [Npajon, 2011]

Chromosome 18 Chromosome 14

Figure 7 : La translocation génétique causée par les pesticides. [Npajon, 2011]

Dans une autre ¢tude, il a été remarqué que l'exposition a certains pesticides diminue la
quantité des lymphocytes B au niveau de la rate et du thymus feetaux [Filipov et al, 2005]
mais €également sur des animaux adultes en entralnant une diminution de la production
d’immunoglobulines et de la prolifération des lymphocytes B [Fournier et al, 1992. In

Maysaloun, 2008]
= L'effet sur les cellules lymphocytaires T

La littérature indique une association entre les perturbations du systéme immunitaire et
I’intoxication par les pesticides. In vitro, la présence des pesticides dérégle l'activité des
lymphocytes T-cytotoxiques [Newcombe, 1992] et I'exposition aux pesticides aussi peut
augmenter le risque de maladies infectieuses et de cancer. [Sténuit et Van Hammée, 2005]

Dans une étude in vitro de [Rowe et al, 2007] ont montré que I’exposition a 1’Atrazine
induit une inhibition de la capacité des cellules T cytotoxiques a secréter des protéines
lytiques sans affecter leur liaison avec les cellules cibles et un effet immunomodulateur sur
les lymphocytes T humaines. [Maysaloun, 2008]

Des études similaires ont montré que 1’exposition au carbaryl a inhibé la réponse des

lymphocytes T cytotoxiques. [Rodgers et Ellefson, 1990. In Olgun, 2004]
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D'autres études réalisées sur 10 fermiers ont révélé une évidence d'effet sur le systéme
immunitaire aprés une exposition a un mélange de 2,4-D et de MCPA [De la Rosa et al,
2003, 2005]. Une réduction significative de certains types de cellules impliquées dans la
réponse immunitaire tels que les lymphocytes T4 et T8 et les lymphocytes cytotoxiques, a été

observée 1 a 12 jours apres I'exposition. [Onil et Saint-Laurent, 2006]

= L'effet sur les cellules Naturel-killer (NK)

Les pesticides peuvent entrainer des effets immunotoxique en agissant par plusieurs
mécanismes, certains pesticides, en particulier des organophosphorés, ont montré des effets
inhibiteurs de I’activité des cellules NK (Natural killer), LAK (Lymphokine Activated Killer)
et CTL (Cytotoxic T Lymphocytes). Ces cellules sont responsables de la mort des cellules
tumorales ou des cellules infectées et peuvent étre inhibées par les organophosphorés selon 3

mécanismes

- L’induction de I’apoptose cellulaire. (Figure 8)
- L’inhibition de leur capacité de sécrétion de substances cytotoxiques.
- T’inhibition directe de la voie Fas/FasL essentielle pour leur activité. (Figure 9)

(Li and Kawada, 2006. In Maysaloun, 2008]

Pesticide —————————p A\

a L

L’induction de I'appoptose
de la cellule par le pesticide

Mort de la cellule par l'appoptose

Figure 8 : L’induction de I’apoptose de cellule NK par le pesticide [Lounis, Mellouki et
Rebiai, 2011]

&
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Figure 9 : Mécanisme d’action du pesticide sur les cellules NK [Lounis, Mellouki et Rebiai,

2011]

= L'effet sur d'autres types cellulaires

Des études publiées dans le Bulletin de la contamination de 1’environnement et
toxicologie ont révélé que le pesticide aldicarbe diminue la capacité des macrophages a tuer
les cellules cancéreuses, cependant, il n'a pas affaibli celle des cellules tueuses naturelles.

Certaines études cliniques ont montré, chez des travailleurs industriels, que les pesticides
organophosphorés se lient chimiquement aux estérases au niveau de cellules non spécifiques
telles que les monocytes et les granulocytes, inactivant ainsi les estérases et du méme coup les
monocytes [Esa, 1999].

[Rodgers et Xiong, 1997] ont également rapporté que 14 ou 90 administration
quotidienne du malathion a provoqué une activation des macrophages et la dégranulation des

basophiles systémique. [Olgun, 2004]

II1.1.2.3. L'effet des pesticides sur les substances solubles

= L'effet sur les Inmunoglobulines
[André et al, 1983] ont montré que le carbaryl sélective augmente le taux sériques d'IgG1

et [gG2b chez la souris apres exposition par voie orale pendant un mois. [Olgun, 2004]

=
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Lindane, lorsqu'il est administré a 150 ppm par jour par voie orale pendant 1 mois n'a pas
changé IgA, IgG 1, et les niveaux d'IgM dans le sérum chez la souris [André et al, 1993]. Le
lindane administré a une concentration de 3 mg / kg / par jour pendant 5 semaines a réduit la
réponse immunitaire humorale aux antigénes bactériens chez le lapin [Desi et al, 1978. In

Olgun, 2004]

L'administration de fortes doses de malathion (jusqu'a 715 mg / kg) a des souris a
augmenté la génération des IgM et une augmentation des réponses prolifératives aux

mitogeénes [Rodgers et Ellefson, 1990. In Olgun, 2004]
= L'effet sur Les cytokines

[Alluwaimi et Hussein, 2007] se sont intéressés aux effets immunotoxique d’un
insecticide organophosphoré trés répandu, le diazinon, chez la souris I’administration de 50
mg/kg/j dans 1’eau de boisson pendant 30 jours a provoqué une diminution marquée et
progressivement croissante de la libération des cytokines IL-2, IL-4, IL-12 et interféron (IFN)
par les splénocytes. Bien que la dose testée soit relativement forte (1/5¢me de la dose 1étale

50%), ces résultats suggerent que le diazinon est immunotoxique. [Descotes, 2007]

[Corsini et al, 2007] Ont étudié les effets d’un herbicide, le propanil, chez 7 ouvriers
agricoles exposés du nord de I’Italie, comparés a 7 sujets non exposés. Il observe que la
production des cytokines IL-1P et TNF-a n’¢était pas modifiée, celle de I’'IL-6 était 1égérement
augmentée, et surtout celles de I’'IL-10 et de I’'ITFN-y fortement réduites. Enfin, ces auteurs ont
mis en évidence un effet concentration-dépendant du propranil sur la réduction de la
production d’IL-10 et de I'IFN-y lors d’une étude in vitro sur lymphocytes humains.

[Descotes, 2007]
II1.1.3. Les effets neurologiques des pesticides

Certains pesticides présente une toxicité pour les neurones et plusieurs mécanismes sont

proposés tels que le stress oxydatif et les perturbations enzymatiques. [Ferragu, 2010]

* Chez ’enfant, le développement neurologique particuliérement dans la phase foetale
est crucial. Des perturbations endocriniennes notamment pendant cette période peuvent causer
des dommages irrémédiables sur le développement du cerveau conduisant a des altérations

intellectuelles et psychomotrices. [Blair et al, 2001]
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* Chez P’adulte, d’autre pathologies ont été observées notamment une baisse des

performances intellectuelles, I’anxiété, la dépression, etc. [Blair et al, 2001]
I11.1.4. Les effets sur le systeme endocrinien et la reproduction

Plusieurs études se sont intéressées aux effets des pesticides sur la reproduction, en
particulier sur la fertilit¢ masculine. Les pesticides peuvent agir au niveau de la
spermatogénese via des altérations des hormones ou des effets génotoxiques [Toppari et al,
1996. In Maysaloun, 2008]. Par exemple une étude a montré une baisse significative du
nombre et de la qualité des spermatozoides chez des ouvriers exposés au Chlordécone [Taylor
et al. 1978. In Maysaloun, 2008]. [Clementi 2007-2008] précise que les pesticides pourraient
étre générateurs de stress oxydatif au niveau des spermatozoides induisant une perte de leur

mobilité et de leur pouvoir fécondant. [Ferragu, 2010]

Les littératures disponible parle d’une puberté précoce associée a 1’exposition aux
organochlorés, d’une perturbation des hormones thyroidiennes et sexuelles associée aux
organophosphorés, pyréthrinoides ou éthyleéne-bis-dithiocarbamates (EBDCs) [Colborn et al,
1993; Anderson et al, 1999. In Maysaloun, 2008]

II1.1.5. Les effets cancérigénes des pesticides

Dans une revue de la littérature portant sur ’association entre 1’exposition chronique aux
pesticides et le cancer, [Bassil et al, 2007] Ont observés qu’il existe une association positive
significative entre I’augmentation du risque des leucémies, des lymphomes hodgkiniens et de
certaines tumeurs solides en particulier les cancers du cerveau et de la prostate et I’exposition
chronique (professionnelle ou domestique) aux pesticides [Bassil et al, 2007. In Maysaloun,

2008]
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I1. Matériel et Méthodes
I1.1. Matériel chimique

Pour notre étude nous avons utilisé les pesticides suivants : Tilt, Zoom, Granstar.

(Annexe 1)

I1.2. Matériel biologique

Cette ¢tude a ét¢ réalisée sur des souris blanches femelles agées de quatre semaines et
dont le poids varie de 23 a 39 g. Ces animaux sont €élevés au sein de [’animalerie de
I’institut de pharmacie a 1’universit¢ Mentouri, Constantine. Les souris sont logés dans
des cages avec acces libre de nourriture et d’eau et a température ambiante avec un cycle

naturel de lumiére et d’obscurité.
I1.3. Méthodes

Les étapes de la partie expérimentale de notre travail sont résumées dans la figure 10 :

Protocole expérimentale

Lot traité
15souris

Lot témoin (T)
5 souris

Traitement
3 jours

\

Traitement
3 jours

|
/

O

Sacrifice

|

Isolement des
lymphocytes de
péritoine

M

Comptage des
cellules

Prélévement des
organes (rate, thymus,
foie)

M

Analyse des
paramétres du
stress oxydant

Figure 10 : Schéma récapitulatif des étapes expérimentales.
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I1.3.1. Traitement

Les souris sont réparties en quatre lots contenant chacun cinq souris. Ces souris sont
traitées avec trois pesticides différents par voie intra-péritonéale. Les pesticides sont
préparés dans une solution de NaCl a 0.9% puis injectés aux animaux une seule fois par

jour pendant trois jours selon le protocole suivant :

Lotl (TM): Représente le groupe témoin (TM) qui regoit 10 ml/kg d’eau physiologique.
Lot2 (TL): Recoit 250 mg/10 ml/kg de Tilt.

Lot3 (ZO): Regoit 600 mg/10 ml/kg de Zoom.

Lot4 (GR) : Regoit 600 mg/10 ml/kg de I’herbicide Granstar.

II-3-2- Sacrifice des animaux

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit.
Le poids des souris est notés chaque jour pendant le traitement et aprés le dernier jour
du traitement avant le sacrifice. Les souris sont sacrifiées par le chloroforme. Apres la
récupération des lymphocytes péritonéaux, on passe rapidement a la dissection et au

préléevement des organes.
v" Isolement des lymphocytes péritonéaux

Apres avoir préparé et désinfecté les instruments ainsi que la planche a dissection avec
I’alcool, la souris est placée sur la face dorsale et fixée a 1’aide des aiguilles. Une
boutonniere cutanée de 0.5 cm fut ouverte sur la ligne médio-ventrale du tronc en avant de
I’orifice urinaire (attention de ne pas ouvrir le péritoine a cette étape). La peau est
proprement écartée pour découvrir les muscles péritonéaux. A 1’aide d’une seringue stérile,
5 ml de PBS sont introduits dans la cavité¢ péritonéale. Aprés 5 minutes, le liquide de
lavage est récupéré dans un tube stérile et centrifugé pendant 8 min a 1500 tpm. Le culot
est remis en suspension dans 5 ml de PBS [Avijit et Bonnie]. Enfin, les lymphocytes
péritonéaux sont comptés en utilisant la cellule de Malassez. Le nombre de lymphocytes

péritonéaux par unité de volume est calculé selon I’équation suivante [Ferry, 2007] :

nombre total des cellules comptées

" nombre des rectangles comptés x volume d'un petit rectangle

N = nombre de cellules comptées par unité de volume

)
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v Prélévement des organes

Aprées la dissection, la rate, le thymus et le foie de chaque souris sont rapidement
prélevés et lavés deux fois par une solution froide de NaCl a 0.9% puis séchés sur le papier
filtre. Chaque organe est pesé puis homogénéisé dans une solution de KC1 1.15% a raison
de 10% p/v pour le foie et 20% p/v pour le thymus et la rate. [Mahmet et al, 2000]
L’homogénat obtenu est centrifugé a 4000 tpm pendant 10 minutes pour éliminer les débris
cellulaires. Ensuite, le surnageant est récupéré dans des tubes secs est stocké a -20°C

jusqu’a I’utilisation pour les dosages des parametres tissulaires.
I1-3.3. Analyse des parametres tissulaires

v Dosage des substances réactives de ’acide thiobarbiturique (TBARS)

La quantité des TBARS est exprimée en fonction d’un équivalant biochimique qui est
le « Malonyl di aldéhyde: MDA», un des produits terminaux formés lors de Ia
peroxydation des acides gras polyinsaturés (PUFA) méditée par les radicaux libres. La
mesure de I’'MDA a I’aide du TBA selon la méthode de [Okhawa et al, 1979] permet la
quantification de la peroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress

oxydant.

* Principe: Le dosage de I'MDA repose sur la formation, en milieu acide et & chaud
(100°C), entre une molécule d> MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique d’un
pigment coloré absorbant a 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le
butanol.

* Réactifs et solvants :

a- L’acide thiobarbiturique TBA 0.67 %.

b- L’acide trichloroacétique TCA 20%.

c- Le n-butanol.

* Procédure : La quantit¢ de ’'MDA est évaluée au niveau du thymus, de la rate et du
foie selon la méthode de [Okhawa et al, 1979]. A 0.5 ml de I’homogénat, nous avons
ajouté 0.5ml de TCA 20% et 1ml de TBA 0.67 %. Le mélange est chauffé a 100°C
pendant 15 minutes, refroidis puis additionné de 4 ml de n-butanol. Aprés centrifugation de
I5minutes a 3000 tpm, la densit¢ optique est déterminée sur le surnageant au

spectrophotometre a 530 nm. L’MDA est exprimé en nmol/mg de protéines de 1’organe
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étudié et calculé a partir d’'une gamme préparée sous les méme conditions avec une

solution de « 1,1,3,3-tetractoxypropane » qui donne I’ MDA aprés son hydrolyse.

v’ Dosage de activité enzymatique du catalase

L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans les tissus du foie, de la rate et

du thymus selon la méthode de [Clairborne, 1985].

* Principe: Le dosage de D’activité enzymatique du catalase est basé sur la diminution de
I’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde d’hydrogeéne (H,O»)

par la catalase.

* Réactifs et solvants :

a- Tampon phosphate de potassium pH 7.4 (0.1M).

b- Peroxyde d’hydrogéne (H,O,) 19mmol/ml.

* Procédure : Dans une cuvette en quartz de 3 ml, 50ul de I’homogénat sont mélangés
avec 2.95 ml d’une solution de H,O, a 19mmol/ml préparée dans le tampon phosphate de
potassium pH 7.4 (0.1M). Le changement de I’absorbance est suivi pendant deux minutes
en prenant les valeurs a ty et aprés chaque minute. L’activité enzymatique du catalase est
exprimée en unité international Ul/ mg de protéines sachant que UI est la quantité

d’enzyme nécessaire pour consommer 1pmol de I’ H,O, par minute.

v’ Dosage du glutathion réduit
Le dosage de glutathion réduit est effectué¢ selon la méthode de [Ellman, 1959] au

niveau de la rate, le thymus et le foie.

* Principe : La méthode du dosage de glutathion est basée sur 1’évaluation de la réduction
du réactif d’Ellman par les groupes (SH) en formant I’acide 2-nitro-5- mercaptobenzoique ;
ce dernier est caractérisé par une coloration jaune intense, ce qui permet sa quantification

spectrophotométrique a 412 nm.

* Réactifs et solvants :

a- L’acide trichloracétique 10%.

b- Tampon phosphate de potassium pHS8 (0.1M).

c- Réactif d’Ellman ; 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoique) 0.396g/100ml de tampon.
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* Procédure : Le dosage du glutathion réduit dans les tissus s'effectue selon les étapes
suivantes :

a- 0.5 ml de TCA a10% sont mélangés avec 0.5 ml d’échantillon. Le mélange est agité de
temps en temps pendant 15 minutes.

b- Apreés 15 minutes, les tubes sont centrifugés Sminutes a 2000 tpm.

c- D’autres tubes sont préparés pour le mélange réactionnel : 100ul de réactif d’Ellman
sont ajoutés a 1.7 ml de tampon, ensuite, 200 pl de surnageant sont additionnés et la lecture
se fait aprés Sminutes a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les
concentrations du glutathion réduit sont exprimées en pmol par mg de protéines. Elles
sont déduites a partir d’'une gamme étalon de glutathion préparée dans les mémes

conditions que le dosage. (Annexe 2)

v’ Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de [Bradford, 1976] au niveau

de la rate, le thymus et le foie.

* Principe : Cette méthode consiste a utiliser un réactif spécifique : le bleu de Coomassie
qui développe une coloration proportionnelle a la concentration en protéines en réagissant

avec leurs acides aminés spécifiques.

¢ Réactifs et solvants :
a-Bleu Brillant de coomassie G250 (BBC)

b-Albumine Borne

* Procédure : 4 ml de BBC sont ajoutés a 100ul de surnageant dans un tube propre, et
ensuite agité au vortex. La lecture se fait dans intervalle de 2min et 1h & 595 nm contre un
blanc préparé dans les mémes conditions.

La concentration en mg/ml est déterminée a partir de I’équation de régression. (Annexe 2)

I1.4. L’étude statistique
L’¢étude statistique est réalisée a 1’aide du systéme INSTAT2 MS-DOS en utilisant le test
de variance univarié (one-way ANOVA) suivie du test de Tukey. Les résultats sont
exprimés en moyenne + S.E.M et en comparant les groupes traités par les pesticides avec
le groupe témoin ou :

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :

» N’est pas significative si p > 0.05 (NS).

o
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* Est significative si 0.05 >p > 0.01 (*).
* Est hautement significative si 0.01 >p > 0.001 (**).

* Est trés hautement significative si p < 0.001 (¥**).




-w Y W W

DISCUSSION



Chapitre II1. Résultats et Discussion

II1. Résultats et Discussion

I11.1. Evolution du poids des souris

La variation du poids des souris constitue un paramétre trés important. Le suivi
régulier des animaux nous a amenés a obtenir les valeurs relatives a la figure 11.
Distinctement, une différence entre la croissance des souris traitées par Tilt, Zoom et
Granstar et celle des souris normaux a €té notée dont il y avait une diminution significative

du poids corporel des souris traitées (-9.98%, -11.76% et -13.51%) respectivement.
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Figure 11 : Evolution du poids des souris témoins et traités durant les 3 jours de
traitement. Chaque valeur représente la moyenne = S.E.M (n=5) * 0.05 >p > 0.01, **
0.01>p>0.001, *** p <0.001.

La perte du poids chez les souris traitées avec les trois pesticides peut étre due a la
diminution du poids des organes a cause de I’insuffisance des tissus au cours du stress
oxydant ou a I’augmentation du métabolisme des lipides et des protéines [Anupama et al,

2011]

I11.2. Evaluation du poids relatif du thymus et de la rate

D’apres les résultats obtenus (Figure 12), nous avons noté une diminution significative
du poids relatif du thymus chez les souris traitées par Zoom et Granstar alors qu’une
augmentation significative de ce paramétre est notée dans la rate des souris traitées par
Tilt. Cela peut étre expliqué par une hypotrophie, nécrose des tissus, dissolution de la
barriére tissulaire pour le thymus (Banerjee 1996, Handy et al 2002) ou une hypertrophie
pour la rate (I’ster, 1993).
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Figure 12 : Evaluation du poids relatif du thymus et de la rate. Chaque valeur représente la
moyenne £ S.EM (n=5) * 0.05>p > 0.01, ** 0.01 >p>0.001, *** p <0.001

I11.3. Effet des pesticides sur les lymphocytes péritonéaux

Apres 3 jours du traitement des souris par les trois pesticides (Tilt, Zoom et Granstar)

et en comparant les résultats avec ceux du témoin (Figure 13), on a remarqué une

diminution significative du taux des lymphocytes péritonéaux chez les souris traitées par

Zoom et Granstar (-45.49%) et (-33.26%) respectivement, alors que la baisse des cellules

enregistré chez les souris traitées par Tilt et trés ombilic par rapport au témoin ou elle

atteint (-84.74%).
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La diminution des lymphocytes du péritoine peut &tre expliquée par la migration de
ces cellules vers les organes périphériques d'une part, et l'inhibition de la production de la
lignée lymphoide d'autre part, sous l'effet du traitement par les pesticides. Nos résultats
sont en accord avec 1’étude réalisée par [Abbas et al. 2000) lorsqu’ils ont injectés des
souris femelles par le méthyle de carbamate a une concentration de 400 mg / kg dans le
péritoine, ils ont remarqué que le nombre de lymphocytes T et B et leur fonctions sont
supprimés apres l'exposition prolongée aux pesticides. La méme observation a ¢été
remarquées par (Handy et al 2002) lors de l'exposition des rats au Diazinon a une
concentration de 300 mg / kg pendant 45 jours. Thomas et al (1987), en étudiant I'impact
de deux pesticides (isopropoxyphényle et méthylcarbamate) sur des rats aprés 10 et 30

jours d'exposition, ils ont observé une diminution du nombre de lymphocytes B.

La diminution des lymphocytes peut étre aussi expliquée par des changements
génétiques touchant I’ADN de ces lymphocytes sous ’effet des pesticides, ce qui peut
déclencher une séquence suicidaire innée des activités dans les cellules (mort cellulaire
programmée ou apoptose). Cette virtuelle et confirmée par la recherche de [Olgun S,
2004], qui a étudié I’'immunotoxicité de I’exposition aux mélanges des pesticides (lindane,
le malathion et la perméthrine) sur des souris C57BL / 6, et il a montré que ces expositions
aux pesticides ont causé la mort cellulaire apoptotique et nécrotique a la fois des
lymphocytes évaluée par cymometre de flux. Par contre, (Madsen et al, 1996) lors du
dosage des rats males par le pesticide Deltamétrine pendant 28-jours a une concentration
de 0, 1, 5, 10 mg / kg, il a observé une augmentation du taux des lymphocytes avec une

augmentation du nombre de cellules productrices d'anticorps chez les animaux.

I11.4. L’analyse des parameétres du stress oxydant

I11.4.1. Dosage des substances réactives de I’acide thiobarbiturique

Le taux de ’'MDA était augmenté significativement au niveau de la rate, le thymus et
le foie (Figure 14), suite du traitement des souris par les trois pesticides (Tilt, Zoom et
Granstar) par rapport aux souris du lot témoin. Cette augmentation remarquable de la
peroxydation lipidique était évidente dans la rate (+46.79% sous I’effet de Tilt, +44.87%
sous I’effet de Zoom et 32.69% sous I’effet de Granstar), dans le thymus (+72.01% sous
I’effet de Tilt, +32.36% sous 1’effet de Zoom et 34.98% sous ’effet de Granstar) et dans le
foie (+34.35% sous I’effet de Tilt, 23.40% sous ’effet de Zoom et 21.24% sous ’effet de

Granstar).
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I11.4.2. Dosage de I’activité enzymatique du catalase

La figure 15 montre I’activité enzymatique du catalase, en temps qu’une enzyme
antioxydant au niveau de la rate, de thymus et le foie des souris des différents lots. Au
niveau de la rate, on note une diminution significative de I’activité enzymatique du
catalase chez les souris traité avec Tilt (-68.01%), (-37.46%) chez les souris traité avec
Zoom et (-27.37%) chez les souris traité avec Granstar par rapport aux souris de groupe
témoin. Au niveau du thymus, une diminution significative de ’activité du catalase a été
notée chez les souris traitées par Tilt (-45.83%), une baisse de (-45%) chez les souris
traitée par Granstar et une réduction de (-19.24%) seulement enregistré chez les souris
traitée avec Zoom en comparant avec le groupe témoin. L’activité du catalase hépatique a
réduit significativement chez les souris trait¢ par rapport aux souris témoin. Cette
diminution au niveau du lot traité par Tilt a arrivé a (-67.88%), et (-55.05%), (-50.54%) au

niveau des lots traités par Zoom et Granstar respectivement.

111.4.3. Dosage du glutathion réduit

Le dosage de la forme réduite du glutathion tissulaire a montré qu’il a subi une baisse
significative au niveau de la rate des souris apres le traitement par Tilt, Zoom et Granstar,
la réduction de GSH enregistrée est (-43.51%, -36.74 et -18.07%) respectivement. Au
niveau de thymus la baisse de GSH enregistrée chez les souris traitée par Tilt est (-
30.99%), alors que chez les souris traitée par Zoom et Granstar est (-13.13%, -10.50%)
respectivement. Dans le cas du foie les valeurs enregistrées sont (-43.51%, -18.07% et -
26.15%) chez les souris traitée par Tilt, Zoom et Granstar respectivement. (Figure 16)

Les présents résultats ont révélé une augmentation significative des TBARS au
niveau de la rate, le thymus et le foie des souris traitées avec réduction importante de
I’activité enzymatique du catalase et du taux de glutathion. Nos résultats sont en accord
avec ceux présenté par [Olgun S, 2004]. L’augmentation du taux des TBARS indique
I’augmentation de la peroxydation lipidique et le degré des dommages au niveau de ces
organes [Hamden K., 2008]. La diminution de I’activité enzymatique du catalase peut étre
due a son inhibition par les réactions avec les métabolites des pesticides, alors que la
déplétion en GSH réduit peut signifier son oxydation par les radicaux libres en GSSG
oxydé. Ces données supportent 1’idée que les trois pesticides (Tilt, Zoom et Granstar)
induit le stress oxydant chez les modeles animaux. Mais particulierement le pesticide Tilt
dans notre étude montre une inducation plus ¢levé du sterss oxydant par rapport aux autres

pesticides.
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Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

Notre présente étude sur I’effet immunotoxique du Tilt, Zoom et Granstar utilisés
comme produits phytosanitaires en Algérie nous a permis de conclure que ces trois
pesticides provoquent des perturbations dans le systéme immunitaire. Résulta révélé par
les modifications pathologiques qu’ont a constaté au niveau de la rate, du thymus et les
lymphocytes péritonéaux sans oublier le foie, bien qu’il ne fait pas partie du systeme
immunitaire mais c’est 1’organe principale exprimant la toxicité d’un xénobiotique par

excellence.

L’hypotheése de I’implication du stress oxydant dans la toxicit¢ des pesticides
étudiés est vérifiée dans notre étude dont on a pu conclure que le Tilt, Zoom et Granstar
augmentent le stress oxydant ce qui peut étre considéré probablement comme 1’un des

mécanismes de leur toxicité.

En perspective, cette étude préliminaire doit étre approfondie en incluant d’autres
paramétres immunologiques et histologiques et en utilisant d’autre modéles animaux ou
des modeles cellulaires in vitro pour permettre de bien comprendre le mécanisme de

toxicité de ces pesticides.
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Résumé

Les pesticides sont des composés chimiques utilisés pour lutter contre des organismes
nuisibles dans D’agriculture et également dans d’autres secteurs (usage domestique).
Malgré cet usage bénéfique, il a été prouvé que I’exposition aux pesticides provoque des

dommages au systéme immunitaire.

Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer 1’effet toxique de différents pesticides
(Tilt, Zoom et Granstar) sur le systéme immunitaire par le biais du stress oxydant comme

mécanisme de toxicité.

La toxicité a été étudiée expérimentalement chez des souris femelle blanches. Ces
souris sont traitées par voie intra-péritonéale une seule fois par jour pendant trois jours a
raison de % DLsy/10 ml / kg pour chaque pesticide utilisé. Les paramétres suivants sont
étudiés : Le nombre des lymphocytes péritonéaux, changement du poids corporel et relatif
des organes (rate, thymus et foie), le Glutathion réduit (GSH), la catalase (CAT) et ’'MDA.
Les résultats obtenus ont mis en évidence des altérations immunologiques traduites par une
diminution du nombre des lymphocytes péritonéaux avec perturbation du poids relatif des
organes et diminution du poids corporel des souris traitées par les pesticides. En outre,
I’MDA dans les tissus des différents organes étudiés a été significativement augmenté,
tandis que le GSH et la CAT ont été significativement diminués par rapport aux souris

témoins.

On peut conclure que ces pesticides (Tilt, Zoom et Granstar) sont des produis
immunotoxique grace a leur effets néfaste sur les lymphocytes et leurs pouvoir de générer

le stress oxydant.

Mots clés : Immunotoxicité, pesticides, stress oxydant.






Annexe (1)

Les pesticides utilisés

-Tilt 250 EC (250 g /1) : produits fongicide systémique est un liquide homogene
concentré applicable sous forme d’émulsion apreés la dilution dans I’eau utilisé contre
les maladies qui touche le BIé tell que Rouilles et Septoriose, Oiduim, et les maladies
qui touches 1’orge tell que Oiduim, helminthosporiose, rynchossoriose ,leur matiére
active est le bropiconazolel , leur dose =0,501/ha pour les deux et la dose 1étale 50%
est: 2.5g/kg , la firme est Novartis.

-Zoom WG (4,1+65,9%) : produits herbicides de post levée conter les adventices
dicotylédones au niveau de blé et d’orge sous forme de granule applicable aprés le
dilitageet la dispersion dans 1’eau, leur maticre active est Triasulfuron+Dicamba et la
dose =120g/ha et la DL% est : 5g/kg, la firme est Syngenta Crop Protection .

-Granstar 75 DF. WG (75 g/l) : est un nouvel herbicide de post levée pour lutter
contre les dicotylédones dans les céréales sous forme de granule applicable apres le
dilitage et la dispersion dans 1’eau, leur matiére active est le tribunaron méthyl et la
dose =12g/ha et la DL% est 5g/kg, la firme est Dupont.

Préparation des pesticides utilisés

Tilt: 250mg/kg (1/4 DL50) dissoudre dans 6ml NaCl.
Zoom : 600mg/kg (1/4 DL50) dissoudre dans 6ml NaCl.
Granstar : 600mg/kg (1/4 DL50) dissoudre dans 6ml NaCl.
Traxos : 250mg/kg (1/4 DL50) dissoudre dans 6ml NaCl.

Topik : 250mg/kg (1/4 DL50) dissoudre dans 6ml NaCl.



Préparation de produits et des réactifs utilisés

Solution du PBS Ph=7.2

NaCl 8g
Na,HPO, 1.15¢g
KH,PO4 0.2g
KC1 0.2¢g
H,O distillé 1000ml

Le bleu de Coomassie

Dissoudre 100 mg de BBC dans 50 ml d’éthanol.

Agiter 2h.

Ajouter 100 ml d’acide phosphorique, puis mélanger.
Ajouter de I’eau distillé jusqu’a un 1L, mélanger.

Le réactif doit &tre filtré sur papier filtre avant utilisation.

Le tampon phosphate Ph=7.4

KH,PO4 (0.1M) Iml

Na,HPOy4 de (0.1M) 4ml

Préparation de réactif d’Ellman

DTNB (5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoique acid) 40mg
Meéthanol 10ml

Le TBA 0.67%

TBA 675¢
NaOH 100ml
Le TCA 20%

TCA 20g

Eau distillé 100ml



Annexe (2)

* Préparation de la gamme étalon du glutathion réduit

Une série de 5 concentrations standards de glutathion est préparée a partir d’une
solution mére a 10mM. Pour la préparation de cette solution, on pése 3.15 mg de
glutathion réduit pour 10ml d’eau distillée. Le systéme de dilution de ces standards est
donné dans le tableau 10. (Tableau 1)

* Méthode de calcul : La quantit¢ de glutathion est calculée selon la formule
suivante :

DO test x 2 x F x [standard] {tmol)
DO standard x 0.2 x n

Glutathion réduit (umol/mg de protéines) =

Dont :

2 : Volume total du milieu réactionnel

F : Facteur de dilution de 1’échantillon testé.

0.2: Volume utilisé de 1’échantillon testé.

n : La quantité estimée en mg de protéines dans le volume utilisé de 1’échantillon testé

Tableau 1 : la gamme du glutathion réduit standard :

Numéro des Concentration du Volume du Volume de diluant
standards glutathion réduit glutathion standard  (eau distillée)

4 10 mM 50 ul 0 ul

3 S mM 50 ul 25 ul

2 2.5 mM 25 ul 25 ul
1 1.25 mM 12.5 ul 100 ul
0 0 mM 0ul 50 ul
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Figure 1 : Courbe d’¢talonnage de Glutathion réduit GSH.
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* Préparation de la gamme étalon de ’ovalbumine: Une série de 6
concentrations standards de I’albumine est préparée. (Tableau 2)

Tableau 2 : La gamme de standard.

Blanc Tubel | Tube2 | Tube3 | Tubed4 | TubeS5 | Tube6
Solution 0 10 20 40 60 80 100
standard (ul)
Eau distillée | 100 90 80 60 40 20 0
(uD)
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4 4
DO 0.011 0.156 0.234 0.356 0.506 0.752 0.817
La 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1
concentration
mg/ml
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de standard (albumine).




