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INTRODUCTION

Avant I’avénement des produits phytosanitaires, les systémes de culture étaient congus pour assurer
le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production de la culture
(INRA — Cemagref, 2005). Cependant, les pertes en rendement des productions agricoles dues aux
maladies parasitaires trés meurtrieres, aux ravageurs et aux adventices (ou mauvaises herbes)
pouvaient atteindre des proportions importantes (Oerke et Dehne, 1997).

Aprées la seconde guerre mondiale, les pesticides ont grandement contribué a I’amélioration de la
santé publique en permettant, d’'une part, d’éradiquer ou de limiter la propagation de maladies
parasitaires et en garantissant, d’autre part, une production alimentaire de qualité et dans ce cas, ils
ont constitué un progres considérable dans la maitrise des ressources alimentaires (OPDCSET,
2009).

De plus, I’agriculture intensive, tournée vers la productivité et le rendement maximal, s’est
développée de maniére considérable et elle a développé en plus I’utilisation massive des produits
phytosanitaires qui sont représentés sur le marché mondial au cours de I’année 2005 par un chiffre
de vente qui dépasse 31 milliards de dollars (UIPP, 2006).

D’autre part, certains experts estiment que 1’augmentation des rendements des terres agricoles a
permis de limiter la déforestation et donc de préserver 50% de la surface de la forét actuelle en 50
ans (IWCPC, 2005).

Ce traitement par les pesticides est jusqu'a présent le moyen de protection prépondérant, et leur
utilisation est devenue indispensable pour atteindre les niveaux de production maximaux et
satisfaire une demande de plus en plus accrue des consommateurs en produits alimentaires.
Cependant, les pesticides peuvent aussi étre tres nocifs, et ils sont soupconnés de présenter un
risque pour la sant¢ de I’homme et pour son environnement en s’accumulant dans les écosystemes.
Ils sont en effet freqguemment mis en cause dans la dégradation de la qualité des eaux douces
souterraines et des eaux cotiéres, de 1’air et du sol, dans la réduction de la biodiversité terrestre
constatée dans les zones agricoles et dans les milieux naturels contaminés ou bien encore dans des
cas de surmortalité des abeilles et de baisse de production des ruches ( INRA-Cemagref, 2005).
Ceci a enclenché une prise de conscience des pouvoirs publics dans le monde. En 1972, les
organochlorés sont interdits d’utilisation aux Etats-Unis et en Europe et une réglementation
concernant spécifiquement les produits phytosanitaires est mise en place dans les années 80. Par
contre, pour les pays en développement, le manque de la conscience publique sur les risques
provenant de cette exposition et le manque d’information sur leurs dangers, ainsi que la pauvreté,
I’analphabétisme et le manque d’infrastructures de santé dans les milieux ruraux font en sorte que
les pesticides soient une menace majeur pour la sécurité alimentaire, la santé et I’environnement
(Mc Cauley et al., 2006). Ces produits phytosanitaires sont dans le cadre d'une politique

gouvernementale productiviste et a des fins et des volontés exportatrices, une des composantes
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essentielles de la production alimentaire, et leur utilisation est toujours en croissance. De nouvelles
matieres actives sont continuellement et fréquemment introduites sur le marché.

Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques suggerent une corrélation entre 1’utilisation
professionnelle des pesticides et 1’apparition de certaines pathologies dans les populations
concernées. Des effets cancérigénes, neurotoxiques ou de type perturbation endocrinienne, des
problémes d’infertilit¢ ou encore du systéme immunitaire affaibli sont plus fréquents chez eux
(Alavanja, 2004; Ascherio et al., 2006, Baldi et Lebailly, 2007). La question des risques pour
I'homme est donc posée tant au niveau professionnel qu’a celui du consommateur.

Jusqu'a présent, le régime alimentaire est une source importante d’exposition de la population
générale aux pesticides et a leurs traces trés dangereuses présentes dans les denrées (OMS, 2004).
Parmi les différentes études examinant les effets de faibles quantités de pesticides, pendant des
périodes longues, certaines ont montré des effets significatifs in vitro et in vivo (Sanderson et al.,
2002).

Afin de minimiser I’exposition humaine aux résidus de pesticides, les gouvernements européens ont
établi plusieurs contrdles réglementaires concernant leur utilisation et le niveau de leurs résidus
présent dans les denrées. Malheureusement, aucune analyse de ce genre n’a été faite jusqu'a présent
en Algérie. L’usage alarmant des pesticides dans de nombreux domaines a fait de notre pays I’un
des plus grands utilisateurs des pesticides et en grandes quantités. Ainsi environ 400 produits
phytosanitaires sont homologués en Algérie dont la majorité est largement utilisée par les
agriculteurs (Bouziani, 2007). La production et le commerce des pesticides ainsi que le nombre de
tonnes utilisées dans le pays sont évalués selon le Ministére de 1’aménagement du territoire et de
I’environnement en 2006 dans le cadre de la production (Fabrication - poudre: 3745 tonnes /an;
liquide: 2617 103 litres/an; insecticides: 13676 boites/an) et dans le cadre d’importation (8927
tonnes/ an; Importation valeur 4418 10°% DA contre Exportation valeur 7 10 DA). Cette utilisation
élevée de pesticides doit étre remise en question par la prise de conscience de leurs impacts negatifs
sur ’environnement et doit se traduire par un renforcement progressif de la réglementation. Les
risques sanitaires sont mal évalués, et accrus par le systeme de culture intensive utilisé en Algérie.
Selon certaines études mondiales, 64 % des fruits et 35 % des légumes que nous consommons
contiennent des résidus de pesticides, et 6% de ces produits ont une teneur en pesticides supérieure
a la limite maximale de residus (INRA-Cemagref, 2005).

De plus, en Algérie, les laboratoires analysent rarement les produits alimentaires pour déterminer
leur contenance en substances chimiques vu le manque d’équipements permettant 1’analyse, le
controle et le suivi de la gestion de ces produits toxiques. C’est ainsi que la moiti¢ des fruits et des
legumes dont notamment la pomme de terre, les poivrons, tomates, poireaux, laitues, oranges,

fraises, pastéques.....vendus sur les étalages, contiendraient ces substances chimiques. Pire encore,
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des pesticides interdits de commercialisation et d’usage dans 1’Union Européenne depuis les années
70 (Merhi, 2008) existent en Algérie. D’autres problémes comme 1’absence de 1égislation pour le
controle adéquat des pesticides, 1’absence de 1égislation sur les conditions de travail et la gestion
des polluants, I’accés facile aux substances toxiques, 1’absence de systéme national de surveillance
des poisons et de centre d’information qui ont comme mission de conseiller les agriculteurs,
I’absence de moyens pour conseiller et renforcer les lois nationales, 1’absence des directions de la
consommation et de la repression des fraudes et qui veillent a I’application des exigences
réglementaires et ménent des actions répressives, le manque d’information et de sensibilisation de
I’utilisateur concourent a augmenter le risque lié a la consommation des fruits et légumes
contaminés par les pesticides affectant la santé du consommateur. L’exposition aux pesticides se
caractérise donc par une multiplicité des voies d’exposition.

Ces substances peuvent pénétrer dans I'organisme par contact cutané, par ingestion et par inhalation.
En plus de I’exposition directe, les sources de contact peuvent étre indirectes : les aliments, I’eau et
I’atmospheére. On distingue deux types d’intoxication selon le mode d’exposition: les intoxications
aigues et chroniques.

L’exposition aux pesticides est I'un des facteurs de risque qui favorise I’augmentation du stresS
oxydatif en produisant des radicaux libres oxygénés. Ce risque du stress oxydatif est largement
accepté comme étant un composant critique de la plupart des voies pathologiques (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003). Si la théorie reliant le stress oxydatif a I’exposition aux pesticides est
correcte et si le stress oxydatif est augmenté chez les agriculteurs consommateurs de pesticides,
alors on est en droit de s’attendre a une augmentation du risque d’apparition de la plupart des
maladies humaines (Gamet-Payrastre, 2008).

A T’état de santé, il existe un équilibre entre les radicaux libres, spécialement les réactions
d’oxydation produites et nos défenses, les antioxydants (Hamzaoui, 2009). Tout déséquilibre
entraine un état de stress oxydatif. Les radicaux libres sont des dérivés instables et toxiques de
I’oxygene qui réagissent et dégradent I’ADN, les lipides et les protéines. Ils sont augmentés par
certaines situations comme le stress, le tabac, 1’alcoolisme, 1’exercice physique mal géré, etc. Les
principales sources de formation de ces radicaux libres peuvent étre physiques (UV, radiations
ionisantes) ou chimiques (polluants, drogues, médicaments, pesticides) ou biologiques (virus,
bactéries, réaction immunologique, fuite des électrons, métabolisme).

Déterminer le statut oxydant/antioxydant d’un individu devient actuellement un sujet de priorité en
terme de prévention contre I’apparition de certaines pathologies. Chez les agriculteurs utilisateurs
de pesticides et les consommateurs, le stress oxydatif peut exister et étre intense provoquant une
altération de la santé a long terme. Néanmoins, il ressort qu’au cours de cette période, des cancers

et d’autres affections du systéme lymphohématopoiétique chez 1’adulte ont fait 1’objet de plusieurs
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investigations scientifiques dont certaines ont montré une augmentation du risque pour les
travailleurs les plus exposés (Cancers professionnels).

Plusieurs auteurs ont utilisé des modeles animaux afin de déterminer les effets toxiques des
pesticides, et I’évolution de ces modeéles expérimentaux contribue a réduire 1’incertitude en analyse
de risque relative aux faibles doses de pesticides, tant pour les travailleurs que pour la population
générale.

Marinowic et al. (2012) ont testé 1’effet d’un insecticide le 3-cyfluthine sur une lignée de poisson
Bryconamericus iheringii (Characidac) qui a conduit a des dommages au niveau de I’ADN
(génotoxicité). Une autre étude menée sur I’effet du bendiocarde chez les lapins montre une
diminution du volume des testicules avec une diminution des spermatozoides suite a 1’exposition
(Krockova et al., 2012).

Seo et al. (2012) a testé I’effet du Trichloroéthyléne (TCE) et le Perchloroéthyléne (PCE) dans 1’eau
de boisson des souris de type (ICR) pendant 2 a 4 semaines, entrainant des réactions allergiques de
type 1. L’application répétée de la Warfarine chez les rats a entrainé des I¢€sions tissulaires avec
augmentation du Malondialdéhyde et modifications de I’épiderme (Popov et al., 2011). Stepnik et
al. (2005) a montré une immunotoxicité chez les souris qui ont recu de 1’Arséniate dans 1’eau de
boisson.

A coté de toutes ces altérations métaboliques, le systéme immunitaire constitue la cible primordiale
pour de nombreux pesticides. On distingue deux phénomenes particuliers : L'immunosuppression
ou la diminution des réponses immunitaires favorise la susceptibilité aux infections et/ou le
développement de certains cancers, et plus particulierement ceux qui sont associés aux activités
agricoles (LNH, leucémies, myélome multiple, mélanomes, cancer de I'estomac, des lévres, du
cerveau) (Rakitsky et al., 2000; McCarrol et al., 2002). Le second phénoméne est
I'immunopotentiation qui provoque une augmentation excessive des réponses immunitaires
responsables de crises d'allergie, d'asthme, de rhinites, d'anaphylaxie, et qui est observé chez les
OuVvriers ou personnes exposees aux pesticides.

Divers systémes expérimentaux ont servi a élucider les mécanismes d’action des pesticides, mais
depuis quelque temps I’expérimentation toxicologique et les études de toxicités diverses dépendent
de plus en plus des modéles cellulaires.

Les caractéristiques cellulaires des lymphocytes fournissent des avantages uniques pour 1’exécution
de tout plan expérimental et I’interprétation des résultats. Plusieurs études récentes ont utilisé les
lymphocytes pour trouver le lien entre les pesticides et les dommages détectés au niveau de I’ADN
(la génotoxicité) (Mosesso et al., 2012). Une autre étude de Shelley et al. (2012) a élucidé I’effet
direct de différentes concentrations d’Atrazine sur la viabilit¢ des lymphocytes et leur rdle

immunosuppresseur sur la prolifération lymphocytaire. Katika et al. (2012) a vérifié 1’effet
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immunosuppresseur du Bis (tri-n-butyltin) oxyde (TBTO) sur les cellules Jurkat T (une lignée de
lymphocytes humaine), la diminution de glutathion réduit, et I’apoptose. Ces observations mettent
I’accent sur le stress oxydatif et I’immunomodulation.

Le but général de cette thése est d’étudier les toxicités de certains pesticides couramment utilisés
pour le traitement phytosanitaire des denrées alimentaires (la pomme de terre) de la région de
I’ouest Algérien, le Mancozebe (Fongicide) et la Métribuzine (Herbicide). Pour cela, les effets des
pesticides sur la prolifération des lymphocytes humains et des splénocytes de rats sont déterminés in
vitro. De plus, la détermination in vivo des effets des pesticides est réalisée chez le rat Wistar,
animal de laboratoire choisi pour les essais toxicologiques. L’ensemble de cette étude permet de
mettre en évidence le risque sanitaire lié aux résidus de pesticides. De plus, I’importance du
systeme expérimental lymphocytaire et du modéle expérimental "rat Wistar" sont mis en relief pour
la définition des perturbations du métabolisme, des parametres du stress oxydatif et du systeme

immunitaire in vitro et in vivo suite a I’exposition aux pesticides.
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I. Les pesticides

I.1. Définition des pesticides

Le terme "pesticides"” est une appellation générique couvrant toutes les substances (molécules) ou
produits (formulations) qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le secteur
agricole afin d’améliorer les rendements et la qualité des productions agricoles, ou bien dans
d'autres applications (INRA-Cemagref, 2005).

Le vocable pesticide regroupe a la fois les produits phytopharmaceutiques destinés a un usage
agricole et les biocides anciennement dénommes « pesticides a usage non agricole ».

La réglementation européenne et mondiale ne reconnait pas 1’appellation pesticides mais elle définit
précisément les notions de produits™ phytopharmaceutiques™ et de "biocides" :

Produits phytopharmaceutiques (PPP) (au sens de la Directive 91/414/CE) qui les définit comme
étant . les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui
sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées a I'utilisateur et destinées a :

- protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles oua prévenir
leur action ;

- exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas de
substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance) ;

- assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits ne
fassent pas 1’objet de dispositions particulieres du Conseil ou de la Commission concernant les
agents conservateurs ;

- détruire les végétaux indésirables, ou ;

- détruire des parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux.

Les biocides (au sens de la directive 98/8/CE) : les produits déenommés anciennement « pesticides a
usage non agricole » sont maintenant appelés « produits biocides ». lls concernent les substances
actives et des préparations contenant une ou plusieurs substances actives destinées a détruire,
repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir I'action ou les combattre de
toute autre maniére par une action chimique ou biologique. Les biocides sont destinés a des usages
domestiques, par exemple dans des applications comme la protection du bois contre les
champignons ou les termites, les insecticides ménagers, les produits antiparasitaires (anti-acariens,
antipuces), etc. (INRA-Cemagref, 2005).

Leur immense succes dans les applications agricoles afin d’optimiser la productivité des denrées a
entrainé une étendue rapide de leur production et utilisation. Mais, vu leurs propriétés
toxicologiques, ubiquité, persistance, présence et concentration dans la chaine alimentaire, ils
constituent un véritable danger, et sont actuellement considérés parmi les principaux polluants

environnementaux, a 1’origine de résidus toxiques dans 1’air, le sol et I’eau (Urban et Cook, 1986;
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Baril et al., 2005). Leur utilisation massive dans les secteurs agricoles, industriels et médicaux
constitue donc une réelle menace mondiale. L’intérét public croissant & propos des risques liés a
leur utilisation a géneré un support pour le développement de méthodes alternatives non chimiques,
la recherche continue de nouvelles méthodes analytiques pour contréler les résidus (Takino et al.,
2004), et la mise en place de strictes réglementations (FAO/OMS, 2004).

Ceci s’est traduit par une restriction de ’homologation de nouvelles substances, une interdiction de
certaines molécules trés rémanentes comme les pesticides organochlorés, et le respect des Bonnes
Pratiques Agricoles (BPA) pour leur application (FAO/OMS, 2004). Toutefois, et malgre les efforts
déployés dans tous les sens et les solutions établies et mises en ceuvre, les résidus toxiques et les
mélanges multirésidus trés dangereux persistent toujours dans les denrées alimentaires et
I’environnement (Akiyama et al., 2005; Aulakh et al., 2006). Or, I’utilisation intensive de ces
produits dépend d’une stratégie de production et commercialisation des denrées alimentaires et leur
bénéfice vis-a-vis de la qualité et la quantité des denrées disponibles au consommateur est évident.
Pour les pays en voie de développement, en I’absence de ces moyens efficaces de lutte, la
diminution de la protection alimentaire pourrait étre dramatique (Geahchan et Daou, 1995).

Par consequent, et face a cette dualité bénéfice-risque, la protection de la santé humaine contre
I’exposition aux pesticides demeure une préoccupation majeure, et le probléme de résidus toxiques

reste d’actualité.

I.2. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe. D une
maniere générale, ils peuvent étre classés en fonction de la nature de 1’espéce a combattre mais
aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose. L’index
de PACTA qui référence les principaux produits autorisés et commercialisés mentionnait 489
substances actives en 2005 et 2600 préparations commerciales. De plus, les variétés et les quantités
utilisées different selon les pays ou ils sont utilisés. Néeanmoins, les systemes de classification sont
universels.

Le premier systeme de classification repose sur le type de parasites a controler. Il existe
principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des cibles visées:
les herbicides, les fongicides et les insecticides. A celles-ci s’ajoutent des produits divers tels que
les acaricides (contre les acariens), les nématicides (contre les nématodes), les rodenticides (contre
les rongeurs), les taupicides (contre les taupes), les molluscicides (contre les limaces et les escargots

essentiellement), les corvicides et les corvifuges (contre les oiseaux ravageurs de culture et surtout



ETAT ACTUEL SUR LE SUJET

les corbeaux) et enfin les répulsifs. Le Tableau 1 montre les principales familles des insecticides,
herbicides et des fongicides (El bakouri, 2006).

Le deuxiéme systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance active
majoritaire qui compose les produits phytosanitaires. Les principaux groupes chimiques
comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les
triazines et les urées substituées. Les structures chimiques caractéristiques de certaines de ces
familles sont présentées dans la Figure 1 (Raoul et al., 2005).

Ce deuxiéme systeme de classification ne permet pas de définir de maniere systématique un

composé. Certains pesticides peuvent en effet &tre composés de plusieurs familles chimiques.

I.3. Résidus et indices toxicologiques

Selon le Codex Alimentarius (FAO/OMS, 2004), un résidu de pesticide est toute substance (dérivé,
métabolite, impureté...) présente dans les aliments, les produits agricoles ou les aliments pour
animaux par suite de ’utilisation d’un pesticide.

Les résidus de pesticides sont le souci permanent de la communauté scientifique et des
organisations de santé publique a travers le monde. La surveillance des résidus de pesticide est un
outil clé pour assurer la conformité avec la réglementation et contréler le respect des Bonnes
Pratiques Agricoles (Picd et al., 2004). Un Résidu toxique signifie évidemment tout résidu pouvant
avoir une importance sur le plan toxicologique dans la marge des doses résiduelles ; il n’y a pas de
composé toxique mais plutét des doses toxiques (Abhauer, 1990). Pour cela, de nombreuses
méthodes hautement sophistiquées ont été mises au point pour détecter, identifier et mesurer les
multirésidus contaminant des matrices de différentes natures (Baril et al., 2005).

Le contrdle est une tache assez complexe étant donné qu’il existe actuellement plus de 8500
formulations commerciales comprenant environ 1000 matieres actives, qui constituent a leur tour
une source de plusieurs centaines de produits de dégradation. Les procédures classiques
habituellement appliquées, consistent essentiellement en un prétraitement tel que 1’extraction par un
solvant organique, ensuite la purification par les colonnes chromatographiques, suivis par une
analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC) ou liquide (LC) couplée a différents types de
détecteurs spécifiques pour les différentes propriétés physicochimiques des molécules : par capture
d’¢lectron (ECD), pour 1’azote et le phosphore (NPD) et par spectrométrie de masse (MS) ou autres
(Trosken et al., 2005).

Les différentes méthodes utilisées ont souvent reporté la présence de résidus, parfois a des niveaux
alarmants mais le plus souvent inférieurs aux normes. Toutefois, I’étude des résidus constitue une

partie intégrante du processus d’évaluation du risque, permettant d’expliciter la probabilité continue
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Tableau 1 : Principales familles d’insecticides, de fongicides et d’herbicides (El bakouri, 2006)

Insecticides

Herbicides

Fongicides

Minéraux

Composés arsenicaux
Soufre

Composes fluorés
Dérivés de mercure
Dérivés de sélénium
Composés a base de silice
Quartz, magnésie

Huiles de pétrole

Sels de NH4, de Ca, de Fe de

Mg, K, Na

Sous forme de sulfates, de

nitrates

Chlorures, chlorates,...

Sels de Cuivre
A base de soufre
Composes arsenicaux

Huiles minérales

Organiques

Organochlorés
Organophosphorés

Carbamates

Phytohormones

Dérivés de 1’urée
Carbamates

Triazines et Diazines
Dérivés de pyrimidines
Dérivés des dicarboximides

Carbamates et
Dithiocarbamates
Dérivés du benzéne
Dérivés des quinones
Amides

Benzonitriles

Dérivés de 1’oxyquinoleine Toluidines
Dérivés des thiadiazines et organophosphoreés
Thiadiazoles
Divers
Pyréthrinoide de synthése Dicamba Carboxines
Produits bactériens Pichlorame Chloropicrine
Répulsifs Paraquot Doguanide

Formol
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Figure 1 : Structures chimiques des principales familles de pesticides (Raoul et al., 2005 ).
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d’exposition et d’assurer que les doses journaliéres admises ne soient pas dépassées (Abhauer,
1990). La dose journali¢re ingérée d’un certain pesticide étant obtenue en multipliant le niveau de
résidus de ce pesticide trouvé dans la denrée considérée, par la quantité journaliére consommée de
cette derniére ; et en additionnant avec toutes les valeurs ainsi obtenues pour ce pesticide dans les
autres denrées (FAO/OMS, 2004). En outre, I’information apportée par le dosage des résidus, a part
I’évaluation directe de 1’exposition humaine, fournit une estimation de 1’ampleur du risque sanitaire

en géneral (Blasco et al., 2002).

1.3.1. Limite maximale de résidus (LMR)

Les LMR de pesticides correspondent aux quantités maximales attendues, établies a partir des
bonnes pratiques agricoles (BPA) fixées lors de 1’autorisation de mise sur le marché du produit
phytosanitaire. Elles reflétent I’utilisation des quantités minimales nécessaires pour protéger
efficacement les cultures et qui aboutissent a des niveaux de résidus acceptables, c'est-a-dire sans
effet sur la santé. Donc, c’est la concentration en résidus la plus €levée 1également acceptable pour
que les denrées alimentaires restent commercialisables. les LMR s’expriment en milligramme de
résidus par kilogramme de produit alimentaire (Cluzeau et al., 2000). Quand les pesticides sont
appliqués suivant les BPA, les LMR ne sont en général pas dépassées. Au contraire, des écarts aux

BPA peuvent entrainer la présence de résidus nocifs entrainant des risques sanitaires.

1.3.2. Dose journaliere admise (DJA)

C’est la quantité d’une substance pouvant étre quotidiennement consommée au cours d’une vie
entiere sans présenter le moindre risque ou effet secondaire (Cluzeau et al., 2000).

Elle est déterminée en divisant la dose sans effet (DSE) de 1’animal le plus sensible par 100, la dose
sans effet étant déduite d’apres des études toxicologiques menées a long terme sur les animaux. Elle
s’exprime en milligramme (ou microgramme) de résidus par kilogramme de poids corporel. Ce
facteur de sécurité est augmenté si la substance a un effet toxique irréversible (500 pour des

néphrotoxiques, 5000 pour des cancérogénes) (Derache, 1986).

1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

Les pesticides ont ét¢ depuis prés d’une cinquantaine d’années mis en évidence dans tous les
compartiments environnementaux qui n’ont subit aucun traitement. Ils ont été retrouvés dans les
eaux de riviéres, les nappes phréatiques, I’air, les eaux de pluie, mais aussi dans les fruits, les
légumes, les céréales et les produits d’origine animale (Pimentel, 1995).

Ils peuvent alors étre soumis a différents processus (Figure 2) (INERIS, 2005) :
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Figure 2 : Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les milieux de

I’environnement (INERIS, 2005).
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-le transfert d’application des pesticides aux sols et aux récoltes croissantes,

-la lixiviation des pesticides principalement dans les eaux souterraines (Van Der Werf, 1996),

- la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988),

- la dégradation par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse (Colin, 2000) ou de biodégradation grace
aux micro-organismes présents dans le sol (Wolfe et al., 1990),

- la dérive des pesticides provenant d’un champ adjacent,

- le transport des pesticides dans les cours d’eau, les fleuves et les lacs,

- les effluents d’industrie de pesticides rejetés dans les fleuves, les cours d’eau et absorbés par les
sols et qui peuvent étre transférés aux récoltes (Paterson et al., 1990).

Généralement, les pertes des produits phytosanitaires par les processus physiques sont souvent les
plus importantes. Parmi eux, il arrive que la volatilisation soit le processus dominant le contrdle de
la dispersion de certains produits phytosanitaires dans 1’environnement (Paterson et al., 1990), ainsi
que leur duré de vie réelle dans la zone de traitement. Les pertes par volatilisation peuvent atteindre
80 a 90% de la quantité appliquée (Van Der Werf, 1996).

Dans le cas spécifique de traitements en serre, des concentrations élevées ont pu étre observées juste
apres ’application, ces concentrations peuvent rester a un niveau significatif pendant plusieurs jours
apres le traitement (INERIS, 2005 ; Raoul et al., 2005).

Cette contamination peut aussi atteindre 1’air intérieur non seulement suite a leur application ou leur
stockage dans les logements mais également du fait du transport des produits utilisés a I’extérieur
(agriculture, jardins, parcs) par l’intermédiaire des chaussures, des vétements, des animaux
domestiques ou par I’air.

Une campagne de mesure a évalué 1’exposition des enfants a certains pesticides présents dans
I’environnement intérieur (INERIS, 2005). L’étude a été menée sur 130 enfants 4gés de 6 et 7 ans et
répartis en lle-de-France. Des multiples prélevements ont été effectués (air, poussiéres sur les sols
du domicile, des résidus cutanés et des recueils d’urines) et les mesures ont porté sur 31 composés
actifs parmi lesquels des insecticides, herbicides ou fongicides sélectionnés en fonction de leur
utilisation, de leur toxicité et de leur rémanence. Les résultats ont montré qu’au moins un produit de
type pesticide était présent dans 94% des foyers, en premier lieu des insecticides (93% des cas),
notamment des pyréthrinoides et des organophosphorés, suivis par des fongicides pour plantes
(30% des cas) et des herbicides (32% des cas). Parmi les pesticides les plus fréquemment retrouves
dans I’air figure le lindane (dans 88% des logements), un insecticide neurotoxique, bien qu’interdit

de tout usage en France (Bouvier et al., 2006).
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1.4.1. Contamination des eaux

Une des conséquences environnementales majeures de 1’agriculture intensive actuelle est la
dégradation de la qualité des eaux. Cette dégradation se traduit, pour les eaux de surface comme
pour les eaux souterraines, par une pollution liée a la dissémination des intrants agricoles que sont
les produits phytosanitaires, les engrais minéraux azotes et phosphatés ou encore les effluents
d’élevage. Les pesticides peuvent facilement pénétrer dans le sol et les sources d'eau.

Ces molécules peuvent étre soumises a des réactions d’hydrolyse ou d’oxydo-réduction qui sont
fonction de leur persistance. Les produits trés peu soluble dans 1’eau ou qui se trouvent en
suspension, résistent beaucoup plus aux phénomenes de dégradation en milieu aqueux. Le Tableau
2 montre la persistance dans I’eau de 10 catégories de pesticides (El bakouri, 2006).

Par ailleurs, dans certaines régions, une part significative de la contamination des eaux peut parfois
provenir du dépdt de substances transportées par voie aérienne ou beaucoup plus fréquemment
découler d'usages autres qu'agricoles, qu'il s'agisse du désherbage des infrastructures de transport ou
industrielles, des parcs et jardins ou bien d'utilisations domestiques (Revitt et al ., 2002; Blanchoud
et al., 2004).

1.4.2. Contamination des sols

La contamination des sols par différentes substances, dont les pesticides, a été reconnue comme
I'une des principales menaces qui pesent sur les sols. Ces derniers peuvent provenir des activités
agricoles ; mais également des activités d’entretien des espaces verts et jardins ou de désherbage
des réseaux routiers et ferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol dépend du sol
(humidite, taux de matiere organique, pH) et du pesticide (CEC, 2002).

Il est connu que les insecticides organochlorés sont assez persistants dans 1’environnement et
certains, bien qu’interdits d’usage peuvent rester présents dans le sol pendant plusieurs années
(lindane, alpha-HCH). A [I’heure actuelle les insecticides utilisés (organophosphorés,
pyréthrinoides, carbamates et autres) se dégradent rapidement, par contre les herbicides sont assez
persistants dans les sols et leurs produits de dégradation sont souvent stables.

La pollution chronique par certaines substances minérales persistantes (cuivre dans les fongicides
employés en viticulture) et I'existence éventuelle de "résidus liés" (non extractibles par les méthodes
classiques d'analyse) pose la question du risque environnemental a long terme, notamment dans le
cas d'une réallocation des terres agricoles a d'autres usages (Chaignon et al., 2003). Ce risque est
illustré par le cas du chlordécone, utilisé de 1972 a 1993 en Guadeloupe et Martinique pour la lutte
contre le charangon de la banane; resté stocké dans les sols, il pollue depuis plusieurs années les

eaux et peut contaminer les productions dans certaines zones (INRA-Cemagref, 2005). D’autres



ETAT ACTUEL SUR LE SUJET

Tableau 2 : Persistance de certains pesticides dans 1’eau (EIl bakouri, 2006)

Famille des pesticides persistance
Organochlorés 2ab5ans
Dérivés de 1’urée 4 a 10 mois
Triazines 3 a18 mois
Acides benzoiques 3 a 12 mois
Amides 2 a 10 mois
Toluidines 6 mois
Nitriles 4 mois
Carbamates 2 a 8 semaines
Acides aliphatiques 3 a 10 semaines
Organophosphorés 7 a84 jours
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sources de contamination des sols proviennent des industries produisant et/ou proceédant au stockage

des substances phytosanitaires.

I1. Modes d’exposition de ’homme aux pesticides et effets sur la Santé

Les crises sanitaires récentes obligent a mieux comprendre et articuler les liens entre agriculture,
environnement et santé¢ publique. Le risque des pesticides pour 1’homme se situe a I’interface de
ces trois domaines. Il s’agit d’un risque global intégratif, qui nait du cumul des expositions auquel
est soumis un étre vivant.

Les voix dermique, respiratoire (pour les utilisateurs directs de produits phytosanitaires par
exemple) et orale peuvent étre sollicitées. Il concerne a la fois les professionnels et le grand public.
Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits, etc., sont aussi mis en évidence car les
aliments constituent une voie majeure d’exposition en raison de leurs niveaux plus élevés de
contamination (E.N.S.P, 2000). La Figure 3 résume les modes d’exposition possibles de

I’environnement et de I’homme aux pesticides (CPP, 2002).

I1.1. Mesure de I’exposition

La diversité des produits et des pratiques et 1’évolution des matieres actives entrainent des
difficultés méthodologiques considérables qui limitent I’estimation de I’exposition aux pesticides.
Par ailleurs, la mesure des expositions peut étre influencée par les situations exceptionnelles, voire
accidentelles. Il est difficile de dissocier les effets propres a chaque substance active. Les produits
sont souvent utilisés en mélange et les formulations peuvent aussi contenir d’autres produits
toxiques (adjuvants ou autres formulant) (Zeljezic et al., 2006).

Certains outils permettant d’estimer les expositions aux pesticides ont été décrits :

- des outils biologiques tels que le dosage direct des pesticides ou de leurs métabolites dans les
compartiments biologiques (e.g, urines), ou la recherche d’effets précoces (génotoxicité).

- des modeles prédictifs, surtout appliqués aux professionnels, prenant en compte les méthodes
d’application, les moyens de protection, ...

- la reconstitution des expositions anciennes au moyen de matrices activités-expositions construites

idéalement par type de culture et par région.

I1.2. Exposition professionnelle
Le risque professionnel semble plus accru que le risque moyen lié a 1’alimentation. Les exploitants

agricoles s’exposent relativement plus en manipulant des produits avant, pendant et apres traitement
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Figure 3 : Modes d’exposition de ’homme et des milieux par les pesticides (CPP, 2002).
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et s’exposent potentiellement plus aux pesticides que via 1’alimentation uniquement (Allot et al.,
2004).

De plus, I’exposition professionnelle aux pesticides des agriculteurs est tres variable et complexe
selon les exploitations agricoles. Elle est le plus souvent saisonniére et correspond a une succession
de journées d’utilisation de produits chimiquement différents au cours de la saison et souvent
¢galement au cours d’une méme journée (CPP, 2002).

La reconstitution de I’exposition est ¢galement compliquée par 1’évolution des pratiques agricoles
au cours du temps. En général, I’exposition est essenticllement cutanée, a moindre mesure aérienne
et secondairement orale (repas, tabac,... sur le lieu de travail).

L’absorption des pesticides par la peau est révélée comme la voie d’exposition la plus significative
en milieu agricole (Jakubowski et Trzcinka-Ochocka, 2005).

Par ailleurs, bien que les équipements de protection individuelle (gants, masques, combinaisons)
constituent les principales mesures de prévention mises en ceuvre afin de réduire I’exposition des
professionnels, Baldi et al. (2006) ont mené une étude nommée PESTEXPO visant a caractériser
I’exposition et la contamination réelle des viticulteurs par des produits phytosanitaires (des
fongicides dithiocarbamates), et ils ont montré 1’insuffisance de ’efficacité de ces équipements, car
le port d'une combinaison de protection n’évitait pas totalement la contamination cutanée des
opérateurs. Par contre, la contamination orale était relativement trés faible. Cette problématique
permet d’une part de constater que des efforts sont encore a faire pour améliorer les mesures de
prévention au milieu professionnel et d’autre part de montrer I’importance de la voie cutanée
comme voie d’exposition critique au niveau professionnel (Jakubowski et Trzcinka-Ochocka,
2005). Les mauvaises pratiques agricoles peuvent donc accentuer les risques aigus et accroitre les

effets chroniques dus a I’exposition aux pesticides.

I1.3. Exposition non professionnelle

Peu d’études ont évalué 1’exposition de la population non professionnelle aux pesticides. Pour le
grand public, divers facteurs viennent contribuer a 1’exposition générale aux pesticides : proximité
d’une zone de traitement, usage domestique mal maitrisé (traitements insecticides dans les maisons
par exemple), mauvaises pratiques de jardinage (exposition lors du traitement et via

I’autoconsommation) et I’ingestion de pesticides via 1’alimentation.

La consommation alimentaire de pesticides se fait via ’eau, les produits animaux (lait, viande,
poisson, etc.) ou végétaux et peut étre aigue ou chronique. La connaissance précise du

risque "pesticides” global pour le grand public nécessite de renseigner indépendamment les
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différentes solutions d’exposition. Les expositions sont multiples car chaque facteur agit sur
I’intensité du risque et les facteurs peuvent se combiner entre eux (CPP, 2002). Selon ’'OMS
(2004), 1a principale source d’exposition pour les non professionnels est 1’alimentation. D’apres les
¢valuations, ’alimentation contribuerait a 80 % de I’exposition contre 10 % pour I’eau (OMS,

2004).

I1.4. Exposition des enfants

Les enfants semblent étre plus vulnérables aux pesticides que les adultes. Leur comportement et
leur systéme en développement font en sorte qu’ils sont plus exposés et plus sensibles aux effets
potentiels des pesticides (Chen et al., 2003).

L’exposition de I’enfant aux pesticides peut avoir licu treés tot, in utero via le placenta suite a
I’exposition de la mére (Saunders et al., 2004), mais également apres la naissance, soit directement
par exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison ou le jardin ou
habiter dans une zone agricole) ou via le lait maternel et I’alimentation (CEC, 2002; Jurewicz et al.,
2006), soit indirectement pour les enfants de parents professionnellement exposés (e.g,
agriculteurs). Il est a noter que 1’alimentation est une source d’exposition majeure des enfants aux
pesticides organophosphorés (Lu et al., 2008). Quant aux pesticides organochlorés, ils seront
essentiellement transmis via le lait maternel (Campoy et al., 2001). En effet, selon une étude
réalisée en Allemagne, les concentrations de composés organochlorés (dont le DDT) sont tres
significativement supérieures (p<0,0001) dans les sérums de nouveau-nés allaités par rapport a ceux

recevant du lait commercial (Lackmann et al., 2004).

IL.5. Effets des pesticides sur la santé chez ’homme

Les années 60 marquent le début de l'évolution de la toxicologie par I’interdiction de certains
pesticides qui ont été largement utilisés apres la mise en évidence de leurs propriétés
particulierement dangereuses (ex : DDT, Lindane). Les risques pour la santé humaine en cas
d’exposition aigue a des doses ¢élevées de pesticides sont connus de longue date et ont conduit a la
publication de recommandations aux utilisateurs de maniére a éviter ces risques (Tellier et al.,
2006).

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, et alourdissements, 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 et al., 2006).
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La toxicité chronique est, quant a elle, nettement moins bien connue et beaucoup plus difficile a
mettre en évidence. Elle peut étre associée a une absorption de faibles quantités de pesticides
présents dans différents milieux sur une longue période de temps. Les substances ingérées ne sont
pas éliminées, mais sont accumulées dans 1’organisme jusqu'a une dose seuil a partir de laquelle
vont apparaitre les troubles.

De nombreuses études scientifiques indiquent, malgré quelques réserves, que 1’exposition chronique
aux pesticides est susceptible d’augmenter 1’indice de déréglement des systémes reproducteur,
endocrinien, immunitaire et nerveux. Certains pesticides peuvent également induire des effets
tératogenes ou cancérigenes (Hileman, 1995 ; Bassil et al., 2007). Le Tableau 3 montre les effets de

quelques pesticides sur la santé humaine.

I1.5.1. Effets cancérigénes

Dans plusieurs études épidémiologiques, une association significative entre [l'utilisation des
pesticides et activités agricoles a été retrouvée pour certaines localisations tumorales telles que les
cancers des levres, du cerveau, de 1’estomac, de la prostate, des reins mais également la plupart des
cancers du systeme hématopoiétique (leucémie, myélomes multiples et surtout les lymphomes non
hodgkiniens) (Repetto et Baliga, 1996).

En Suede, une enquéte conduite auprés de 54 hommes atteints de leucémie a tricholeucocytes
suggere que cette maladie pourrait étre en corrélation avec une exposition a des pesticides
immunotoxiques de la famille des organochlorés (Nordstrom et al., 2000).

Les cancers et autres affections du systeme lymphohématopoiétique chez I’adulte ont montré une
augmentation du risque pour les travailleurs les plus exposés (Freeman et al., 2005; Strom et al.,
2005). Le mélanome cutané, les sarcomes des tissus mous et le cancer du poumon sont aussi
fréquents (Freeman et al., 2005).

D’autre part, des études de corrélations géographiques (ou écologiques) ont suggéré des
associations entre 1’exposition environnementale (habitations dans des zones polluées ou agricoles)
et augmentation du risque de mortalité par cancer (tumeurs cérébrales, tumeurs du systeme
hématopoiétique et de la vessie) (Viel et al., 1998; Lee et al., 2008b). De plus, il a été suggéré que
certains cancers (le cancer des seins) pourraient étre liés a 1’exposition a certaines familles de
pesticides (les organochloreés, en particulier le DDT) (Romieu et al., 2000).

Dans une revue de la littérature portant sur 1’association entre 1’exposition chronique aux pesticides
et le cancer, Bassil et al. ont observé qu’il existe une association positive significative entre

I’augmentation du risque des leucémies, des lymphomes hodgkiniens et de certaines tumeurs
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Tableau 3 : Pesticides et Cancer chez 1’adulte

Type d’affection

Nature de 1’affection

Lymphome Non Hodgkinien
(LNE)

(groupe de cancer qui prennent
naissance dans les cellules du
systéeme lymphatique)

Corrélations entre des herbicides spécifiques
(2,4-D) et I’apparition de LNH (Morison et al.,
1992).

Myélome multiple (M.M)
(prolifération tumorale
monoclonale plasmocytaire
localisée  essentiellement au
niveau de la moelle osseuse)

Jusqu'a 5 fois plus de risque de contracter un M.M chez
les utilisateurs d’herbicides (Viel et Richardson, 1993).

Leucémie (Cancer du sang)

Corrélation entre 1’utilisation des herbicides 2,4-D et
atrazine et la leucémie chez les hommes d’origine
hispanique (Mills, 1998).

Sarcome des tissus mous
(STM)

Le développement de S T M est fréquemment lié dans la
littérature scientifique a 1’exposition aux herbicides
phenoxy (Kogevinas et al., 1995).

Tumeurs du cerveau

La mortalité par cancer du cerveau et 1’exposition aux
pesticides utilisés dans les vignes sont statistiquement
liées (Viel et al., 1998).

Cancers gastro-intestinaux

L’exposition aux pesticides organochlorés est liée a une
variété de cancers gastro-intestinaux. Les professionnels
exposés au DDT ont jusqu’a 7 fois plus de risque de
developper un cancer du pancreas (Garabrant et al.,
1992).

Cancer de ’appareil urinaire

Le fait d’étre exposé aux pesticides agricoles a été
corrélé avec un risque accru de cancer du rein
(Forastriere et al., 1993).

Cancer des testicules

Les enfants dont les parents ont une activité agricole ont
une plus forte proportion de cancers des testicules. Les
affections peuvent apparaitre chez I’enfant ou le jeune
adulte (Kristensen et al., 1996).

Cancer de la prostate

Corrélation entre I’exposition aux pesticides et le cancer
de la prostate (VVan Der Gulden et Vogelzang, 1996).

Cancer de la thyroide

Une région du Minnesota ou sont largement
utilisés les fongicides du type Manebe et
Mancozebe a un taux de cancer de la thyroide
trois fois supérieur a la normale
( Schreinemachers et al.,1999).
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solides en particulier les cancers du cerveau et de la prostate et I’exposition chronique
(professionnelle ou domestique) aux pesticides (Bassil et al., 2007).

Les cancers sont, apreés les accidents, la deuxiéme cause de déces chez les enfants agés de 1 a 14 ans
(Nasterlack, 2007). Les plus fréquents sont les leucémies, suivies par les tumeurs cérébrales puis les
lymphomes.

Actuellement, les scientifiques estiment que les facteurs génétiques seraient responsables de 10 %
au maximum des cancers infantiles et que 70 a 80 % seraient induits par des substances chimiques
(Nasterlack, 2007).

Bien que les résultats de la plupart des études disponibles tendent vers une association positive entre
I’exposition aux pesticides et ’apparition de cancers chez 1’enfant, cette relation semble pour
certains confuse et non fiable (Infante-Rivard et Weichenthal, 2007).

C’est aussi l'exposition et 1’usage des parents des pesticides agricoles ou ménagers qui a fait 1'objet
des premiéres recherches scientifiques qui prospectent une association éventuelle entre divers
cancers infantiles et I’exposition des parents (Smith et al., 2005; Rudant et al., 2007).

Plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées dans ce domaine. Il a été montré que
I’incidence des cancers cérébraux était augmentée chez les enfants suite a 1’exposition
professionnelle des parents (Michaelis et al., 1996) ; en particulier, I’exposition du pére (Feychting
et al., 2001), mais également celle de la mére pendant la grossesse (Efird et al., 2003). De plus,
I’exposition professionnelle des parents a été associée a des cancers hématopoiétiques chez les
enfants (Smith et al., 2005; Rudant et al., 2007).

D’autre part, il a été montré que le fait d’habiter dans une zone agricole pourrait augmenter
I’incidence des leucémies de I’enfant (Reynolds et al., 2002).

L’utilisation domestique des pesticides a également été associée a certains cancers de 1’enfant
comme par exemple des tumeurs cérébrales (Pogoda et Preston-Martin, 1997) et des cancers
hématopoiétiques tels que des leucémies (Ma et al., 2002). D’autres études confirment que l'usage,
par la mére avant et aprés la naissance d'insecticides et d'herbicides dans la maison et le jardin
augmente le risque de leucémie et des lymphomes non hodgkiniens (Meinert et al., 2000; Rudant et
al., 2007). D’autres relations positives, moins significatives statistiquement, ont été observées entre
I’exposition aux pesticides et 1’apparition de cancers de 1’enfant comme par exemple des
rétinoblastomes et des cancers des tissus mous (Flower et al., 2004) ou des os (le sarcome d’Ewing)
(\Valery et al., 2002), des cancers rénaux (Pearce et Parker, 2000), testiculaires (Rodvall et al.,
2003) et des cancers de cellules germinales (Chen et al., 2005). Certaines études n’ont pas permis
de relier entre I’exposition des enfants aux pesticides et le développement de cancers, comme par

exemple des cancers du cerveau et des leucémies (Heacock et al., 2000; Feychting et al., 2001).
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Les résultats de ces études ne sont pas tous concluants, car certains scientifiques mettent en
évidence D’intervention d’une multiplicité de facteurs environnementaux et génétiques, et non
seulement 1’exposition aux pesticides pour 1’apparition du cancer chez les enfants et qui vient
compliquer 1’analyse rendant la relation cause-effet tres difficile a établir (Infante-Rivard et
Weichenthal, 2007; Nasterlack, 2007). Mais ils sont, dans leur ensemble, interpellant et, pour de
nombreux scientifiques, le role des pesticides est hautement plausible dans le développement de

cancers chez le jeune enfant.

I1.5.2. Effets neurologiques

Les effets neurologiques d’intoxications aigues survenant & doses importantes chez les utilisateurs
(surtout les agriculteurs) par certains pesticides sont aujourd’hui bien connus. Les
organophosphoreés, carbamates, organochlorés, pyréthrinoides, herbicides, fongicides et fumigants
sont capables d’induire des paresthésies et des convulsions a des doses massives. Les derivés de
I’urée sont associés a différentes altérations tels que des troubles neurologiques centraux et une
polyneuropathie. Les anciens organochlorés (comme le DDT) peuvent entrainer des convulsions
épileptiformes. Il existe pour certains des arguments toxicologiques bien établis comme le cas des
organophosphorés et inhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase (Kamel et Hoppin, 2004).
Compte tenu de la possibilité d’effets chroniques pour des expositions modérées, il apparait
intéressant d’étudier 1’existence de symptomes neurologiques dans les populations agricoles, et des
troubles neurocomportementaux et neurodégénératifs (Baldi et al., 2001; Baldi et al., 2003b).
L’Agricultural Health Study offre une telle opportunité tel que la maladie de Parkinson et la
maladie d’Alzheimer, mais également des troubles du systeme nerveux périphérique (troubles
neuromoteurs et neurosensoriels) (Baldi et al., 2003a; Cole et al., 1998). Une enquéte
épidémiologique, « Phytoner », réalisée en Gironde (France), met en évidence que I’exposition des
ouvriers viticoles aux pesticides altere leurs performances aux tests neurocomportementaux (Baldi
et al., 2001). De plus, plusieurs études ecologiques et épidémiologiques ont montré une relation
entre le risque de développer la maladie de Parkinson et 1’utilisation professionnelle des pesticides
(Ascherio et al., 2006; Elbaz et Tranchant, 2007) avec une implication importante des herbicides et
des insecticides et en particulier les organochlorés, organophosphorés et carbamates (Brown et al.,
2006; Hancock et al., 2008). Cependant, les donnees concernant les pesticides a usage domestique
sont moins concluantes et contradictoires (Firestone et al., 2005).

Une revue des études toxicologiques a long terme effectuées chez les animaux montre que les
altérations neurocomportementales, cognitives, affectives et physiologiques sont associées a

I’exposition a des pesticides essentiellement inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (carbamates et



ETAT ACTUEL SUR LE SUJET

organophosphorés) et uniquement aux doses pouvant provoquer une inhibition de cette enzyme
(Moser, 2007).

En revanche, il existe peu d’études épidémiologiques concernant les conséquences de 1’exposition
aux pesticides sur le développement neuronal chez I’enfant. Néanmoins, selon certains auteurs,
I’exposition in utero aux pesticides organochlorés pourrait entrainer des altérations au niveau
cognitif comme des retards au niveau psychomoteur (Ribas-Fito et al., 2003). D’autres études ont
montré que I’exposition chronique aux pesticides serait potentiellement associée a un retard dans le
développement des enfants (surtout la coordination motrice et 1’effet sur la mémoire) (Keifer et al.,
1996).

De plus, le Chlorpyrifos a montré des effets délétéres sur le developpement du systeme
cholinergique cérébral chez des enfants exposés in utero et ceci méme a trés faibles doses

considérées sans aucun effet sur la santé (Qiao et al., 2003).

I1.5.3. Effets sur le systeme endocrinien et la reproduction

Aujourd’hui, les chercheurs affirment 1’hypothése selon laquelle une exposition aux pesticides
pourrait étre a l'origine d'une grande variété d'effets délétéres sur I’organisme tels des cancers (du
sein, de la prostate et des testicules), des atteintes de la fonction reproductrice (probléemes de
fertilité masculine, malformations de I’appareil génital masculin) ainsi que des effets sur le systeme
immunitaire et sur la fonction thyroidienne. Plusieurs pesticides, parmi lesquels des insecticides
(DDT, Endosulfan, Dieldrine, Methoxychlore, Dicofol, Toxaphéne), des nématicides (Aldicarbe),
des herbicides (Alachlore, Atrazine, Nitroféne, 2,4D), des fongicides (Mancozébe, Vinchlozoline)
figurent sur la liste des perturbateurs endocriniens. Certaines de ces molécules sont aujourd’hui
interdites mais peuvent néanmoins toujours étre présentes dans notre environnement (Cravedi et al.,
2007).

Plusieurs études se sont intéressées aux effets des pesticides sur la reproduction, en particulier sur la
fertilité masculine. Les pesticides peuvent agir au niveau de la spermatogenéese via des altérations
des hormones ou des effets génotoxiques. Une etude a montré une baisse significative du nombre et
de la qualité des spermatozoides chez des ouvriers exposés au Chlordécone, un pesticide xéno-
oestrogene (Shelby et al., 1996). D’autres études ont souligné I’effet des métabolites d’un
fongicide, la Vinchlozoline, sur la reproduction chez les rats (Anway et al., 2005). Cet effet affecte
non seulement des rats exposés in utero mais également ceux des générations ultérieures. Ces effets
étaient corrélés a une transmission épigénétique (Anway et al., 2005). Une autre étude menée chez
les rats exposés a la vinchlozoline pendant la période périnatale a montré des hypospadias, des
testicules ectopiques, la formation de poches vaginales, une agénésie prostatique et un non

développement des mamelons (Lintelmann et al.,, 2003). Des propriétés anti-androgéniques
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(augmentation du taux de FSH) ont également été constatées chez des professionnels formulant ce
produit (INRS, 2002).

Par ailleurs, une étude réalisée aupres des agriculteurs travaillant en serre au Danemark, a montré
une relation inverse entre la concentration de spermatozoides, d’une part, et I’intensité¢ de
I’exposition ou le nombre d’années d’activité en serre, d’autre part (Abell et al., 2000). De plus, des
études de type cas-témoins chez des hommes consultant pour infécondité du couple montrent que
I’exposition aux pesticides constitue un facteur de risque significatif pour la qualité du sperme
(Bigelow et al., 1998; Oliva et al., 2001).

Dans une revue de la littérature (entre 1996 et 2006), Perry conclut que si la relation entre
I’exposition aux pesticides et la qualité du sperme parait bien établie, aucune conclusion quant a un
effet génotoxique des pesticides au niveau des spermatozoides ne peut étre avancée a cause du
faible nombre d’études disponibles (Perry, 2008).

Chez les enfants, la littérature disponible parle d’une puberté précoce associée a 1’exposition aux
organochlorés, d’une perturbation des hormones thyroidiennes et sexuelles associée aux
organophosphoreés, pyréthrinoides ou éthyléne-bis-dithiocarbamates (Colborn et al., 1993). D’autres
études associent des perturbations endocriniennes a des pesticides spécifiques, tels que Manébe ou
Zinebe et un effet antithyroidien, ou Vinchlozoline ou Procymidone ou DDT et effet anti-
androgénique chez I’enfant (Damstra, 2002; Landrigan et al., 2003; Garry, 2004).

Une étude indique que des modifications géniques et épigénétiques, telles que des mutations
entrainant une instabilité génétique ou une suppression de 1’apoptose des cellules germinales,
peuvent étre transmises a partir du pere dans le fluide séminal et montre ainsi I’impact de
I’exposition paternelle dans I’apparition des pathologies sur le développement in utero de 1’enfant

mais également de son systéme endocrinien et reproductif (Cordier, 2008).

I1.5.4. Effets sur le systtme immunitaire

Les pesticides sont capables d’agir sur le systtme immunitaire selon différents mécanismes
entrainant des pathologies immunitaires plus fréquentes chez 1’enfant que chez 1’adulte. Cependant,
les résultats des études épidémiologiques sont contradictoires. Certaines études ont montré que
I’exposition chronique aux pesticides peut jouer un role dans le développement de certaines
pathologies respiratoires comme 1’asthme et la bronchite chronique (Salameh et al., 2006). D’autre
part, ’exposition de I’enfant aux pesticides organochlorés (en particulier DDE :Dichlorodiphenyl
cholorethylene, métabolite du DDT abondant dans les organismes vivants) a été associée a des
altérations d’ordre immunologique, comme par exemple une augmentation des immunoglobulines
IgE, et développement d’otites chroniques et d’asthmes bronchiques (Karmaus et al., 2001). Ces

effets ont été observés essentiellement a la suite d’une exposition in utero ou via le lait maternel
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(Dewailly et al., 2000). De plus, certaines études ont montré des perturbations de la production des
cytokines (Phillips, 2000).

Une diminution significative des éosinophiles et des taux sériques d'immunoglobulines E (IgE) avec
une augmentation du nombre des lymphocytes T totaux (CD3+), des lymphocytes T CD4+ et T
CD19+ est observées chez les viticulteurs exposés a un fongicide largement utilisé, le Mancozebe,
avec une réduction de la libération de TNF-a, et aucun effet n’a été observé pour les IL-4 ou
d'interféron-y (INF-y) ( Corsini et al., 2005).

Seth et al. (2005) ont étudié les sujets présentant des signes cliniques et biologiques sévéeres
d'intoxication par un insecticide organochlore, le lindane. Avant tout traitement et alors que les
concentrations sanguines de lindane étaient élevées chez les patients intoxiqués, les taux sériques
d'lgG, IgM, IgA et IgE n'étaient pas différents de ceux des témoins. En revanche, les taux sériques
de plusieurs cytokines mesurés par ELISA étaient fortement perturbés, IL-2, IL-4, TNFa,
interféron-y. Ces perturbations étaient encore présentes au 10éme jour.

Chez les non professionnels, on dispose actuellement de quelques études épidémiologiques
montrant que les pesticides organochlorés altérent les réponses immunitaires chez les populations
qui furent exposées accidentellement a ces substances (Japon, 1968; Missouri, 1971; Italie, 1976;
Taiwan, 1979). Ces altérations (diminution des taux sériques d'lgA et d'IgM, baisse des
lymphocytes T totaux et des lymphocytes T CD8 +, etc...) et autres symptdmes (pigmentation
anormale de la peau et des ongles, atteintes du foie, etc...) atteignent particulierement les enfants;
ceux-ci souffrent davantage d'épisodes de bronchite et de pneumonie durant les premiers mois de
leur vie que les enfants non exposés (Chang, 1981; Rogan, 1988).

La population des Inuits, esquimaux du Nord Canada, fait aussi l'objet d'un suivi tout particulier.
Cette population accuse les taux de concentrations les plus élevés en substances organochlorées,
bien qu'elle n'en fasse pas usage. La contamination de cette population s’explique par la
consommation élevée de poissons gras et de mammiféres marins qui ont accumulé, dans leur
graisse, les pesticides organochlorés. Les nouveau-nés et les jeunes enfants souffrent de maladies
infectieuses liées a une déficience immunitaire, 80,5% des enfants souffrent d'otites les premieres
années de leur vie, 59,3% d'infections pulmonaires (Dewalilly et al., 2000).

Peu d'études épidémiologiques ont été entreprises, dans la population générale, pour mesurer
I'impact des pesticides sur le systeme immunitaire. Une étude dans le Nord de la Caroline (USA)
montre que les personnes habitant prés d'un site largement contaminé par les pesticides
organochlorés, les solvants et les métaux lourds présentaient des déficiences de leur systeme
immunitaire (Vine, 2001). Les auteurs concluaient que méme des valeurs relativement basses de
DDE (métabolite du DDT) dans le plasma étaient associées a des changements significatifs dans les

marqueurs immunitaires.
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Aux USA, I'équipe de Porter (1999) a montré expérimentalement que l'aldicarbe, I'atrazine et les
nitrates, des composants habituels des eaux souterraines destinés a la consommation humaine,
analyses ensemble et a faibles doses, pouvaient avoir des effets sur le systeme immunitaire.

Dans le Wisconsin, certaines études ont mis en évidence les anomalies dans les cellules
suppressives chez les femmes qui consommaient de I'eau contaminée par de l'aldicarbe (Rappe,
1992)

En Suéde, une enquéte conduite auprés des hommes atteints de leucémie a tricholeucocytes suggére
que cette maladie pourrait étre en corrélation avec une exposition a des pesticides immunotoxiques
de la famille des organochlorés (Nordstrom , 2000).

Des études expérimentales in vivo et in vitro ont permis de déterminer 1’effet immunotoxique et de
comprendre le mécanisme d’action de certains pesticides. Par exemple, 1’Atrazine induit une
inhibition de la capacité des cellules NK humaines a secréter des protéines lytiques sans affecter
leur liaison avec les cellules cibles et un effet immunomodulateur sur les lymphocytes T et NK
humaines (Rowe et al., 2007). Un effet immunomodulateur a été également observé avec des
dithiocarbamates (comme le Manébe) (Whalen et al., 2003). Les études effectuées in vivo, ont
montré que certains pesticides agissent essentiellement in utero en altérant 1’activité des
macrophages (Theus et al., 1992) et en diminuant la quantité des lymphocytes au niveau de la rate
et du thymus foetaux (Filipov et al., 2005) mais également sur des animaux adultes en entrainant
une diminution de la production d’immunoglobulines et de la prolifération des lymphocytes T

(Fournier et al.,1992).

I1.6. Principaux mécanismes de toxicité des pesticides

Plusieurs études expérimentales in vitro ont permis de montrer que certains pesticides
(I’Endosulfan, la Roténone, et les organophosphorés/Chlorpyrifos), peuvent induire un stress
oxydant entrainant des perturbations de processus de régulation de la survie et de la prolifération
cellulaire comme par exemple certaines voies de signalisation cellulaire (MAPkinase, FAS/TNF) et
certaines caspases (Ledirac et al., 2005; Lee et al., 2008a; Saulsbury et al., 2008). Il a été montré
que des effets neurotoxiques (Drechsel et Patel, 2008; Rio et Velez-Pardo, 2008), immunotoxiques
(Li et Kawada, 2006) ainsi que des effets cancérigenes (Antherieu et al., 2007) et génotoxiques
(Bagchi et al., 1995; Calviello et al., 2006) étaient liés & une augmentation de la libération
d’especes réactives de I’oxygene en présence des pesticides.

Une augmentation des aberrations chromosomiques in vitro chez des lymphocytes humains a été
observée en présence de certains pesticides tels que le Carbofuran, seul ou en mélange avec
I’Endosulfan et le Monochrotophos (Das et al., 2007). De plus, sur des cellules mammiferes,

1I’Alachlore, le Chlorpyrifos, le Mancozeébe et le Monochrotophos ont provoqué une augmentation
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des aberrations chromosomiques et des bases oxydées de type 8-OH-dG ainsi qu’une présence de
micronoyaux (Bagchi et al., 1995; Peitl et al., 1996 ; Calviello et al., 2006).

Par ailleurs, certains pesticides comme les carbamates et les organophosphorés provoquent une
inhibition de D’activité de I’acétylcholinestérase au niveau du systéme nerveux périphérique ou
central entrainant une hyperexcitabilité des cellules neuronales et des effets potentiellement
neurotoxiques (Moser, 2007). Une inhibition de la neurotransmission provoquée par la diminution
de P’activité de 1’acétylcholinestérase cérébrale a également ét¢ liée a une suppression de la
sécrétion d’hormones stimulant les gonades (e.g, hormone de stimulation folliculaire (FSH) et
hormone lutéinisante (LH)) pouvant entrainer des effets sur la fertilité (Lyons, 2000).

De plus, certains pesticides comme le Lindane, 1’Endosulfan, la Dieldrine et I’Eldrine peuvent
entrainer une inhibition des récepteurs GABAergiques et une activation des récepteurs
glutaminergiques dans les cellules neuronales de mammiferes, induisant un syndrome
d’hyperexcitabilité qui peut évoluer jusqu’a I’apparition de convulsions (Sunol et al., 2008).

D’autre part, les pesticides peuvent entrainer des effets immunotoxiques en agissant par plusieurs
mécanismes. Outre des effets d’inhibition de production d’anticorps, d’interleukines (IL-2), de
cellules T et CDS5 et des effets d’induction de la fabrication d’auto-anticorps, 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 trois mécanismes tels que I’induction de I’apoptose
cellulaire, I’inhibition de leur capacité de sécrétion de substance cytotoxique ou 1’inhibition directe
de la voie Fas/FasL essentielle pour leur activité (Li et Kawada., 2006). Cependant, la plupart de ces
études utilisent des doses relativement fortes et les effets a faibles doses sont moins bien décrits. Par
exemple, les pesticides organophosphorés inhibent I’activité acétylcholinestérase uniquement a des
doses relativement fortes et observées suite a des expositions aigues ou accidentelles.

Une étude a pu montrer qu’a faibles doses, certains pesticides organophosphorés sont capables de se
lier d’une fagon spécifique a des protéines au niveau du cerveau et du thymus. Ces propriétés
pourraient étre & ’origine de leurs effets neurotoxiques et immunotoxiques a long terme (Carter et
al., 2007).

Ainsi, cette revue bibliographique montre qu’il est nécessaire de continuer les études sur les effets

de faibles doses de pesticides.
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I. Etude in vitro

I. 1. Choix des pesticides

Pour notre étude nous avons choisi de définir et de tester les pesticides les plus utilises sur la
pomme de terre en Algérie.

Dans un premier temps, nous avons commencé par une enquéte sur le terrain chez les agriculteurs
de la pomme de terre dans la région de Tlemcen (Bensakrane, Remchi et Maghnia), et cette
démarche nous a conduit a tester 2 pesticides qui figuraient dans la liste des pesticides les plus
utilisés par ces agriculteurs. Il s’agissait d’un fongicide (Mancozebe) qui appartient a la famille des
dithiocarbamates et un herbicide (Métribuzine) qui appartient & la famille des triazines.

Afin de mimer I'exposition des consommateurs aux pesticides, les doses étudiées refletent les doses
journalieres admissibles (DJA) pour les deux pesticides étudiés. C'est la raison pour laquelle nous
avons choisi de tester des concentrations calculées a partir de la DJA, et inferieures a la dose sans
effet (DES) (ECH, 2006; 2009).

1.2. Choix des modéles d’étude in vitro
Pour étudier les effets des deux pesticides (Métribuzine et Mancozebe) in vitro, nous avons
travaillé sur des modeles de cellules humaines d’origine lymphocytaire, et des cellules splénocytaire

de rats Wistar.

1.2.1. Isolement des splénocytes

Des rats adultes ages de 10 a 12 semaines, pesant 250 a 3509 sont utilisés pour le prélévement des
rates. L’isolement des splénocytes se fait par écrasement de la rate au dessus d’une grille stérile
dans 4ml de RPMI 1640. Aprés Centrifugation, le culot est solubilisé dans 15 ml d’eau
physiologique. Le mélange est incubé dans une boite de pétri pendant 1h a 37°.

Cette étape permet aux macrophages d’adhérer a la surface de la boite de pétri. Le surnageant est
par la suite récuperé et centrifugé a 4000t/min pendant 5min. Les splénocytes isolées sont prétes a
I’emploi (Figure 4). Les splénocytes lavés sont par la suite remis en suspension dans 400ul de
milieu de culture RPMI 1640 (Tableau A15).

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont prélevés dans
un tube sec et sont mélangés a 50ul d’une solution de bleu de trypan 0,4 % (colorant permettant de
distinguer les cellules vivantes) et 50ul de milieu RPMI 1640. La numeration cellulaire est
effectuée sur une chambre quadrillée « Cellule de Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire

est ajustée a une concentration de 4.10° cellules/ml.
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Ecrasement de la rate

(Au dessus d’une grille stérile)

+4ml RPMI 1640

Centrifugation et Solubilisation du culot

(15ml d’eau physiologique)

Incubation du mélange (Boite de Petri)

(Pendant 1h a 37°)

Adhésion des Macrophages

Centrifugation du Surnageant
a

Isolement des Splénocytes

Comptage Cellulaire

Suspension a 4.10° Cellules/ml

Figure 4: Méthode d’isolement et purification des splénocytes
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1.2.2. Isolement des lymphocytes humains

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin d’hommes volontaires, par
centrifugation dans un gradient d’Histopaque (Sigma). L’histopaque, dont la densité est de 1,075,
permet 1’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la centrifugation résulte en la
formation de différentes couches contenant les différents types de cellules sanguines. Ainsi, les
globules rouges et les granulocytes sédimentent complétement et se retrouvent dans le culot. Les
lymphocytes ayant une densité inférieure a celle d’histopaque (Tableau 4) se trouvent a ’interface
entre 1’histopaque et le plasma apres centrifugation. Ils sont par contre contaminés par d’autres
cellules a sédimentation lente (Monocytes, plaquettes) (Figure 5). Les lymphocytes sont récupérés
de I’interface puis sont lavés pour éliminer les contaminants (Histopaque, plasma, plaquettes,...).
Le lavage se fait avec une solution saline équilibrée.

Aprés mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé deux fois, et
les lymphocytes isolés sont préts a I’emploi.

Les lymphocytes lavés sont par la suite remis en suspension dans 400ul de milieu de culture RPMI
1640.

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont prélevés dans
un tube sec et sont mélangés a 50ul d’une solution de bleu de trypan 0,4 % et 50ul de milieu
RPMI 1640. La numération cellulaire est effectuée sur une chambre quadrillée «Cellule de
Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire est ajustée & une concentration de 4.10° cellules/ml.

1.3. Préparation des solutions meres des pesticides

Les deux pesticides Mancozeébe et Métribuzine ont été obtenues de 1’institut national d’agronomie
Algérien (INRA) qui se trouve a Sidi Bel Abess. La structure chimique et le poids moléculaire de
chaqu’un des deux pesticides sont donnés dans le Tableau 5.

Les pesticides sont solubilisés dans un solvant organique le DMSO (dimethyl sulfoxide) a 1% pour
obtenir une solution mere de 10mM. Par la suite, des solutions de concentrations différentes [OuM-
10puM-50uM-100uM-25 OuM -50 OuM -1mM] sont préparées a partir de la solution mére avec un
volume final de 1 ml dans le milieu RPMI 1640. Ces solutions sont

gardées a labri de la lumiere a 4°C pendant au moins 12 heures avant ’utilisation, pour assurer une

bonne solubilisation des pesticides.
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Tableau 4: Taille et densité des cellules sanguines

Taille (uM) Densité Vitesse de sédimentation

Globules rouges 7 (6.5-7.5) 1.098 (1.098-1.105) + A
Eosinophiles 12 (12-15) 1.091 (1.087-1.096)

Neutrophiles 12 (12-15) 1.088 (1.082-1.097)

Basophiles 9.5 (9-10) 1.078 (1.074-1.082)

Monocytes 15 (15-20) 1.071 (1.065-1.075)

Lymphocytes 9 (8-10) 1.063 (1.057-1.067)

Plaquettes 2-3 1.040 -
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Plasma
>ang Centrifugation 4000 g Lymphocytes+plaquettes
histopaque,
Histopaque Pendant 30a 40 minutes a 18°C
granulocytes et
(3ml)

Récupération des

l

2 Lavages (solution saline équilibrée)

l

Culot + RPMI

l

Bleu de trypan

Centrifugation

Numération cellulaire

4x10° cellules / ml

Figure5 : Méthode d’isolement et purification des lymphocytes
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Tableau 5 : Structure et poids moléculaires des pesticides utilisés (ECH, 2006; 2009)

pesticides structure Poids Dénomination
moléculaire | chimique
g/mole
Mancozébe 332,71 | C4H8MnN2S4Zn
HaN. S~ AL, 20
\ﬂ/ S M 2 Mn Manganese, ((2 -
35 ((dithiocarboxy)
éthyl) amino)
Métribuzine CH, C8H14N40S
, 214,28 4-amino-6-tert-
N S

butyle-3-
(méthylthio) -
1,2,4-triazine-5
(4H)-one
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1.4. Test de transformation lymphoblastique (TTL)

Le TTL permet d’étudier la prolifération in vitro des lymphocytes T stimulés par des agents
mitogénes spécifiques. La Concanavaline A (Con A, Sigma, St. Louis, MO, USA), mitogene
spécifique des cellules T est utilisée a une concentration finale de 5 pg/ml. Les cultures sont
réalisées sur des plaques ELISA de 96 puits a fond plat (Nunc- Elisa).

Les lymphocytes ou les splénocytes sont mis en culture (4x10° cellules/puit) dans le milieu RPMI
1640 au quel sont ajoutés le tampon HEPES (25 mM), 10% sérum du veau foetal , L - Glutamine
(2mM), 2-mercaptoethanol (5x10 ° M), pénicilline (100 Ul/ml) et streptomycine (100 (pg/ml) en
présence ou en absence de la Con A (5 pg/ml).

Les essais sont réalisés en triples. Afin de déterminer les effets des pesticides sur la prolifération
in vitro des lymphocytes ou des splénocytes, les cellules sont mises en culture en présence des deux
pesticides a différentes concentrations finales [OUM-1uM-5uM-10puM-25 UM -50 uM -100 pM].
Les plaques sont ensuite mises & incuber 48 heures & 37°C, 5% de CO,,

A la fin de I’incubation, les cellules sont prélevées dans une nouvelle plaque Elisa 96 puits. Les
puits sont lavés avec le milieu RPMI 1640 afin de récupérer 1’ensemble des cellules. La
détermination de la prolifération splénocytaire ou lymphocytaire se fait par comptage des cellules
(cellule de malassez), confirmée par la méthode du MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tétrazolium bromide] et le dosage des protéines.

La vérification du taux des dommages au niveau de I’ADN se fait selon la méthode de Fenech et al.
(2003). Apres incubation, 20pl de la suspension cellulaire sont prélevés et déposés sur une lame.
La fixation se fait par le mélange méthanol/Acide Acétique (3/1, V/V) pendant 5 minutes et la
coloration est réalisée par le Giemsa pendant 30 minutes. Apres séchage, les observations se font
au microscope optique a un grossissement de x100 avec 1’huile d’immersion.

Les cellules présentant des micronoyaux (noyaux fragmentés) sont comptées sur un ensemble de
200 cellules présentes sur la lame.

Une prise aliquote des suspensions cellulaires est centrifugée a 6000 tours/min pendant 5 minutes.

Le surnageant est récupéré pour le dosage des interleukines IL-2 et IL-4, et INFy.

1.4.1. Comptage des splénocytes ou des lymphocytes
Le comptage des lymphocytes se fait a 1’aide de la cellule de Malassez. Le principe est basé sur le
décompte au microscope optique des cellules apres coloration au bleu de Trypan, contenues dans

un volume de suspension cellulaire déterminé et a dilution connue.

1.4.2. Détermination de la prolifération lymphocytaire ou splénocytaire par la méthode du
MTT
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La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des enzymes
mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de transformer les sels de
tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan (couleur bleue violacée).
La concentration de Formazan obtenue est directement proportionnelle au nombre de cellules
présentes dans la suspension cellulaire. Cette technique permet de mesurer la viabilité et la
prolifération lymphocytaire ou splénocytaire, et les résultats sont paralléles & ceux obtenus par la
méthode de référence utilisant la thymidine radioactive incorporée dans I’ADN (Mosmann, 1983).
La solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] (Sigma,
USA) est préparée a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, PH 7.5), filtrée
puis conservée a 4° C a I’abri de la lumiére.
Aprés isolement des lymphocytes ou des splénocytes, une suspension cellulaire de 4x10° cellules/ml
sert a la préparation de la gamme étalon suite a différentes dilutions.
100pL de suspension cellulaire de la gamme étalon ou des différentes incubations (puits) sont
incubés en présence de 10uL de MTT (5 mg/ml) a 37° C, 5% CO; pendant 3 heures. L’addition de
100 uL de HCL 0,04M dans I’isopropanol permet la dissolution des cristaux bleus Formazan. La
lecture des densités optiques se fait au spectrophotomeétre a 630 nm. La courbe étalon permet
d’obtenir directement le nombre de cellules/ml. L’indice de prolifération (IP) est aussi calculé :
IP= (densité optique des cellules stimulées/ densité optique des cellules non stimulées) x100
(Moussa et al., 2000).
NB : Cellules stimulées: cellules prélevées des puits apres les incubations.

Cellules non stimulées: cellules provenant de la suspension cellulaire initiale avant

incubation.

1.4.3. Dosage des protéines

Il Se fait selon la méthode de Lowry et al. (1951). Aprés incubation, récolte des suspensions
cellulaires et centrifugation a 6000 tours/min pendant 5minute, 50uL de tampon de lyse (NaOH
0,5 N) sont ajoutés au culot cellulaire. Aprés mélange et centrifugation a 6000 tours/min pendant
5minutes, 20uL du surnageant sont prélevés pour le dosage des protéines totales.

Pour la gamme étalon, 1’albumine sérique bovine (SBA) est utilisée comme standard (sigma

chemical company, Saint Louis, MO).

1.5. Dosage des Interleukines
1.5.1. Dosage des Interleukines 2 (I1L-2)
Le dosage des interleukines 2 (IL-2) se fait selon le protocole du kit ELISA (R et D System,

Oxford, UK) pour IL2. Le principe est basé sur I’utilisation de deux anticorps: un anticorps
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monoclonal anti-IL-2 et un polyclonal conjugué a la biotine. Un revétement d’anticorps monoclonal
anti- IL-2 est administré dans les micropuits de la plaque ELISA. L’IL-2 présente dans 1’échantillon
ou le standard, se lie aux anticorps absorbés dans les micropuits. L’anticorps anti- IL2 polyclonal
conjugué¢ a la biotine est ajouté et se lie a IL2 capturés par le premier anticorps. L’anti- IL2
conjugué a la biotine non lié est enlevé pendant 1’étape de lavage. La streptavidine-HRP est ajoutée
et se lic a I’anti- IL2 conjugué a la biotine. Pour I’incubation suivante, la streptavidine-HRP non lié
est enlevé durant le lavage, et la solution de substrat réagissant avec le HRP est ajoutée aux puits.
Un produit coloré est formé proportionnellement a la quantité des IL2 présents dans 1’échantillon.
La réaction est terminée par I’addition d’acide et I’absorbance est mesurée a 450 nm.

Une courbe étalon est préparée a partir du standard IL-2 fourni par le Kit de dosage (R et D system,
Oxford, UK).

1.5.2. Dosage des Interleukines 4 (1L-4)

Le principe du dosage des interleukines 4 (IL-4) repose sur 1’utilisation d’un anticorps monoclonal
anti-1L-4 et un polyclonal anti- IL-4 conjugué a la biotine. La technique utilisée est comparable a
celle du dosage des IL-2. La gamme étalon est préparée a partir d’un standard IL-4 (R et D System,
Oxford, UK).

1.5.3. Dosage de P’interféron y (INFy)

Le principe du dosage de ’interféron y (INFy) repose sur 1’utilisation d’un anticorps monoclonal
anti-INFy et un polyclonal anti- INFy conjugué a la biotine. La technique utilisée est comparable a
celle du dosage des IL-2 et IL-4. La gamme étalon est préparée a partir d’un standard INFy fourni
dans le Kit (R et D System Oxford, UK).

1.6. Détermination des marqueurs du stress oxydatif au niveau des lymphocytes et des
Splénocytes

1.6.1. Détermination du taux de Glutathion des lymphocytes et des spléenocytes en présence
des différents pesticides

Le taux de Glutathion (GSH) est mesuré par méthode colorimétrique suivant le protocole du Kit
Bioxytech GSH-400 (OXIS International, Inc., Portland, OR, USA). Les lymphocytes ou les
splénocytes sont suspendus dans 1’acide métaphosphorique (5%, P/V). Aprés centrifugation a
3000g pendant 10 min, le surnageant est mélangé au tampon phosphate de potassium contenant
I’acide diethylene triamine, Penta-acétique et le lubrol ( pH 7,8). Le chromogene est par la suite

ajouté dans le milieu réactionnel. Le mélange est incubé a 25°c pendant 10min a 1’abri de la
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lumiere. La lecture se fait a 400nm. Les concentrations en GSH sont obtenues grace a la courbe
étalon préparée avec le GSH standard.

1.6.2. Détermination de IPactivit¢é de la Superoxide dismutase des lymphocytes et des
Splénocytes en présence des différents pesticides (SOD; EC 1.15.1.1)

L’activité de I’enzyme SOD est mesurée selon la méthode d’Elstner et al. (1983) aprés lyse des
lymphocytes et des splénocytes. Le principe est basé sur la réaction chimique qui génére 1’ion
superoxyde (O%) a partir de 1’oxygéne moléculaire en présence d’EDTA, de MnCl, et du
mercaptoéthanol.

L’oxydation du NADPH est liée a la disponibilité des ions superoxyde dans le milieu. Dés que la
SOD est ajoutée dans le milieu réactionnel, elle entraine 1’inhibition de I’oxydation du NADPH. La
lecture se fait & 540 nm, apres incubation de 20 min. L’activité de la SOD est exprimée en

Unité/ml ou Unité /mg de protéine.

1.6.3. Détermination de D’activité de la Catalase des lymphocytes et des splénocytes en
présence des différents pesticides (CAT, EC 1.11.1.6)

Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat lymphocytaire ou splénocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi, 1974). En
présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogene conduit a une diminution de
I’absorption de la solution de H,0; en fonction du temps.
Apreés incubation, les concentrations du H,0O; restant sont déterminées a partir d’une gamme étalon
de H,0,. La lecture se fait a 420 nm. L’activité de la catalase est exprimée en Unité/ ml ou en

Unité/mg de protéine.

1.6.4. Teneurs en hydropéroxydes des lymphocytes et des splénocytes en présence des
différents pesticides

Les hydroperoxydes sont mesurés par 1’oxydation d’ions férriques utilisant le xylénol orange
(Fox2 ; kit Peroxi Detect Sigma, USA) en conjugaison avec le ROOH réducteur spécifique de la
triphenylphosphine (TPP).

Cette méthode est basée sur une peroxydation rapide transformant le Fe?* en Fe** en milieu acide.
Les ions Fe** en présence du xylénol orange [(O-cresolsulfonphtalein-3’,3>>-bis
(methyliminodiacetic acid sodium)], forment un complexe Fe**—xylénol orange. L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration plasmatique en hydroperoxydes a une longueur
d’onde de 560 nm.
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1.6.5.Teneurs en Protéines Carbonylées des lymphocytes et des splénocytes en présence des
différents pesticides (Méthode de Levine et al., 1990)

Les protéines carbonylées (marqueurs de 1’oxydation protéique) sont mesurées dans le lysat
lymphocytaire ou splénocytaire par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine. La réaction aboutit
a la formation de la dinitrophényl hydrazone colorée. La concentration des groupements carbonylés

est déterminée par lecture a des longueurs d’onde de 350 et 375 nm.

I1. Etude in vivo : Essais de toxicité chronique

I1.1. Protocol Expérimental

Aujourd’hui, une des préoccupations majeures, concerne 1I’impact d’une exposition a long terme
aux faibles doses de pesticides tels qu’ils peuvent étre apportés au consommateur via
I’alimentation. Afin d’apporter des ¢léments de réponse, nous avons testé I’effet de deux pesticides
in vivo chez le rat Wistar.

Des rats Wistar femelles et males (agés de 10 semaines) provenant de I’animalerie de 1’université
de Tlemcen (Département de biologie) sont utilisés pour I’étude in vivo. Le poids de chaque rat est
choisi se situant dans un intervalle de £ 20 % du poids moyen de tous les animaux utilisés dans
cette étude, conformément aux principes régissant la recherche sur les animaux selon ’OCDE et le
Conseil canadien de protection des animaux (CCPA) (CCPA, 1993 ; OCDE, 2001).

Les rats sont logés par groupes de 3 animaux de méme sexe par cage et maintenus dans une piéce
avec un cycle d’éclairage de 12h/jour, a une température de 25° C a 30° C et un taux d’humidité
compris entre 60% et 70 %. Tous les rats recoivent le régime standard (ONAB) et I'eau potable a
satiété. Les rats sont marqués pour permettre une identification individuelle. Apres 4 jours
d’acclimatation, chaque animal a été gavé 3 fois par semaine.

Les pesticides (Mancozebe, Métribuzine) sont solubilisés dans 1’huile d’olive (véhicule) et sont
administrés par gavage (1ml) a deux doses différentes : dose 1 (d1) qui correspond a la dose sans
effet (DES) et la dose (d2) qui correspond a la dose lethale 50 divisée par 100 (DL50/100) (ECH,
2006 ; 2009).

Les différents lots de rats sont répartis comme suit (Figure 6):

# 1" lot témoin : 6 rats recevant (1jour/2) par gavage de I’huile d’olive (1 ml par 200 g de poids
corporel).

# 2°™ au 5 °™ lots expérimentaux: 6 rats par lot recevant (ljour/2) par gavage I’huile d’olive
contenant les pesticides aux doses : DES ou DL50/100 (1 ml par 200 g de poids corporel).

@ Ainsi les doses gavees aux différents rats sont :

- Pour le Mancozebe :


http://www.ccac.ca/fr/CCAC_Programs/Guidelines_Policies/POLICIES/ETHICS.HTM
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- DES: 5 mg/kg/j

- DL50/100: 50 mg/kg/j

- Pour la métribuzine :

- DES: 1,3 mg/kglj

- DL50/100 :13 mg/kg/j
Les gavages sont réalisés un jour sur deux afin d’éviter le stress des animaux. L’expérimentation
dure deux mois. Le poids corporel et la nourriture ingerée sont notés quotidiennement.
A la fin de I’expérimentation, les rats sont pesés puis anesthésiés au chloral a 10% (0,3 ml par 300
g de poids corporel), apres 12 h de jeline. Le sang est prélevé par ponction dans 1’aorte abdominale.
Une quantité de sang prélevé est récupérée dans des tubes a EDTA pour les marqueurs Redox et
une autre partie est recueillie dans des tubes secs pour les tests biochimiques. Les organes (le foie,
le muscle gastrocnémien, 1’intestin et le tissu adipeux) sont soigneusement prélevés, rincés avec du
NaCl a 9%o, ensuite pesés. Les homogénats sont préparés par broyage des organes dans le tampon

PBS (pH=7,4) et passage aux ultrasons.

I1.2. Dosage des parameétres biochimiques

I1.2.1. Détermination des teneurs en créatinine sérique

La créatinine sérique est dosée par la méthode de Jaffé basée sur la réaction de I’acide picrique avec
la créatinine en milieu basique formant un complexe coloré en jaune orange. L’intensité de la

coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm (Kit Prochima).
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Oxvdatif

Oxydatif

Figure 6: Protocole expérimental
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I1.2.2. Détermination des teneurs en urée sérique

L'urée sérique est dosée par une méthode colorimétrique basée sur [ utilisation du
diacetylmonooxine et des ions Fe** (Kit Prochima). En présence d'ions Fe** et d’un réducteur,
I’'urée réagit avec le diacetylmonooxine pour donner un complexe coloré en rose. La coloration
obtenue est proportionnelle a la quantité d'urée présente dans 1’échantillon. La lecture se

fait a une longueur d'onde de 525 nm.

11.2.3. Détermination des teneurs en glucose sérique

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique en présence de la
glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde d’hydrogene. Ce
dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene (le 4- amino-antipyrine)
incolore en couleur rouge a structure quinonéimine. La coloration obtenue est proportionnelle a la
concentration en glucose présente dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d'onde
de 505 nm (Kit Prochima).

I1.2.4. Détermination des paramétres lipidiques et protéiques au niveau du sérum, des
lipoprotéines et des organes (le foie, ’intestin, le muscle gastronémien, et le tissu adipeux).
I1.2.4.1. Séparation des lipoprotéines

Les lipoprotéines totales sont isolées a partir du sérum par précipitation selon la méthode de
Burstein et al. (1970,1989). A pH neutre, les poly anions, en présence de cations divalents, peuvent
former des complexes insolubles avec les lipoprotéines (lipopolyanions-cations) donc la
précipitation se fait grdce aux poly anions qui se combinent aux lipides des lipoprotéines.
Généralement, les poly anions utilisés sont les sulfates (SO*), les polysaccharides (héparine) et
I’acide phosphotungstique, alors que les cations sont les Ca 2, Mn®* et Mg®*. L utilisation du méme
réactif de précipitation a différentes concentrations, permet de précipiter sélectivement les fractions
des lipoproteéines ; et ainsi a concentration de plus en plus élevee, ce réactif permet la séparation a
partir du sérum, d’abord des VLDL ensuite des LDL et en dernier des HDL. Ce principe est
analogue a celui de I'ultracentrifugation en gradient de densité des lipoprotéines. En effet, lorsque la
concentration varie, la densité du milieu varie aussi et permet une précipitation sélective. Les
lipoprotéines, précipitées par 1’acide phosphotungstique et le MgCl, a différentes concentrations,
sont par la suite solubilisées grace a une solution de solubilisation contenant du tampon citrate

trisodique et NaCl.

11.2.4.2. Détermination des teneurs en cholestérol et en triglycérides
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Le cholestérol total et les triglycérides sont dosés par des méthodes enzymatiques (Kit Prochima),
sur le sérum total, les différentes fractions lipoprotéiques, et les homogénats des organes.

11.2.4.3. Détermination des teneurs en proteines totales

Les protéines totales sont dosées sur les fractions de lipoprotéines et sur les homogénats d’organes
par la méthode de Lowry et al. (1951) utilisant I’albumine sérique bovine comme standard (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA). En milieu alcalin, le complexe formé par les ions Cu **
et les groupements tyrosine et tryptophane des protéines est réduit par le reactif de Folin. La
coloration bleue développée est proportionnelle a la quantité de protéines de I’échantillon. La
lecture se fait a une longueur d’onde de 689 nm. Sur le sérum total, les protéines totales sont

déterminées grace a I’utilisation du réactif de biuret décrit par Gornall et al. (1949).

11.2.4.4. Détermination des lipides totaux des organes (le foie, D’intestin, le muscle
gastrocnémien, et le tissu adipeux).

L’extraction lipidique se fait a partir des organes par la méthode de Folch et al. (1957) aprés le
broyage d’une partie aliquote de 1'organe (300 mg) et extraction par un mélange

chloroforme/méthanol (2/1, v/v). Aprés évaporation totale du solvant, les lipides totaux sont pesés.

I1.3. Détermination du statut oxydant/antioxydant

I1.3.1. Dosage de la vitamine C

La vitamine C plasmatique est dosée selon la méthode de Jagota et Dani (1982) utilisant le réactif
de Folin et une gamme d’acide ascorbique. Aprés précipitation des protéines plasmatiques par
I’acide trichloroacétique (10%) et centrifugation, le réactif de Folin est ajouté au surnageant. La
vitamine C présente dans le surnageant réduit le réactif de Folin donnant une coloration jaune.
L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en vitamine C & une
longueur d’onde de 769 nm présente dans 1’échantillon. La concentration est déterminée a partir de

la courbe étalon obtenue grace a une solution d’acide ascorbique.

I1.3.2. Détermination des protéines carbonylées

Les protéines carbonylées du plasma ou tissulaires (marqueurs de 1’oxydation protéique) sont
mesurées par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine selon la méethode de Levine et al. (1990).
Le plasma ou I’homogénat d’organes est incubé 1h a température ambiante en présence de la
dinitrophénylhydrazine (DNPH ; préparée dans HCL) ou avec seulement du HCL pour le blanc.
Ensuite, les protéines sont précipitées avec 1’acide trichloroacétique (TCA) et lavées 3 fois par

1’éthanol: ethylacetate 1:1 (v/v) et 3 fois par le TCA.
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Le culot est solubilisé dans une solution de guanidine.
Les lectures se font a 350 et 375nm. La concentration des groupements carbonylés est calculée

selon un coefficient d’extinction (E = 21,5 mmol™. L.cm™ .

I1.3.3. Dosage du malondialdehyde (MDA)

Le malondialdehyde (MDA) est le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique. Ce dosage est
réalisé selon la méthode de Draper et Hadley (1990), par un traitement acide a chaud, grace a
I’utilisation de 1’acide thiobarbiturique (TBA). Le plasma ou I’homogénat d’organes est incubé 20
minutes & 100°c avec le TBA et I’acide trichloroacétique (TCA). Aprés incubation, refroidissement
et centrifugation a 4000 t/min pendant 10 min, la lecture est réalisee sur le surnageant qui contient
le MDA. Le TBA réagit avec les aldéhydes pour former un produit de condensation chromogénique
consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA dont 1’absorption se fait a 532 nm. La
concentration en MDA plasmatique ou tissulaire est calculée en utilisant une courbe étalon de MDA
ou le coefficient d’extinction du complexe MDA-TBA (E=1,56x10 *mol ™*.L .cm ™4 532 nm)

I11.3.4. Dosage des dienes conjugués plasmatiques

Les dienes conjugués plasmatiques sont dosés selon la méthode d’Esterbauer et al. (1989). Les
dienes conjugués sont considérés comme les produits primaires de I’oxydation lipidique. La lecture
de I’absorbance du plasma frais a 234nm marque la présence des diénes conjugués dont la
concentration est éstimée en utilisant le coefficient d’extinction E =29,50 mmol?. L .Cm'l; a 234

nm).

I11.3.5. Dosage de I’activité de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)
Cette activité enzymatique au niveau du lysat érythrocytaire est mesurée par analyse

spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogéne selon la méthode de
Aebi (1974).

I1.3.6. Dosage du Glutathion érythrocytaire réduit (GSH) (Ellman, 1959)
Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique par le réactif
d’Ellman (DTNB). La réaction consiste a couper la molécule d’acide 5,5dithiodis-2-nitrobenzoique

(DTNB) par le GSH, ce qui libére I’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction suivante :
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Le thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 mn avec un

coefficient d’extinction égal a 13,6 mM™.cm™.

II1. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * erreur standard. L'analyse statistique est
effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris, France). Les multiples
comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey
afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c,...) sont significativement différentes.
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RESULTATS ET INTERPRETATION

1. Effets des pesticides in vitro

I.1. Effets des pesticides sur la prolifération des lymphocytes humains et des splénocytes de
rat.

La prolifération lymphocytaire et splénocytaire en présence d’agent mitogéne, la Con A, est
représentée sous forme de 1’indice de prolifération en présence ou en absence des pesticides (la

Métribuzine ou le mancozebe) (Figure 7; Tableau Al en annexe).

1.1.1. Effets de la Métribuzine sur la prolifération des lymphocytes et des splénocytes (Figure
7).

La prolifération des lymphocytes et des splénocytes en présence de la Meétribuzine est
significativement  variable puisque 1I’indice de proliféralation (IP) est différent selon les
incubations.

En présence de la Meétribuzine a des concentrations entre 1 et 10uM, les proliférations
lymphocytaires et splénocytaires sont stimulées puisque les IP sont significativement augmentés
compareés a la prolifération basale.

Par contre, la prolifération cellulaire est réduite par la Métribuzine aux concentrations de 25, 50, et
100 uM d’une maniére dose dépendante aussi bien chez les lymphocytes que chez les splénocytes.
Les variations entrainées par la Métribuzine sont similaires aussi bien chez les lymphocytes que

chez les splénocytes.

1.1.2. Effets du Mancozébe sur la prolifération des lymphocytes et des splénocytes (Figure 7).
Le Mancozébe & 1 UM n’a aucun effet sur la prolifération lymphocytaire par rapport a la
prolifération basale. Par contre, il entraine une réduction significative de la prolifération des
lymphocytes aux concentrations plus élevés (de 5-10 uM).

Le Mancozebe entraine une chute significative des proliférations splénocytaires quelque soit la
concentration utilisée (1 a 100 uM) par rapport a la prolifération basale. Cette inhibition induite par
le Mancozébe est dose-dépendante aussi bien chez les lymphocytes que chez les splénocytes de rats.

Les splénocytes de rat sont plus sensibles au Mancozebe gue les lymphocytes humains.

1.2. Effets des pesticides sur la sécrétion des cytokines (Figures 8 et 9; Tableaux A2 et A3 en
annexe et Tableau 6)

1.2.1. Effets de la Métribuzine sur la sécrétion des cytokines (Figure 8 et Tableau 6)

La sécrétion des cytokines (112, INFy et 114) en présence de la Métribuzine dans les cultures des

lymphocytes ou des splénocytes est significativement différente.
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Figure 7: Effets de la Métribuzine ou du Mancozebe sur la prolifération des lymphocytes et

des splénocytes.

Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 pg / ml), la Métribuzine ou le
Mancozebe (1-100 puM) pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des
incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples comparaisons
sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD) afin de déterminer les
différences significatives. * indique différence significative par rapport a I’incubation avec I'agent mitogéne
seul (ConA) : * P< 0,05 et **P<0,001.
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En présence de la Métribuzine dans les cultures de lymphocytes ou de splénocytes a faibles
concentrations (1, 5 et 10uM), les sécrétions des cytokines sont significativement augmentées
comparees aux proliférations basales.

Par contre, aux concentrations plus élevees de Métribuzine (25, 50, 100 uM), les sécrétions des
cytokines sont progressivement et significativement réduites comparées aux valeurs obtenues dans
la prolifération basale.

La Métribuzine présente un effet dichotomique sur la sécrétion des trois cytokines dépendant des
concentrations utilisées.

Le rapport Th1/Th2 représenté par le rapport INFy/IL4 ne varie pas en présence de la Métribuzine
dans les cultures lymphocytaires aux concentrations comprises entre 1 et 50 uM. Par contre, ce
rapport présente une augmentation significative en présence de la Métribuzine a 100 uM (Tableau
6).

1.2.2. Effets du Mancozébe sur la sécrétion des cytokines (Figure 9 et Tableau 6)

Les sécrétions des cytokines (112, INFy et I14) par les lymphocytes ou les splénocytes est
significativement réduite en présence du Mancozébe quelque soit la concentration utilisee
comparées aux valeurs obtenues avec la prolifération basale.

La réduction de la sécrétion des cytokines induite par le Mancozébe est dose dépendante aussi bien
chez les lymphocytes humains que chez les splénocytes de rats.

Le rapport Th1l/Th2 est significativement augmenté avec les concentrations croissantes du
Mancozebe dans les cultures des lymphocytes humains ou des splénocytes de rats; la plus forte
valeur du rapport Th1/Th2 est obtenue avec la plus forte concentration du Mancozebe en culture
100uM (Tableau 6).

1.3. Statut oxydant/antioxydant des lymphocytes humains et des splénocytes de rats traités par
la Métribuzine ou le Mancozébe

1.3.1. Effets de la Métribuzine sur les teneurs en glutathion réduit, en hydro peroxydes et en
protéines carbonylées des lymphocytes et des splénocytes (Tableau 7)

Les teneurs en glutathion réduit (GSH), en hydroperoxydes et en protéines carbonylées au niveau
des lymphocytes et des splénocytes ne présentent aucune variation significative en présence de
faibles concentrations de Métribuzine de (0-10 puM) comparées a la prolifération basale.

En présence de la Métribuzine a des concentrations plus fortes (25-100 uM), les teneurs en GSH
des lymphocytes et des splénocytes de rats sont significativement diminuées par rapport a la

prolifération basale.
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Figure 8: Effets de la Métribuzine sur la sécrétion des cytokines
Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 ug / ml), la Métribuzine
(1-100 pM) pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des
incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples
comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD)
afin de déterminer les différences significatives. * indique différence significative par rapport a
I’incubation avec 1'agent mitogene seul (ConA) : *P< 0,05 et **P<0,001.
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Tableau 6: Rapports TH1/TH2 (INFy/IL-4) en présence des pesticides

Mancozebe Métribuzine

lymphocytes Splénocytes Lymphocytes Splénocytes
INFy/IL-4
ConA 9,25+ 0,86° 17,80 + 1,33 ¢ 9,25+0,86" 17,80+ 1,33°
ConA+ 1uM 11,95+ 0,62°¢ 22,79+ 1,25°¢ 10,11 +0,93° 17,72 £1,42°
ConA+ 5uM 11,20 £ 0,64°¢ 22,45+1,31° 9,86 +0,63" 17,50 +1,31°
ConA+ 10pM  12,39+1,02° 23,90+ 1,27° 9,70+0,72° 17,25+ 1,27°
ConA+25uM  13,73+1,17° 27,50 +1,08° 9,75+ 0,68" 17,67 +1,34°
ConA+50uM 15,30+ 1,06° 29,70 +1,45° 10,08 +0,91° 17,19 +1,05°
ConA+100pM 16,05 +1,14° 39,81+1,17° 13,80 + 1,042 20,03 +1,26°

Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 pg / ml), la Métribuzine

ou le Mancozébe (1-100 uM) pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes *

ET des incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples

comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD)

afin de déterminer les différences significatives. & b, ¢ 4 indiquent des différences significatives

entre les incubations.
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Figure 9: Effets du Mancozébe sur la sécrétion des cytokines
Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 ug / ml), le Mancozebe
(1-100 pM) pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des
incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples
comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD)
afin de déterminer les differences significatives. * indique différence significative par rapport a
I’incubation avec I'agent mitogéne seul (ConA) : *P< 0,05 et **P<0,001.
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Par ailleurs, la Métribuzine aux concentrations variant entre 25-100 uM entraine une augmentation
hautement significative des teneurs lymphocytaires et splénocytaires en hydroperoxydes et en

protéines carbonylées par rapport a la culture basale.

1.3.2. Effets du Mancozebe sur les teneurs en glutathion réduit, en hydro peroxydes et en
protéines carbonylées des lymphocytes et des splénocytes (Tableau 7)

Le Mancozebe aux concentrations de 1, 5, et 10uM n’entraine aucune variation significative des
teneurs en GSH lymphocytaire et splénocytaire par rapport a la prolifération basale.

Par contre, les concentrations plus élevés du Mancozébe (25 jusqu'a 100uM) entrainent une
réduction significative des teneurs en GSH lymphocytaire et splénocytaire par rapport a la
prolifération basale.

Cette réduction des teneurs en GSH entrainée par le Mancozebe est dose-dépendante aussi bien
chez les lymphocytes humains que chez les splénocytes de rats.

Les teneurs en hydroperoxydes et en protéines carbonylées varient significativement entre les
différentes cultures lymphocytaires et splénocytaires .

Les concentrations du Mancozebe utilisées (1 jusqu’a 100 uM) dans les cultures des lymphocytes et
des splénocytes induisent des augmentations significatives des teneurs en hydroperoxydes et en
protéines carbonylées comparées aux proliférations basales.

Cette augmentation des teneurs en hydroperoxydes et en protéines carbonylées entrainées par le
Mancozebe est dose-dépendante, aussi bien chez les lymphocytes humains que chez les splénocytes

de rats.

1.3.3. Détermination de P’activité de la Superoxide dismutase et de la Catalase des
lymphocytes et des splénocytes stimulés en présence de la Métribuzine ou du Mancozébe
1.3.3.1. Détermination de P’activité de la Superoxide dismutase et de la Catalase des
lymphocytes et des splénocytes stimulés en présence de la Métribuzine (Tableau 8)

L’activité de la catalase lymphocytaire et splénocytaire ne présente aucune variation en présence de
la Métribuzine dans un intervalle de concentrations entre 1-10uM par rapport aux valeurs de la
prolifération basale.

Par contre, aux concentrations entre 25 et 100 UM de Meétribuzine, les activités de la catalase
présentent une augmentation significative par rapport a la culture basale.

L’activité de la superoxyde dismutase (SOD) au niveau des lymphocytes et des splénocytes est peu
sensible a la Métribuzine. En effet, les activités SOD lymphocytaires et splénocytaires ne

Tableau 7. Statut oxydant/antioxydant des lymphocytes humains et des splénocytes de rats

traités par la Métribuzine ou le Mancozebe
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Mancozebe Meétribuzine

Lymphocytes Splénocytes Lymphocytes Splénocytes
GSH (nM/10°cells)
ConA 14,50 2,112 16,75 + 1,02° 14,50 +2,11° 16,75 +1,02°
ConA+ 1uM 14,11 +2,02° 16,33+ 1,66° 13,26 +1,54° 16,02 +1,22°
ConA+ 5uM 14,15+ 1,65° 15,73 + 1,54° 13,54 +1,32° 15,78 +1,31°
ConA+ 10uM 14,24 +1,28° 15,42 + 1,43° 13,18 +1,26° 15,62 +1,30°
ConA+25uM 12,05+1,01° 13,41+1,27° 10,02 +1,03° 13,11 +1,11°
ConA+50uM 10,73 +1,03°¢ 13,22 +1,.31° 9,45 +1,02° 12,35 +1,27°
ConA+100uM 9,36+1,10° 13,07 £ 1,02° 7,73+0,76° 10,45 +1,05°¢
HYDP(nM/10%ells)
ConA 1,72 +0,13f 2,08+0,21° 1,72 +0,13° 2,08+0,21°¢
ConA+ 1uM 2,67+0,22° 3,42 +0,25° 1,78 +0,22° 2,22+0,23°¢
ConA+ 5uM 3,44 +0,30° 3,68+0,32° 1,80 +0,25°¢ 2,31+0,15°¢
ConA+ 10uM 3,83+0,25° 4,56 +0,34° 1,86 +0,16° 2,27+0,27°¢
ConA+25uM 4,52 +0,26° 5,22 +0,28"° 3,11+0,32"° 3,55+0,31"°
ConA+50pM 5,22 +0,18"° 5,61+0,22° 3,42 +0,28"° 3,67 +0,34"°
ConA+100uM 6,78 +0,24° 7,03+0,30° 4,47 £0,24° 4,31+0,28°
PCAR(nM/10°ells)
ConA 2,36 + 0,459 1,44 +0,25° 2,36+0,45° 1,44+0,25°
ConA+ 1uM 3,40 +0,33" 2,75+0,31° 2,48 +0,33° 1,56 +0,26°
ConA+ 5uM 433+041° 3,22+0,27° 2,56 +0,35° 1,58 +0,21°
ConA+ 10uM 5,66 + 0,28 ¢ 3,59 +0,32° 2,68+0,27°¢ 1,76 +0,31°
ConA+25uM 6,83+0,36° 4,56 +0,24° 4,07 +0,48° 3,56 +0,29°
ConA+50puM 8,45+ 0,35° 5,82 +0,35° 4,63+0,43° 3,81+0,30°
ConA+100uM 9,56 + 0,40° 6,75+ 0,37 542+ 0,37° 4,84 +0,33°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues apres les différentes

cd e

incubations chez 8 sujets sains et 8 rates de rats. ® °, ¢ % ¢ indiquent les différences significatives

obtenues entre les différentes incubations (p< 0,05). Les multiples comparaisons sont réalisees par le test
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Tableau 8. Activité de la Superoxide dismutase et de la Catalase des lymphocytes et des

snlénocvtes stimulés en orésence de Métribuzine ou du Mancozebe 7

Catalase (U/mg)

ConA 20,50 + 2,26 ¢ 30,53 + 3,66 ¢ 20,50 + 2,26 ¢ 30,53 + 3,66 ¢
ConA+ 1uM 25,66 + 1,64 °¢ 35,83 +3,25°¢ 20,34 +2,24°¢ 31,02 + 2,08 ¢
ConA+ 5uM 32,16 +2,11° 43,02 +2,77° 20,05 +1,88°¢ 30,84 +2,53¢
ConA+ 10uM 35,74 + 2,46° 45,92 +2,06" 19,87 +2,17° 30,22 + 2,44
ConA+25uM 42,31 + 3,052 56,11 +3,20° 38,66 + 2,46° 4250+1,75°¢
ConA+50uM 46,37 +3,17° 58,05 + 3,052 40,11 +1,53° 50,03 + 2,82°
ConA+100puM 48,22 + 3,08° 60,33 + 3,66° 4953 + 2,612 60,62 + 2,212
SOD (U/mg)

ConA 89,32 + 6,63 " 122,27 +8,46° 89,32 +6,63" 122,27 + 8,46°
ConA+ 1pM 88,56 + 5.44° 120,34 +6,72° 91,11 +7,02° 121,50 +7,77°
ConA+ 5uM 88,63 +5,68° 125,72 +7,23° 90,34 +6,88° 120,06 + 8,25°
ConA+ 10uM 87,46 + 6,33° 122,05+8,05° 91,50 +8,45° 122,42 +8,50°
ConA+25uM 90,50 + 6,02° 124,26 £7,26° 102,74 +8,28°" 125,63 + 8,02"
ConA+50uM 9225+426° 130,11 +6,81° 100,32 +8,55° 130,84 + 7,64°
ConA+100puM 132,44 + 5,382 168,28 + 6,50 15557 + 6,432 173,11 + 6,332

Les resultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues apres les différentes

ab cd e

incubations chez 8 sujets sains et 8 rates de rats. °, °, %,

indiquent les différences significatives

obtenues entre les différentes incubations (p< 0,05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test

ANOVA suivi par le test (LSD).
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présentent aucune variation en présence de la Meétribuzine a 1-50 puM, avec une hausse

significative seulement a 100 uM par rapport a la prolifération basale.

1.3.3.2. Détermination de D’activité de la Superoxide dismutase et de la Catalase des
lymphocytes et des splénocytes stimulées en présence du Mancozebe (Tableau 8).

Les activités de la catalase lymphocytaire sont significativement augmentées en présence du
Mancozébe a des concentrations croissantes (1-100 uM). Cette augmentation concerne aussi bien
les lymphocytes humains que les splénocytes de rat.

Le Mancozebe a un intervalle de concentrations de 1 a 50 UM n’entraine aucune variation des
activités de la superoxyde dismutase des lymphocytes et des splénocytes de rats par rapport a la
prolifération basale.

Cependant, le Mancozébe & une concentration de 100 uM entraine une augmentation significative

des activités SOD au niveau des lymphocytes et des splénocytes comparés a la prolifération basale.

1.4. Formation des Micronoyaux (Tableau 9)

Quelque soit le pesticide utilisé (la Métribuzine ou le Mancozébe) a des concentrations comprises
entre 1 et 25 pM, aucune variation des fréquences d’apparition de micronoyaux n’est décelée au
niveau des lymphocytes et des splénocytes.

Cependant, aux concentrations plus élevées des deux pesticides (50 a 100 uM), les fréquences de la
formation des micronoyaux sont significativement augmentées aussi bien chez les lymphocytes

humains que chez les splénocytes.



RESULTATS ET INTERPRETATION

Tableau 9. Formation des micronoyaux

MN (%) Lymphocytes Splénocytes
Mancozébe

ConA 4+2° 5£2°
ConA+ 1uM 5+2°¢ 6+1°
ConA+ 5uM 6+1° 5+1°
ConA+ 10pM 7+1° 7+1°
ConA+25uM 7+2° 7+1°
ConA+50uM 15+ 2° 20 +2°
ConA+100pM 26 +3° 32+4°
Métribuzine

ConA 4+2° 5£2°¢
ConA+ 1uM 6+2° 7+3°
ConA+ 5uM 6+1° 7+2°
ConA+ 10puM 7+2° 7+1°
ConA+25uM 7+1° 8+1°
ConA+50uM 12+1° 18 +2°
ConA+100pM 18+2° 26 +3°

Les resultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues apreés les différentes

incubations chez 8 sujets sains et 8 rates de rats.

abcd e indiquent les différences significatives

obtenues entre les différentes incubations (p< 0,05). Les multiples comparaisons sont réalisées par

le test ANOVA suivi par le test (LSD).
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I1. Effets des pesticides chez le rat Wistar

I1.1. Poids corporel et consommation alimentaire

I1.1.1. Variation du poids corporel chez les rats témoins et les rats traités par la Métribuzine
ou le Mancozebe (Tableau 10)

Les poids corporels des rats sont significativement différents quelque soit le pesticide utilisé et
quelque soit la dose testée de Métribuzine (D1=1,3mg/kg/j ou D2=13mg/kg/j) ou du Mancozébe
(D1=5mg/kg/j ou D2=50mg/kg/j). Les poids corporels des rats traités par les pesticides sont
significativement diminués par rapport aux poids des rats témoins.

La dose D1 de Métribuzine entraine une réduction de poids similaire a celle de la dose D2 chez les
rats males et femelles.

Par contre, la chute de poids entrainée par le Mancozébe est dose dépendante aussi bien chez les
rats males que chez les rats femelles. En effet, les rats traités par la dose D2 de Mancozébe ont un

poids corporel plus faible que celui des autres lots.

I1.1.2.Variation de la consommation alimentaire (Tableau 10)

Au cours de la période d'expérimentation (60 jours), la consommation alimentaire chez les rats
témoins et chez les rats expérimentaux traités par les pesticides varie significativement entre les
différents lots.

La consommation alimentaire exprimée en (g/j/rat) est significativement diminuée par le traitement
aux deux doses de Métribuzine chez les rats males et femelles. La réduction est similaire pour D1 et
D2 comparée aux valeurs obtenues chez les témoins.

Le traitement par le Mancozébe entraine aussi une réduction de la consommation alimentaire, plus
importante avec la dose D2 comparée a la dose D1 aussi bien chez les rats males que chez les rats

femelles.

I1.1.3. Apport énergétique quotidien chez les rats témoins et les rats traités par la Métribuzine
ou le Mancozebe (Tableau 10)

Quelque soit la dose testée (D1 ou D2) de Métribuzine, I’apport énergétique quotidien chez les rats
expérimentaux est significativement diminué chez les rats males et femelles. Chez les rats
experimentaux (males ou femelles) traités par le Mancozébe, 1’apport énergétique quotidien est
significativement plus faible comparé a celui des rats témoins. La valeur la plus faible est obtenue

avec la dose D2 du Mancozebe.
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I1.2. Parametres biochimiques sanguins

I1.2.1. Teneurs sériques en glucose, en urée et en créatinine chez les rats témoins et les rats
traités par la Métribuzine ou par le Mancozebe (Tableau 11)

I1.2.1.1. Teneurs sériques en glucose chez les rats témoins et les rats expérimentaux
(Tableau 11)

Les rats expérimentaux (males ou femelles) traités par la D1 ou la D2 de Métribuzine présentent
une augmentation significative du taux sérique de glucose par rapport a leurs témoins respectifs.
Cette augmentation est similaire chez les rats males et femelles recevant la dose D1 ou D2.
Cependant, les rats expérimentaux (méales ou femelles) recevant la dose D1 du Mancozébe ne
montrent aucune variation significative des teneurs sériques en glucose comparées aux valeurs de
leurs témoins respectifs.

La dose D2 du Mancozebe entraine une augmentation significative du taux sérique de glucose chez

les rats expérimentaux males ou femelles par rapport aux autres lots de rats.

I1.2.1.2. Teneurs sériques en urée et en créatinine chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Tableau 11).

Quelque soit la dose testée de Métribuzine chez les rats expérimentaux (males ou femelles), les
teneurs sériques en créatinine et en urée sont significativement augmentées par rapport a leurs rats
témoins.

La dose D2 de Métribuzine entraine une augmentation des teneurs sériques en urée et en créatinine
plus importante que la dose D1, aussi bien chez les rats méles que chez les rats femelles.

Par ailleurs, les teneurs sériques en créatinine et en urée ne varient pas significativement entre les
rats experimentaux recevant la dose D1 du Mancozebe et les rats témoins des deux sexes.
Cependant, la dose D2 du Mancozebe provoque une augmentation significative des teneurs sériques

en urée et créatinine chez les rats males et femelles par rapport aux autres lots.

I1.2.2. Teneurs en cholestérol (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et les
rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 10 et 11; Tableau A4 en annexe)
I1.2.2.1. Teneurs en cholestérol (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et les
rats traités par la Métribuzine (Figure 10)

Les teneurs sériques en cholestérol chez les rats traités par la Métribuzine varient significativement
entre les différents lots.

Les teneurs en cholestérol sérique sont augmentées significativement chez les rats traités par la

Métribuzine aux deux doses (D1 ou D2) comparees aux valeurs obtenues chez leurs rats témoins.
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Tableau 10. Poids corporel et consommation alimentaire chez les rats témoins et les rats traités par la

Métribuzine ou le Mancozebe

o Rats males Rats femelles
Métribuzine P

(ANOVA)
Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

Poids
corporel (g) 366+10,76°  307+19,57° 296+18,53°  296+11,53°  236+6,98° 233+4,35° 0,006

Nourriture  28+1,09% 21,40£1,30° 20,45+2,02° 22,63+1,21° 19,88+0,62° 18,75+1,32° 0,01
ingérée
(g/j/rat)

Apport 99,56+3,33% 7556+4,55° 72,20+3,24° 80,80+3,75° 70,17+#3,11° 67,27+2,88¢ 0,01
énergetique
(Kcall/j/rat)

Mancozébe

Poids
corporel (g)  366+10,76% 284+1250°  239+10,659 296+11,53° 257+10° 217+10,70°  0,0001

Nourriture
ingérée 28+1,09° 20+1,04°¢ 14,50+1,54° 22,63+121° 16,08+1,32¢ 12,61+1,21° 0,001
(g/j/rat)

Apport
énergétique  99,56+3,33%  70,5044,43°  52+4,25° 80,80+3,75" 56,64+3,11%  44,50+4,44°¢ 0,001
(Kcall/j/rat)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).
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Tableau 11.Teneurs sériques en glucose, en urée et en créatinine chez

traités par la Métribuzine ou le Mancozébe

les rats témoins et les rats

o Rats males Rats femelles
Métribuzine P
(ANOVA)
Témoins D1 D2 Témoins D1 D2
Glucose (g/L)
1,13+0,18°  2,25+0,21%  2,50+0,23*°  1,17+0,16° 2,07+0,16°  2,02+0,13° 0,006
Urée (g/L)
0,2440,02¢  0,57+0,03°  0,67+0,03% 0,21+0,01¢ 0,44+0,03°  0,59+0,03° 0,004
Créatinine
(mg/L) 14+1,11°¢ 30+£154°  42+2,07° 12,23+152%  50+2,31° 40+1,66° 0,006
Mancozébe
Glucose (g/L)
1,13+0,18° 1,28+0,14°  1,67+0,11*  1,17+0,16° 1,15+0,14°  1,89+0,13% 0,01
Urée (g/L)
0,24+0,02°  0,27£0,03° 0, 62+0,03% 0,21+0,01° 0,25+0,04°  0,58+0,03% 0,01
Créatinine
(mg/L) 14+1,11° 15+1,14°  26,24+2,31% 11,23+1,52¢ 11,65+1,03° 24,14+1,63* 0,01

Chague valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;

D2: DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2: DL50/100(50 mg/kg/j).

Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des

moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette

analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les

moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes (P< 0,05).
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Figure 10. Teneurs en cholestérol (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apreés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk),
la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA
a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux
a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement

différentes (P < 0,05).
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L’augmentation des teneurs en cholestérol sérique est similaire aussi bien chez les rats males que
chez les rats femelles.

Les teneurs en cholestérol des VLDL ne varient pas significativement entre les rats expérimentaux
recevant la dose D1 de Métribuzine et les rats témoins des deux sexes. Par contre, chez les rats
traités par la dose D2 de Métribuzine, les teneurs en cholestérol des VLDL sont significativement
augmentées par rapport aux autres lots.

Par ailleurs, les teneurs en cholestérol des LDL des rats traités par la Meétribuzine sont
significativement augmentees chez les rats expérimentaux comparés aux témoins, quelque soit la
dose utilisée.

Chez les rats traités par la Métribuzine et quelque soit la dose D1 ou D2, les teneurs en cholestérol

des HDL ne varient pas significativement aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles.

I1.2.2.2. Teneurs en cholestérol (g/L) des lipoprotéines chez les rats témoins et les rats traités
par le Mancozebe (Figure 11)

Les teneurs en cholestérol des rats traités par le Mancozeébe sont significativement différents. Les
teneurs en cholestérol sérique ne varient pas chez les rats traités par la dose D1 de Mancozebe par
rapport a leurs rats témoins.

Cependant, une augmentation significative des teneurs sériques en cholestérol est notée chez les
rats males et femelles traités par la dose D2 du Mancozebe par rapport aux autres lots de rats.

Les teneurs en cholestérol des VLDL ne varient pas significativement chez les rats males et
femelles traités par la dose D1 du Mancozébe comparés a leurs témoins.

Par contre, la dose D2 du Mancozebe entraine une augmentation significative dans les teneurs en
cholestérol des VLDL par rapport aux autres lots de rats.

Les teneurs en cholestérol des LDL ne varient pas chez les rats males et femelles traités par le
Mancozebe guelque soit la dose utilisé (D1 ou D2).

Les teneurs en cholestérol au niveau des HDL chez les rats méles et femelles traités par la dose D1
du Mancozebe sont similaires a celles des rats témoins.

Par contre, la dose D2 du Mancozébe entraine une chute significative des teneurs en cholestérol des

HDL par rapport autres lots de rats.
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Figure 11.Teneurs en cholestérol (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par le Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes
(P <0,05).
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I1.2.3. Teneurs en Triglycérides (g/L.) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par la Métribuzine ou le Mancozébe (Figures 12 et13; Tableau A5 en annexe)

I1.2.3.1. Teneurs en Triglycérides (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins
et les rats traités par la Métribuzine (Figure 12)

Chez lez rats traités par la Meétribuzine, les teneurs sériques en triglycérides varient
significativement entre les différents lots.

Les teneurs en triglycérides sériques sont significativement augmentées chez les rats males et
femelles traités par rapport aux rats témoins quelque soit la dose testées. La dose D2 entraine une
augmentation beaucoup plus importante que celle de la dose D1.

Quelque soit la dose testée de la Métribuzine, une augmentation hautement significative des teneurs
en triglycérides des VLDL est notée chez les rats males et femelles. Cette augmentation entrainée
par la Métribuzine est dose-dépendante, aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles.
Par contre, aucune variation n’a été observée dans les teneurs en triglycérides des LDL et des HDL
chez les rats males et femelles traités par les deux doses (D1 ou D2) de Métribuzine par rapport a

leurs rats témoins.

11.2.3.2. Teneurs en triglycérides (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par le Mancozébe (Figure 13)

Les teneurs sériques en triglycérides varient significativement entre les différents lots.

La dose D1 du Mancozébe utilisée chez les rats males et femelles n’entraine aucune variation dans
les teneurs sériques en triglycérides par rapport a leurs témoins.

Par contre, la dose D2 du Mancozébe entraine une augmentation significative dans les teneurs en
triglycérides sériques comparées aux valeurs obtenues chez les rats témoins.

Chez les rats traités par la dose D1 du Mancozébe, les teneurs en triglycérides des VLDL ne
présentent aucune variation par rapport aux rats témoins.

Cependant, la dose D2 du Mancozebe entraine une augmentation significative des teneurs en
triglycérides des VLDL par rapport a leurs témoins. Cette augmentation est similaire chez les lots
de rats méles et les lots de rats femelles.

Aucune variation n’est observée dans les teneurs en triglycérides des LDL et des HDL chez les rats
traités par la dose D1 du Mancozébe par rapport aux rats témoins.

Par contre, les teneurs en TG-LDL et en TG-HDL sont augmentées significativement chez les rats

traités par la dose D2 du Mancozébe par rapport aux témoins.
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Figure 12.Teneurs en triglycérides (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j). Apreés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk),
la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA
a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux
a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement
différentes (P < 0,05).



RESULTATS ET INTERPRETATION

< Sérum _Mancozébe
& = o5 VLDL
7] ~N 0 a a
0 )
2 = 06
O K ’
; = B Témoins
2 £ 04
[ (/]
= g. mD1
= o 02
.%" g mD2
l—
0 4
Males Femelles Males Femelles
LDL a

0,6

04 -

Triglycérides (g/1)

0,2 -

Triglycérides (g/1)

Males Femelles Males Femelles

Figure 13. Teneurs en triglycérides (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et
les rats traités par le Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j);

D2 :DL50/100(50 mg/kg/j). Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk),
la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA
a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux
a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement

différentes (P < 0,05).
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11.2.4. Teneurs en protéines (g/l) des lipoprotéines chez les rats témoins et les rats traités par
la Métribuzine ou le Mancozebe (Tableau 12)

I1.2.4.1. Teneurs en proteines (g/l) des lipoprotéines chez les rats témoins et les rats traités par
la Métribuzine (Tableau 12)

Les teneurs en protéines des VLDL et des LDL chez les rats méales et femelles traités par la dose
D1 de Métribuzine ne présentent aucune variation par rapport aux rats témoins. Cependant, les
teneurs en protéines au niveau des VLDL et des LDL sont augmentées significativement chez les
rats traités par la dose D2 par rapport aux rats témoins.

Les teneurs en protéines des HDL chez les rats traités par la Métribuzine a la dose D1 sont
similaires a celles des rats témoins

Cependant, les teneurs en protéines au niveau des HDL chez les rats traités par la dose D2 de

Métribuzine sont significativement diminuées par rapport aux valeurs chez les rats témoins.

11.2.4.2. Teneurs en protéines (g/l) des lipoprotéines chez les rats témoins et les rats traités par
le Mancozébe (Tableau 12)

Les teneurs en protéines des VLDL et des LDL ne varient pas chez les rats traités par les deux
doses du Mancozebe (D1 ou D2) comparés aux rats témoins.

Par ailleurs, les teneurs en protéines des HDL chez les rats traités par la dose D1 du Mancozebe
sont similaires aux valeurs obtenues chez leurs témoins.

La dose D2 du Mancozébe entraine une diminution significative du taux des protéines des HDL

chez les rats expérimentaux par rapport a leurs témoins.

I1.3. Poids et Paramétres biochimiques des organes.

I1.3.1. Effets des pesticides sur le poids des organes (Figures 14 et 15; Tableau A6 en annexe)
I1.3.1.1. Variation des poids des organes chez les rats témoins et rats traités par la
Métribuzine (Figure 14)

Les poids des organes chez les rats traités par la Métribuzine sont significativement différents de
ceux des rats témoins. La dose D1 de Meétribuzine chez les rats males et femelles ne provoque
aucune modification des poids des foies par rapport aux valeurs témoins. Cependant, la dose D2 de
Meétribuzine entraine une augmentation hautement significative des poids des foies par rapport aux
témoins.

La dose Dlet D2 de Metribuzine entraine une diminution significative des poids des muscles et des

tissus adipeux chez les rats expérimentaux par rapport aux rats témoins. Chez les rats males et
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Tableau 12. Teneurs

traités par le Métribuzine ou le Mancozébe

en proteines (g/L) des lipoprotéines chez les rats téemoins et les rats

Rats males Rats femelles
Métribuzine P
(ANOVA)
Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

VLDL (g/L)

0,37+0,02 0,44+0,06° 0,83+0,07° 0,38+0,05°¢ 0,43+0,05°¢ 1,29+0,06% 0,004
LDL (g/L)

0,32+0,05° 0,36+0,04° 0,85+0,06% 0,34+0,04° 0,35+0,02° 0,97+0,06% 0,01
HDL (g/L)

0,87+0,06° 0,86+0,06* 0,54+0,04° 0,91+0,07° 0,87+0,02° 0,52+0,03° 0,01

Mancozébe

VLDL (g/L)

0,3740,02 0,3940,03 0,36+0,04 0,35+0,03 0,38+0,05 0,37+0,06 0,156
LDL (g/L)

0,32+0,05 0,34+0,04 0,37+0,05 0,38+0,07 0,34+0,04 0,36+0,04 0,134
HDL (g/L)

0,87+0,06° 0,85+0,05% 0,47+0,03" 1,03+0,11° 0,91+0,07? 0,52+0,04° 0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j); D2: DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par
le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux & deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,

........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 14. Variation des poids des organes chez les rats témoins et rats traités par la
Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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femelles traités par la Métribuzine avec les deux doses (D1 ou D2), le poids de I’intestins reste
stable.

I1.3.1.2. Variation des poids des organes chez les rats témoins et rats traités par le Mancozebe
(Figure 15)

Les poids des foies et des muscles ne varient pas significativement entre les rats males et femelles
traités par la dose D1 du Mancozébe par rapport aux rats témoins.

La dose D2 du Mancozebe entraine une augmentation significative des poids des foies et une
diminution significative des poids des muscles par rapport aux valeurs témoins.

Chez les rats males et femelles traités par la dose D1 du Mancozébe, les poids des tissus adipeux
sont significativement diminués par rapport a leurs témoins respectifs.

La dose D2 du Mancozebe entraine aussi une chute significative des poids des tissus adipeux, plus
importante que celle provoquée par la dose D1.

Quelque soit la dose testée du Mancozébe (D1 ou D2), aucune variation des poids des intestins des

rats males et femelles n’est notée.

I1.3.2. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les différents
lots de rats traités par la Métribuzine ou le Mancozébe (Figures 16 et 17; Tableau A7 en
annexe)

I1.3.2.1. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par la Métribuzine (Figure 16)

Chez les rats traités par la dose D1 et D2 de Métribuzine, les teneurs en lipides totaux au niveau du
foie sont augmentées significativement et d’une maniére similaire que se soit chez les rats males
que chez les rats femelles comparées aux valeurs obtenues chez les témoins.

Les rats traités par la dose D2 de Meétribuzine ont des teneurs en lipides totaux hépatiques plus
importantes que celles obtenues avec la dose D1.

Les teneurs en lipides totaux au niveau du muscle et de I’intestin ne présentent aucune variation
chez les rats méales et femelles traités par la Métribuzine quelque soit la dose utilisée.

Les doses D1 et D2 de Métribuzine chez les rats méles et femelles entrainent une diminution des

teneurs en lipides totaux adipocytaires par rapport a leurs témoins respectifs.

11.3.2.2. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par le Mancozebe (Figure 17)
Les teneurs en lipides totaux au niveau des organes des rats males et femelles traités par le

Mancozebe varient significativement entre les différents lots.
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Figure 15. Variation des poids des organes chez les rats témoins et rats traités par le
Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5
mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables
(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin
de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c,d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).
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La dose D1du Mancozébe n’entraine aucune variation des teneurs en lipides totaux hépatiques et
musculaires aussi bien chez les rats méales que chez les rats femelles.

Par contre, les teneurs en lipides totaux hépatiques sont significativement augmentées chez les rats
males et femelles traités par la dose D2 du Mancozebe par rapport aux valeurs témoins.

Cependant, la dose D2 du Mancozebe provoque une chute significative des teneurs en lipides totaux
du muscle chez les rats males et femelles comparés a leurs témoins.

Les teneurs en lipides totaux au niveau du tissu adipeux des rats traités par la dose Dlet D2 du
Mancozébe sont significativement diminuées par rapport aux rats témoins.

Par ailleurs, les teneurs en lipides totaux intestinales ne présentent aucune variation quelque soit la

dose du Mancozebe utilisée.

I1.3.3. Teneurs en cholestérol total des organes chez les rats témoins et les rats traités par la
Meétribuzine ou le Mancozébe (Tableau 13)

I1.3. 3.1. Teneurs en cholestérol des organes chez les rats témoins et les rats traités par la
Métribuzine (Tableau 13)

Les doses D1 et D2 de Métribuzine chez les rats males et femelles entrainent une augmentation
significative des teneurs en cholestérol hépatique par rapport aux rats témoins ; cette augmentation
est plus importante avec D2.

Par ailleurs, aucune variation n’est observée dans les teneurs en cholestérol total des autres organes
(muscles, tissus adipeux et intestin) des rats males et femelles traités par les deux doses de
Meétribuzine.

I1.3. 3.2. Teneurs en cholestérol des organes chez les rats témoins et les rats traités par le
Mancozebe (Tableau 13)

Chez les rats traités par la dose D1 du Mancozebe, aucune modification des teneurs en cholestérol
total du foie n’est observée comparées aux valeurs obtenues chez les rats témoins.

Par contre, la dose D2 du Mancozebe entraine une élévation significative des teneurs en cholestérol
total hépatique chez les rats traités comparés aux témoins, quelque soit le sexe.

Pour les teneurs en cholestérol total au niveau du muscle et de 1’intestin chez les rats traités, aucune
variation n’est observée que se soit chez les rats males ou chez les rats femelles et quelque soit la
dose utilisée. Les teneurs en cholestérol total adipocytaires sont significativement diminuées chez
les rats males et femelles traités par les deux doses du Mancozebe (D1 ou D2) par rapport aux rats

témoins. La réduction est plus importante avec la dose D2 du Mancozebe.
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igure 16. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats

traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 17. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par le Mancozébe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes
(P <0,05).
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Tableau 13.Teneurs en cholestérol total des organes chez les rats témoins et les rats traités par le

Métribuzine ou le Mancozebe.

Métribuzine Rats males Rats femelles p
(ANOVA)
Témoins D1 D2 Témoins D1 D2
Foie (mg/g) N A
16+2,55¢  27+2,16 40,61+2,45° 16+1,23°  256+1,21° 38,56+2,16% 0,005
Muscle
(mglq) 3,85+0,27  3,72+0,46  3,38+0,56  3,28+0,25 3,64+0,47  3,48+0,56 0,138
Tissu
adipeux 9,85+0,46  9,02+1,06 9,80+0,92  10,81+0,49 9,98+0,23  10,25+1,34 0,204
(mg/g)
Intestin
(mg/g) 6,53+0,67 6,45+0,47 6,59+0,39  5,75+0,58 6 +0,53 5,84+0,44 0,142
Mancozebe
Foie (mg/qg)
16+2,55°  15+176°  29+2,18%  16+123°  15,67+1,15° 27,98+2,25° 0,01
Muscle
(mg/g) 3,85+0,27  3,99+0,23  3,71+0,29  3,28+0,25 3,64+0,22  3,25+0,23 0,127
Tissu
adipeux 9,85+0,46° 6,86+0,31¢ 5,04+0,25" 10,81+0,49" 7,23+054° 5,18+0,42° 0,002
(mg/g)
Intestin 6,53+0,67 6,58+0,52  6,79+0,66 5,75+0,58 5,86+0,62 5,96+0,76 0,136
(mg/g)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ; D2:
DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j). Aprés
vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les six
groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test
de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a,

b,c,d,........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).
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I1.3.4. Teneurs en triglycérides des organes chez les rats témoins et les rats traités par la
Meétribuzine ou le Mancozébe (Tableau 14)

I1.3.4.1. Teneurs en triglycérides des organes chez les rats témoins et les rats traités par la
Métribuzine (Tableau 14)

Les doses D1 et D2 de Métribuzine chez les rats méles et femelles entrainent une augmentation
significative des triglycérides hépatiques par rapport a leurs témoins respectifs ; cette augmentation
des triglycérides hépatiques est plus importante avec la dose D2 comparés a celle de la dose D1.
Par ailleurs, aucune variation n’est observée dans les teneurs en triglycérides musculaires et
intestinales chez les rats males et femelles traités par les deux doses de Métribuzine.

La dose D1 de Métribuzine chez les rats males et femelles entraine une chute significative des
triglycérides adipocytaires par rapport a leurs témoins respectifs.

La dose D2 de Métribuzine entraine aussi une diminution significative des teneurs en TG

adipocytaires plus importante que celle observée avec la dose D1.

11.3.4.2. Teneurs en triglycérides des organes chez les rats témoins et les rats traités par le
Mancozebe (Tableau 14).

Les doses D1 et D2 du Mancozebe chez les rats males et femelles entrainent une augmentation
significative des teneurs en triglycérides hépatiques par rapport a leurs témoins respectifs.

La dose D1 de Mancozébe chez les rats males et femelles n’entraine aucune variation des teneurs en
triglycérides musculaires par rapport a leurs rats témoins respectifs.

Cependant, les teneurs en triglycérides musculaires augmentent significativement chez les rats
males et femelles traités par la dose D2 du Mancozébe comparés aux autres lots de rats.

Les doses D1 et D2 du Mancozébe chez les rats méles et femelles entrainent une diminution
significative des TG adipocytaires comparés a leurs témoins respectifs ; variation plus importante
avec D2. Par ailleurs, aucune variation n’est observée dans TG intestinaux chez les rats males et

femelles traités par les deux doses du Mancozebe.

I1.3.5. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les rats temoins et les rats
traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 18 et 19; Tableau A8 en annexe)

I1.3.5.1. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par la Métribuzine (Figure 18)

Les teneurs en protéines totales au niveau du foie et du muscle chez les rats traités par la

Métribuzine sont significativement variables entre les différents lots.
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Tableau 14. Teneurs en triglycérides des organes chez les rats témoins et les rats traités par

la Métribuzine ou le Mancozebe.

Métribuzine Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

Foie (mg/g)
45+1,06 ° 66,05+1,60° 88,08+2,95° 36+1,57° 53,74+1,83° 86+2,24° 0,004

Muscle

(mg/g)
20,01+153 22,51+2,18 19,31+3,53 23,58+4,28 20,17+2,48 22,35+2,42 0,133

Tissu

adipeux X ]
(mg/g) 85,44+1,38% 58,3+1,43° 42+1,77°  85+1,39®  40,15+1,81° 33,61+1,55° 0,005

Intestin

mg/
( gg) 23,07+2,45 24,33+1,51 23,30+1,49 22,28+2,71 23,17+1,17 22,43+1,77 0,122

Mancozeébe
Foie (mg/g)
45+1,06°  74+121°  90,58+1,94° 36+157"7  6522+1,83% 81,58+1,12° 0,0001

Muscle

(mg/g) b b a b b a
20,01+1,53" 22,65+1,21° 39,4+2,40° 23,58+1,28° 21,87+1,64° 36,58+2,12° 0,004

Tissu

adipeux A . .
L i y i 1 l i 1 i L 1 i L i l )
(mglg) 85,44+1,38" 69+1,62 50,83+1,95° 85+1,39° 62,6+1,65° 51+1,36 0,001

Intestin

mg/
( gg) 23,07+2,45 25,71+4,33 24,38+3,17 22,28+2,71 24,17+2,17 22,6+2,31 0,245

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2: DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <

0,05).
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Les teneurs en protéines hépatiques augmentent significativement chez les rats traités par les doses
D1 et D2 de Métribuzine par rapport aux rats témoins. Cet effet est plus marqué avec D2.

Une chute hautement significative des teneurs en protéines musculaires est notée chez les rats
males et femelles traités par les deux doses (D1 et D2) de Métribuzine comparées aux valeurs
obtenues chez les rats témoins. Cette chute est plus importante chez les rats traités par la dose D2
plus que celle observée avec la dose D1.

Les teneurs en protéines totales adipocytaires et intestinales ne varient pas chez les rats males et
femelles traités par les deux doses (D1 et D2) de la Métribuzine.

I1.3.5.2. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par le Mancozébe (Figure 19)

Les teneurs en protéines totales au niveau des organes (foie, tissu adipeux et intestin) ne présentent
aucune variation significative suite au traitement par les deux doses (D1 ou D2) du Mancozébe.
Cependant, les teneurs en protéines musculaires sont significativement variables entre les différents
lots.

La dose D1 du Mancozéebe chez les rats males et femelles n’entraine aucun changement dans les
teneurs en protéines musculaires comparées aux valeurs observées chez leurs témoins respectifs.

Par contre, la dose D2 du Mancozebe entraine une chute significative des protéines musculaires

chez les rats traités comparés aux témoins, quelque soit le sexe.

11.4. Statut Oxydant/ Antioxydant

I1.4.1. Teneurs en vitamine C sérique et en glutathion érythrocytaire et activit¢ de I’enzyme
érythrocytaire catalase chez les rats témoins et les rats traités par la Métribuzine ou le
Mancozebe (Figures 20 et 21; Tableau A9 en annexe)

II. 4.1.1. Teneurs sériques en vitamine C chez les rats témoins et les rats expérimentaux
(Figures 20 et 21)

Les teneurs sériques en vitamine C chez les rats des deux sexes traités par les deux doses de
Métribuzine (D1 et D2) sont significativement diminuées par rapport a leurs témoins respectifs.

La dose D1 du Mancozébe n’entraine aucun changement des teneurs sériques en vitamine C chez
les rats males et femelles comparés a leurs témoins respectifs.

Par contre, chez les rats traités par la dose D2 du Mancozebe, on a observé une diminution

significative des teneurs sériques en vitamine C par rapport a leurs témoins.



RESULTATS ET INTERPRETATION

Foie Métribuzine Muscle
?D 350 7 —
3 : g
£ 300 - tén
E 250 - 76’
8 200 - B Témoins T
0 0
: 150 - mD1 [
7]

£ 100 “D2 ¢
L 50 o
: 0
& o o

Males Femelles Males femelles

Tissu Adipeux Intestin
O )
W 25 W
£ £
n 0
9 9
® 1]
[ e L4
2 2
0 n
o o
£ =
\w ‘d)
] )
e e
a [

Males Femelles Males Femelles

Figure 18. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les
rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3
mg/kg/j); D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables
(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats méales et femelles
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin
de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).



RESULTATS ET INTERPRETATION

Fole Mancozébe Muscle

b - 6140 - a a
%zzoo 2
é ngO
© 150 - @100
g
(o] B Témoins =
k100 - P
g mD1 qc"
‘g = D2 ‘g
o 50 - <]
a a

0 ’ ~

. Males Femelles
Males Femelles
Tissu Adipeux _ Intestin
Cy 30 -

3 25 - oo
tén f._ 25 -
w20 S 20
(7] —
9 3
815 - Q5
e g
g 10 - £ 10 -
.g \3
\w o
‘S 5 1 E 5 _
a

0 - 0 -

Males Femelles Males Femelles

Figure 19.Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les rats
traités par le Mancozébe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes
(P <0,05).
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11.4.1.2. Teneurs en glutathion érythrocytaire chez les rats témoins et les rats expérimentaux
(Figures 20 et 21)

Chez les rats traités par les doses D1 et D2 de Meétribuzine, les teneurs en glutathion réduit sont
significativement diminuées par rapport a leurs témoins.

Chez les rats males et femelles traités par les deux doses (Dlou D2) du Mancozebe, les teneurs en
glutathion érythrocytaire sont significativement diminuées par rapport a leurs témoins respectifs.

11.4.1.3. Activité érythrocytaire de la catalase chez les rats témoins et les différents lots de
rats expérimentaux (Figures 20 et 21)

Les rats males et femelles traités par I'une des deux doses (D1 ou D2) de Métribuzine ou de
Mancozebe présentent une diminution trés significative des activités érythrocytaires de la catalase
comparées aux valeurs obtenues chez leurs rats témoins respectifs. Cette chute est beaucoup plus

importante avec la dose D2 pour les deux pesticides.

I1.4.2. Marqueurs du statut oxydant du plasma chez les rats témoins et les différents lots de
rats traités par la Métribuzine ou le Mancozébe (Figures 22 et 23; Tableau A10 en annexe).
I1.4.2.1. Teneurs plasmatiques en Malondialdéhyde (MDA) chez les rats témoins et les
différents lots de rats expérimentaux (Figures 22 et 23)

Les teneurs plasmatiques en Malondialdéhyde (MDA) sont significativement différentes chez les
rats traités par la Métribuzine et le Mancozébe.

Chez les rats méles et femelles traités par la Métribuzine ou par le Mancozébe et quelque soit la
dose utilisée (D1 ou D2), les teneurs plasmatiques en MDA sont significativement augmentées par
rapport a leurs témoins respectifs.

La dose D2 pour les deux pesticides entraine une augmentation du MDA chez les rats des deux

sexes plus importante que celle entrainée par la dose D1.

11.4.2.2. Teneurs plasmatiques en Protéines carbonylées chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figure 22 et 23)

Les rats males et femelles traités que se soit avec la Métribuzine ou le Mancozebe, et quelque soit la
dose testte D1 ou D2, présentent des teneurs plasmatiques en protéines carbonylées
significativement augmentées comparées aux valeurs témoins. L’effet est plus accentué avec la dose

D2.
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Figure 20. Teneurs en vitamine C sérique et en glutathion érythrocytaire et activité de
I’enzyme érythrocytaire catalase chez les rats témoins et les rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 21.Teneurs en vitamine C sérique et en glutathion érythrocytaire et activité de
I’enzyme érythrocytaire catalase chez les rats témoins et les rats traités par le Mancozébe.

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes

(P < 0,05).
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11.4.2.3. Teneurs plasmatiques en Diénes conjuguées (DIC) chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 22 et 23)

Les teneurs plasmatiques en diénes conjuguées chez les rats traités par la Métribuzine varient
significativement entre les différents lots.

Les teneurs plasmatiques en dienes conjuguées sont significativement augmentées chez les rats
traités par la Métribuzine aussi bien avec la dose D1 que la dose D2.

La dose D2 de la Métribuzine entraine une augmentation plus importante que celle de la dose D1
chez les rats males. Par contre, chez les rats femelles, I’augmentation des teneurs plasmatiques des
diénes conjuguées est similaire pour les doses D1 et D2 de Métribuzine.

Les teneurs plasmatiques en dieénes conjuguées ne varient pas chez les rats males et femelles traités

par le Mancozébe.

11.4.3. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les rats témoins et les rats
traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 24 et 25 ; Tableau A1l en annexe)
11.4.3.1. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) au niveau du foie chez les rats témoins et les
rats expérimentaux (Figures 24 et 25)

Les teneurs en Malondialdéhyde hépatique chez les rats traités par les pesticides et quelque soit la
dose utilisée (D1 ou D2) sont significativement augmentées par rapport a leurs rats témoins
respectifs. Pour les deux pesticides, la dose D2 entraine une augmentation plus importante que celle

entrainée par la dose D1.

11.4.3.2. Teneurs en Protéines carbonylées au niveau du foie chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 24 et 25)

L’analyse des Protéines Carbonylées (PC) hépatiques montre une augmentation significative,
quelque soit le type de pesticides utilisé (Métribuzine ou Mancozebe), et quelque soit la dose testée
(D1 ou D2).

Les doses D1 ou D2 de Métribuzine entrainent une augmentation similaire des teneurs en protéines
carbonylées hépatiques aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles.

Par contre, chez les rats males et femelles traités par la dose D2 du Mancozébe, les teneurs en
protéines carbonylées hépatiques sont plus élevées que les résultats obtenues chez les rats traites par
la dose D1.
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Figure 22.Marqueurs du statut oxydant du plasma chez les rats témoins et les différents lots

de rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 23 : Marqueurs du statut oxydant du plasma chez les rats témoins et les différents lots
de rats traités par le Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes
(P <0,05).
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I1.4.3.3. Teneurs en glutathion au niveau du foie chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 24 et 25)

Avec les deux types de pesticides, Métribuzine ou Mancozebe, et avec les différentes doses
utilisees (Dlou D2), les teneurs érythrocytaires en glutathion hépatique sont significativement

réduites par rapport aux valeurs obtenues chez les rats témoins.

11.4.4. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les rats témoins et chez les
rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 26 et 27 ; Tableau Al2en annexe)
I1.4.4.1. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) au niveau du muscle chez les rats témoins et les
rats expérimentaux (Figures 26 et 27)

Les teneurs en Malondialdéhyde musculaire sont significativement augmentées, quelque soit le type
de pesticide utilisé (Métribuzine ou Mancozebe) chez les rats males et femelles, et quelque soit la

dose testée (D1 ou D2) par rapport aux valeurs témoins.

11.4.4.2. Teneurs en Protéines carbonylées au niveau du muscle chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 26 et 27)

Les Protéines Carbonylées (PC) musculaires montrent une augmentation significative, quelque soit
le type de pesticide utilisé (Métribuzine ou Mancozebe ), et quelque soit la dose testée (D1 ou D2)

par rapport aux valeurs témoins.

I1.4.4.3. Teneurs en glutathion au niveau du muscle chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 26 et 27)

Avec les deux types de pesticides (Métribuzine ou Mancozébe) et avec les deux doses utilisées (D1
ou D2), les teneurs en glutathion musculaire n’ont subit aucun changement par rapport aux valeurs

obtenues chez les témoins.

I1.4.5. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les rats témoins et
différents lots de rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 28 et 29; Tableau
Al3)

11.4.5.1. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) au niveau de tissu adipeux chez les rats témoins
et les rats expérimentaux (Figures 28 et 29)

Les teneurs en MDA du Tissu Adipeux des rats males et femelles traités par les deux pesticides et
quelques soit la dose testée (D1 ou D2) sont significativement élevées par rapport a leurs témoins

respectifs.
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Figure 24.Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les rats témoins et les rats

traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j);
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 25.Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les rats témoins et les rats

traités par le Mancozébe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a
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Figure 26. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les rats témoins et les
rats traités par la Métribuzine.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 27. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les rats témoins et les

rats traités par le Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes

(P < 0,05).
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Figure 28.Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les rats témoins et
les rats traités par la Métribuzine

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 29.Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les rats témoins et
les rats traités par le Mancozebe.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes
(P <0,05).
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Quelque soit le pesticides utilisé, les teneurs en MDA du tissu adipeux sont augmentées
significativement avec la dose D2 plus que la dose D1 aussi bien chez les rats méales que chez les

rats femelles.

I1.4.5.2. Teneurs en protéines carbonylées au niveau de tissu adipeux chez les rats témoins et
différents lots de rats expérimentaux (Figures 28 et 29)

Les teneurs en Protéines Carbonylées (PC) du Tissus Adipeux sont augmentées significativement
quelque soit le type de pesticide utilisé (Métribuzine ou Mancozebe), et quelque soit la dose testée

(D1 ou D2) chez les rats traités versus témoins.

11.4.5.3. Teneurs en glutathion au niveau de tissu adipeux chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figures 28 et 29).

Pour les deux types de pesticides (Métribuzine ou Mancozébe) et avec les deux doses utilisées (D1
ou D2), les valeurs obtenues concernant les teneurs en glutathion du tissu adipeux ne présentent

aucune variation significative aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles.

I1.4.6. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de I’intestin chez les rats témoins et les rats
traités par la Métribuzine ou le Mancozebe (Figures 30 et 31; Tableau Al4 en annexe)

11.4.6.1. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) au niveau de I’intestin chez les rats témoins et
les rats expérimentaux (Figures 30 et 31)

Les teneurs en MDA de D'intestin chez les rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe et
quelque soit la dose utilisée D1 ou D2 sont significativement élevées par rapport aux valeurs
témoins. Les valeurs les plus élevées sont obtenues avec la dose D2 du Mancozebe.

I1.4.6.2. Teneurs en protéines carbonylées au niveau de I’intestin chez les rats témoins et les
rats experimentaux (Figures 30 et 31)
Les Protéines Carbonylées de I’intestin sont significativement augmentées chez les rats des deux

sexes traités par la Métribuzine ou le Mancozebe comparées aux valeurs obtenues chez les témoins.

11.4.6.3. Teneurs glutathion au niveau de Dintestin chez les rats témoins et les rats
expérimentaux (Figure 30 et 31)

Pour les deux types de pesticides Métribuzine ou Mancozeébe, et avec les différentes doses utilisées,
D1 ou D2, les valeurs obtenues concernant les teneurs en glutathion de I’intestin ne présentent

aucune variation significative aussi bien chez les rats méales que chez les rats femelles.
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Figure 30.Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de P’intestin chez les rats témoins et les
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Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2: DL50/100 (13 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,

significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 31. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de I’intestin chez les rats témoins et les

rats traités par la Mancozebe

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2:
DL50/100(50 mg/kg/j). Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a
un facteur. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes

(P < 0,05).
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DISCUSSION

Les recherches actuelles sur les pesticides, leurs effets et leurs modes d'utilisation est un enjeu
majeur de Santé Publique. Le recours aux pesticides en Algérie pour usage agricole est devenu
indispensable pour atteindre des niveaux de production maximaux et satisfaire une demande de plus
en plus accrue des consommateurs en produits alimentaires. Malheureusement, les produits
phytosanitaires utilisés en Algérie sont trés mal connus. De plus, les niveaux d’exposition de la
population générale sont difficiles a mesurer et ’impact sanitaire a long terme est mal connu.
L’exposition chronique des populations, méme a faible dose, serait la cause de 1’augmentation de
certains cancers, de troubles de la reproduction, de troubles du systeme nerveux, du comportement,
et d’effets endocriniens. La gestion des risques liés aux pesticides passe en premier lieu par
I’amélioration des connaissances des effets métaboliques de ces substances.

Afin de contribuer a ce sujet d’actualité, nous avons utilisé deux modeles expérimentaux, culture de
cellules in vitro et rat wistar in vivo, pour approfondir les recherches sur les effets de deux
pesticides largement utilisés en Algérie, le Mancozébe et la Métribuzine, a faibles doses.

L’¢tude in vitro porte sur I’évaluation des effets de différentes concentrations du Mancozébe
(fongicide) et de la Métribuzine (herbicide) sur les splénocytes de rats et sur les lymphocytes
humains T stimulés par un agent mitogéne (la Concanavaline A). Cette partie in vitro concerne
particuliérement les altérations d’ordre immunologique induites par les pesticides. En effet, les
pesticides sont capables d’agir sur le systéme immunitaire selon différents mécanismes incluant des
perturbations de la prolifération et du fonctionnement des cellules immunocompétentes, ou de la
sécretion des cytokines (Corsini et al., 2005; Filipov et al., 2005; Rowe et al., 2007).

Le suivi in vitro de la prolifération cellulaire et de la production des cytokines sont largement
utilisés et sont considérés comme des techniques indispensables afin de déterminer la réponse
immunitaire suite a ’exposition des cellules a différentes concentrations de pesticides.

L’effet immunomodulateur des pesticides peut se traduire par une immunosuppression ou par une
immunostimulation de la prolifération lymphocytaire et de la production des cytokines et/ou de
I’homéostasie entre les lymphocytes Thl (cellules a médiation immunitaire) et les lymphocytes Th2
(cellules a réponse humorale). De plus, pour certains auteurs, les pesticides peuvent induire une
augmentation des radicaux libres dans les lymphocytes provoquant un stress oxydatif intracellulaire
(Calviello et al., 2006).

Les lymphocytes T sont responsables de la réponse immunitaire cellulaire spécifique, qui vise a
détruire les cellules pathogenes, que ¢a soit des bactéries ou des cellules cancéreuses. La structure
globale des lymphocytes T est identiques, ils se distinguent par leurs TCR toujours accompagné du
cluster de différenciation CD3, ainsi que du CD4 ou du CD8 suivant le lymphocyte considéré. Les
TCR sont des récepteurs membranaires caractéristiques des lymphocytes T. Les clusters de

différenciation sont des molécules associées au TCR et ayant des fonctions completement
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différentes les uns des autres. Le complexe protéiqgue CD3, toujours associé au TCR, est
indispensable a I’expression du récepteur. Le CD4, protéine monomérique membranaire, est
exprimé par certains lymphocytes T (T-CD4). Le CD8, protéine hétéro-dimérique membranaire, est
aussi exprimé par certains lymphocytes (T-CD8). Les T-CD8 évoluent vers les lymphocytes
cytotoxiques, alors que les T-CD4 donnent les lymphocytes helper (Th ou auxiliaires) qui ont un
role de régulation de la réponse immunitaire adaptative par activation d’autres cellules
immunitaires. 1ls agissent par interactions cellules-cellules ainsi que par des cytokines. Les
lymphocytes Th activés presentent une hétérogénéité fonctionnelle, avec différents profils de
sécrétion cytokinique. Les lymphocytes Thl sécrétent majoritairement des cytokines pro-
inflammatoires, I’Interféron-gamma (IFN-y), la « Tumour Necrosis Factor — alpha » (TNF-a) et
I’Interleukine 2 (IL-2) et induisent les réponses immunes cellulaires les plus efficaces contre les
virus et bactéries. Les Th2, avec une sécrétion majoritaire d’IL-4, IL-5 et IL-13, soutiennent la
différentiation des lymphocytes B pour la production d’anticorps (Gor et al., 2003). La rate est un
organe lymphoide secondaire dont la pulpe blanche correspond a 1’association de plusieurs nodules
en amas de cellules du type des lymphocytes (splénocytes).

Dans I’étude in vitro, les lymphocytes totaux sont isolés a partir du sang d’hommes volontaires, et
les splénocytes totaux sont isolés a partir de rates de rats Wistar. L utilisation de la concanavaline
A, agent mitogene spécifique des lymphocytes T, permet d’activer seulement la prolifération des
cellules T.

Nos résultats montrent que le Mancozebe et la Métribuzine aux concentrations de 1 a 100 uM
présentent un effet immunomodulateur important sur les deux sous-types de lymphocytes Thl et
Th2. Cette immunomodulation est similaire aussi bien chez les lymphocytes humains que chez les
splénocytes de rats, avec une sensibilité plus importante observée avec les splénocytes (Medjdoub
etal., 2011).

La relation entre ces effets immunomodulateurs de ces pesticides et leur capacité de provoquer un
stress oxydatif intracellulaire est observée aux plus fortes concentrations (50 a 100 puM).

11 est important d’indiquer que les effets immunomodulateurs de ces deux pesticides et leurs effets
sur le statut oxydant/antioxydant des lymphocytes n’a pas été étudié ou documenté auparavant.

La prolifération lymphocytaire est significativement diminuée en présence du Mancozébe aussi bien
chez les lymphocytes humains que les splénocytes de rats; la plus forte immunosupression est
observée avec la plus forte concentration (100uM).

Le Mancozébe entraine une chute de la prolifération lymphocytaire d’une maniére dose-dépendante.
La prolifération des splénocytes de rats est plus sensible en présence du fongicide que les
lymphocytes humains. Ces résultats sont similaire a ceux obtenus dans d’autres cultures cellulaires

en présence de pesticides différents (Mehta et al ., 2008).
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En présence des pesticides dans la culture, 1’activation des lymphocytes a diminué malgré la
présence d’agents mitogénes (Bolognesi, 2003). Tsang et Trombetta . (2007) ont étudié I’effet du
Mancozebe sur les astrocytes en culture. 1ls ont observé une chute significative dans la prolifération
astrocytaire suite a un traitement au Mancozebe. Une autre étude menée par 1’équipe de Steiblen et
al. (2005), a montré que la sensibilité de la prolifération splénocytaire en présence de différents
poisons est plus élevée ou parfois égale a celles des lymphocytes humains.

Concernant 1’herbicide (la Métribuzine), on a remarqué que les faibles concentrations de 1 a 10 uM
provoquent une activation significative des proliférations lymphocytaires et splénocytaires.
Cependant, la Métribuzine, a des concentrations plus élevées (25-100 uM), entraine une chute de la
prolifération lymphocytaire. La chute de la prolifération lymphocytaire en présence de Métribuzine
est dose-dépendante. La Métribuzine est a la fois immunostimulatrice et immunosupréssive sur la
prolifération lymphocytaire. Notre étude a prouvé que le méme pesticide peut exercer les deux
effets (stimulation et suppression) dépendant de la dose testée. Cet effet tantdt stimulateur tantot
inhibiteur de la Métribuzine sur les lymphocytes humains et les splénocytes de rat peut étre
expliqué par 1’effet Hormese (Hormesis, mot en anglais), phénomene observé avec la courbe dose-
réponse. L’effet Hormeése a été défini comme la réponse des cellules a un effecteur, avec
stimulation a faibles doses et inhibition a des doses plus élevées. Ainsi, une molécule présentant un
effet Hormese est une molécule qui possede un effet opposé avec les faibles doses comparé a celui
avec les fortes doses du méme produit (Murado et VVazquez, 2007).

Dans notre étude, les effets des deux pesticides sur la production des cytokines in vitro sont
concomitants a ceux obtenus sur la prolifération des lymphocytes. En fait, nous avons mesuré les
différentes cytokines produites par les lymphocytes afin d’évaluer les propriétés fonctionnelles des
lymphocytes et le phénotype dominant par le rapport Th1/Th2.

La mesure de la production des cytokines est précédemment utilisée dans différentes études comme
un moyen efficace pour détecter la présence des différents types de lymphocytes, Thl ou Th2. Les
cellules Thl sont principalement responsables de la défense cellulaire par le phénomene de la
phagocytose, et ces cellules sont les effecteurs de I'immunité cellulaire, provoquant une réaction
d’hypersensibilité de type retardé et 1'inflammation chronique par l'intermédiaire des cytokines Th1
(IL-2, INFy). Les lymphocytes Th2 sont responsables de la défense immunitaire humorale avec
recrutement des éosinophiles, provoquant des réactions allergiques par 1’intermédiaire des cytokines
Th2 (IL4).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer I’effet inhibiteur exercé par le Mancozébe. Tout d'abord, le
Mancozeébe diminue d’une maniére dose-dépendante la production des IL-2 par les lymphocytes, ce
qui suggere que la suppression de la prolifération lymphocytaire est due a la réduction de la

production d'IL-2. Il est a noter que les IL-2 présentent un facteur puissant de la croissance et la
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maturation des lymphocytes T. La production des IL-4 et des INFy est également diminuée en
présence du Mancozébe. La diminution significative des IFNy peut augmenter le risque des
infections suite a une exposition aux pesticides. 1l ya une augmentation du rapport Th1/Th2 apres
I’exposition au Mancozebe.

Ainsi, nous avons noté que le Mancozebe induit une diminution de la production des IL-2, IFNy et
IL-4 par les lymphocytes, mais le rapport Thl/Th2 est augmenté proportionnellement aux doses
utilisées. Une réponse immunitaire de type Thl est donc dominante, reflétant probablement I'effet
inflammatoire du Mancozebe. Des études antérieures ont obtenus des réponses de type Thl ou Th2
en utilisant d'autres pesticides (Duramad et al ., 2006).

Une explication possible de la prédominance du phénotype Th1l plus que le Th2 dans nos cultures
cellulaires exposées au Mancozebe est liée a une augmentation de 1’apoptose dans les lymphocytes
Th2 par rapport a Thl. D’un autre coté, le Mancozebe peut induire une réduction de la prolifération
des lymphocytes T, des différences dans le taux de prolifération entre les lymphocytes Thl et Th2
qui peut se traduire par un déséquilibre du rapport Th1/Th2.

La Métribuzine induit une augmentation de la sécrétion des cytokines (IL-2, INFy, IL-4) par les
lymphocytes a de faibles concentrations, et une réduction de ces cytokines a des concentrations plus
élevées. La proportion des lymphocytes Thl par rapport a Th2 n'est pas affectée par la Métribuzine
aux concentrations allant de 1 jusqu’a 50 uM. Toutefois, la Métribuzine a 100 uM entraine une
augmentation de la proportion de lymphocytes Thl par rapport aux Th2, montrant que les
lymphocytes humains et les splénocytes de rat exposés a une forte concentration de la Métribuzine
présentent une dominance du profil Thl. Un déséquilibre dans la production de cytokines a été
rapporté par plusieurs auteurs apres 1’exposition in vitro aux herbicides (Hooghe et al., 2000). 1l est
possible que la Métribuzine puisse agir directement sur les lymphocytes Th en induisant I’activation
et aussi I’inhibition de la prolifération lymphocytaire. Une fois activés, les Th meurent par
I’apoptose au lieu de proliférer. Les variations des taux des cytokines dans les surnageants des
cultures peuvent étre dues aux variations des sécrétions des cytokines par le méme nombre de
cellules, ou bien des variations du nombre de cellules sécrétrices ou par les sous-populations de
différentes cellules.

Plusieurs études ont montré que I’exposition chronique aux pesticides entrainent une suppression
des réponses immunitaires humorales, associée a une augmentation de la libération des radicaux
libres (Calviello et al., 2006; Li et Kawada, 2006; Antherieu et al., 2007). Les pesticides
provoquent un stress oxydatif qui peut étre considéré comme la cause principale de
I’immunotoxicité observée avec ces molécules (Banerjee et al., 2001). Le Mancozebe entraine des

altérations du systeme antioxydant des astrocytes en culture (Calviello et al., 2006).
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Dans le méme sens, les résultats de notre travail montrent I’existence d’un stress oxydant
intracellulaire qui se manifeste par une augmentation des taux en hydroperoxydes et en protéines
carbonylées, et une chute significative des teneurs en glutathion réduit (GSH) dans les lymphocytes
et les splénocytes exposées au Mancozebe. Ce fongicide entraine des variations dose-dépendantes
sur le statut redox des lymphocytes.

Cette augmentation des marqueurs du stress oxydatif suite au traitement par le Mancozebe est
similaire a celle obtenue chez les rats traités par ce fongicide (Calviello et al., 2006; Sakr et al.,
2007).

Par ailleurs, une augmentation significative des activités des enzymes antioxydantes est entrainée
par ce pesticide. Le Mancozebe induit une augmentation de Dactivité de la catalase aux
concentrations de 5 a 100 uM et une augmentation de 1’activité de la superoxyde dismutase (SOD)
a 100 pM.

La Métribuzine provoque un stress oxydant intracellulaire seulement aux concentrations dépassants
les 25 uM. L’augmentation des activités enzymatiques peut étre en relation avec la présence du
stress oxydatif intracellulaire, notamment a des concentrations fortes. Cependant, 1’augmentation de
I’activité des enzymes antioxydantes (CAT et SOD) peut présenter une réponse adaptative au stress
oxydatif entrainé par les pesticides.

Le statut oxydant/antioxydant des lymphocytes et des splénocytes présente une sensibilité équitable
en présence des deux pesticides étudieés.

Plusieurs études ont suggéré que I’exposition des cellules aux especes oxygénées (EOR) peut étre la
cause des dommages au niveau de I’ADN (Bolognesi et al., 2003; Calviello et al., 2006). La
formation des micronoyaux (marqueurs des dommages cytogénétiques) au niveau des cellules
exposées aux pesticides est prouvée par plusieurs chercheurs (Bolognesi et al., 2003; Carfi et al.,
2007).

Le test des micronoyaux a été proposé pour détecter les dommages génétiques induits par les
substances chimiques. Ce test est basé sur la numération d'entités nucléaires, les micronoyaux,
présents dans le cytoplasme des cellules en interphase et dont le diamétre est inférieur au tiers du
diameétre du noyau principal (Fenech et al., 2003). Les micronoyaux sont constitués de fragments de
chromosomes ou de chromosomes entiers qui, lorsqu'ils ne sont pas inclus dans les noyaux inter
phasiques, forment un noyau distinct. Ces entités chromosomiques sont des fragments acentriques
(c’est a dire dépourvus de centromére) ou des chromosomes entiers non rattaches au fuseau
mitotique et perdus au cours de la mitose. Les mécanismes d'apparition des micronoyaux peuvent
étre regroupés en effet clastogéne d'une part et effet aneugene d'autre part. La clastogenése est
associee a la production de fragments acentriques, l'aneugenese est associée a la perte de

chromosomes, le plus souvent par altération de I'appareil mitotique.
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L’essai in vitro des micronoyaux permet donc de détecter I’activité des pesticides dans des cellules
ayant effectué une mitose pendant ou aprés I’exposition a la substance étudiée, ces cellules étant
binucléées.

Dans notre étude, le Mancozébe et la Métribuzine aux concentrations de 50 a 100 UM entrainent
une augmentation significative des fréquences des micronoyaux au niveau des lymphocytes
humains et des splénocytes de rats. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bolognesi et al.
(2003) et Ardito et al. (1996) qui ont utilisé des pesticides différents mais a des concentrations
similaires a celles utilisées dans notre travail. Ces auteurs ont monté une augmentation significative
de I’apparition des micronoyaux seulement aux plus fortes concentrations. Nos résultats confirment
donc I’effet mutagéne des deux pesticides a fortes concentrations, mais ce test ne permet pas de
connaitre le mécanisme intime de l'action génotoxique puisque la distinction entre les effets
clastogenes et aneugenes est impossible par cette méthode.

La deuxiéme partie de ce travail consiste en une étude in vivo afin d’analyser, chez des rats blancs
de souche Wistar males et femelles, les effets d’une exposition chronique de deux mois aux deux
pesticides, Mancozébe et Métribuzine, a des concentrations faibles. La plupart des études
ultérieures utilisent des doses relativement fortes et les effets a faibles doses sont moins bien décrits.
Dans notre étude, les rats expérimentaux (males et femelles) ont regu les pesticides par gavage (1
jour/2) a différentes doses (dose 1= 1,3 mg/kg/j et dose 2= 13 mg/kg/j pour la Métribuzine, 5
mg/kg/j et 50 mg/kg/j pour le Mancozébe) pendant 60 jours. Les premiers parametres étudiés
concernent les variations du poids de I’animal et de 1’ingestion de nourriture. Sandford et al. (1986)
et Wallace et al. (1990) ont établi qu’une perte de poids significative peut étre I’un des signes de
détérioration de 1’état de I’animal le plus important reflétant un changement dans I’ingestion de
nourriture. Une perte de poids dans ces circonstances doit toujours étre évaluée par rapport a
I’animal témoin approprié.

Dans notre étude, les variations du poids corporel sont déterminées chez les rats témoins (recevant 1
jour/2 par gavage de I’huile d’olive) et chez les rats expérimentaux (recevant 1 jour/2 par gavage
I’huile d’olive contenant les pesticides testés) et sont notées quotidiennement le matin a la méme
heure. Nos résultats montrent que les rats témoins présentent une croissance normale durant la
période d’expérimentation (60j). Quelque soit le pesticide testé, les rats males et femelles
expérimentaux montrent une perte de poids corporel. La dose D1 de Meétribuzine entraine une
réduction de poids corporel similaire a celle de la dose D2 chez les rats méles et femelles comparés
a leurs témoins respectifs. Par contre, la chute de poids entrainée par le Mancozeébe est plus
importante avec la D2 par rapport & la D1. Ces résultats montrent que le fongicide a un effet dose-
dépendant aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles. Bhardwaj et al. (2010) ont mené

une éetude chez des rats femelles traités par I’imidaclopride qui ont aussi montré une perte du poids
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corporel comparés a leurs témoins. Une autre étude a été menée chez des rats males Wistar qui ont
recu par voie orale le diuron [3 - (3,4-dichlorophényl) -1,1-diméthylurée], un herbicide qui a
entrainé une chute du poids corporel de ces animaux comparés a leurs témoins (Domingues et al.,
2011).

Cette diminution du poids corporel est due, selon OCDE (2000), a la perte des réserves graisseuses
et a une fonte musculaire chez I’animal lors d’une souffrance (GTPWOAUFSP, 2008).

La perte de poids est d'autant plus importante que la dose augmente. En général, la chute corporelle
est due en premier a une diminution de la masse grasse suivie de celle de la masse maigre. Elle
représente la consequence ultime d'un déséquilibre de la balance énergétique entre les apports qui
sont inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et al., 2007).

Dans notre travail, la perte de poids est associée a une réduction de la consommation alimentaire et
d’apport énergétique quotidien chez les rats ayant recu par gavage les pesticides. La réduction de la
consommation alimentaire et de I’apport énergétique est de plus en plus importante lorsque la dose
testée augmente et ceci concerne surtout le Mancozébe. Nos résultats montrent que la dose 1 et la
dose 2 de Métribuzine provoquent une diminution similaire de I'ingestion d'aliments chez les rats
expérimentaux males et femelles comparés a leurs témoins respectifs. Cette chute refléte aussi une
diminution significative de 1’apport énergétique quotidien chez les rats expérimentaux comparés a
leurs témoins. Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec Domingues et al. (2011). Pour
I’herbicide, les rats présentent une perte d’appétit, une réduction de la consommation alimentaire et
de ’apport énergétique quotidien qui se traduit notamment par une perte de poids plus importante
avec la dose 2 comparé a la dose 1. Ces signes peuvent étre des marqueurs fiables de souffrance
dans les études de toxicité. Plusieurs études ont mis en evidence le stress associé a une restriction
alimentaire produisant une perte de poids plus de 20 a 25 % chez le rat (Foltz et Ullman-Cullere
1999; OCDE, 2001).

D’un autre coté, les paramétres biochimiques sont étudiés dans les tests de toxicité des pesticides
(Manser, 1992). Les paramétres biochimiques varient lors d’un stress, de douleur ou de souffrance.
Dans les tests toxicologiques, ces variations sont liées a la perturbation de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien traduisant une hyperglycémie liée a [D’activation du systéme
orthosympathique, une augmentation du taux plasmatique de créatine kinase liée a une atteinte du
tissu musculaire, une diminution des B-lipoprotéines et du taux de cholestérol, ainsi qu’ une
augmentation de la concentration d’angiotensine, et de 1’activité de la rénine, liées a la stimulation
du systeme orthosympathique (Manser, 1992). Les résultats obtenus montrent que chez les rats
expérimentaux males et femelles traités par la dose D1 du Mancozebe, aucune variation
significative des teneurs sériques en cholestérol total (CT), en triglycérides (TG), et en glucose n’est

observée par rapport a leurs témoins respectifs. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
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Hariri et al. (2010) sur le Diazinon qui n’a pas entrainé des variations significatives concernant la
cholestérolémie et la triglycéridémie. Cependant, les deux doses (D1 et D2) de Métribuzine et aussi
la dose D2 du Mancozebe, entrainent une hypercholestérolémie, une hypertriglycéridémie, et une
hyperglycémie par rapport a leurs témoins. Ces résultats sont en accords avec les résultats de
Yousef et al. (2006) concernant 1’hypercholestérolémie, 1I’hypertriglycéridémie et 1’hyperglycémie
en utilisant un autre pesticide le Deltaméthrine par voie orale sur des rats adultes. Cetin et al.
(2010) ont aussi montré que le propetamphos induit une augmentation des TG et de la glycémie.
Ces résultats sont en faveur d’une modification du métabolisme des glucides et des lipides par les
pesticides.

Nos résultats montrent que les rats recevant la Métribuzine (D1 et D2) et le Mancozebe (D2)
présentent une augmentation des teneurs seriques en créatinine et en urée comparés a leurs témoins
respectifs. Ces résultats sont identiques a ceux obtenus par de nombreux auteurs (Yousef et al.,
2006; Domingues et al., 2011; Saafi-Bensalah et al., 2012). Les perturbations des taux sériques en
créatinine et en I'urée sont en relation avec un dysfonctionnement et une insuffisance rénale
chronique qui peuvent se traduire par une néphrotoxicité (Saafi-bensalah, 2012; Siddharth, 2012).
La néphrotoxicité liée aux pesticides peut se manifester par une insuffisance rénale chronique.
Cependant, la toxicité rénale aux pesticides testés dans notre étude n'a pas été documentée
précédemment. Certains pesticides ont montré également des effets toxiques au niveau du rein. Le
diméthoate, les pesticides organochlorés (POC), et le phénobarbital (fongicide), largement utilisés
dans le domaine agricole sont connus pour leurs toxicités et leurs effets néphrotoxiques chez
plusieurs modéles expérimentaux. Le diméthoate administré aux rats méles pendant deux mois a
provoqué une insuffisance rénale et une néphrotoxicité se manifestant par des changements
histopathologiques dans les reins comme la réduction d’espace de Browman, dégénérescence
tubulaire, et une desquamation des cellules tubulaires accompagnées par une forte peroxydation des
lipides rénaux, une hypercréatinimie et une augmentation sérique d’urée (marqueurs de la fonction
rénale) (Saafi-bensalah, 2012). Par ailleurs, Ozcan et ses collaborateurs (2012) ont montré
également que la Warfarine est responsable des lésions tubulaires aigues chez les rats traités. Les
travaux de Siddharth et al. (2012) ont mesuré le taux sanguin des pesticides organochlorés chez des
patients atteints d’une insuffisance rénale chronique (IRC) comparés a des témoins sains et ont
observé un niveau trées élevé de [I'hexachlorocyclohexane, I'endosulfane, Ialdrine, le
dichlorodiphényldichloroéthyléne (DDE) dans le sang des patient atteints d’IRC. Ces résultats
peuvent étre en faveur d’une association positive et directe entre la présence des pesticides dans le
sang des patients et leur insuffisance rénale chronique.

La créatinine et 1’urée constituent d’excellents marqueurs de la fonction rénale, leur augmentation

ou leur diminution reflete un dysfonctionnement rénal. La créatinine est le meilleur marqueur de la
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fonction rénale. Elle est formée dans 1’organisme par déshydratation non enzymatique de la créatine
synthétisée par le foie et stockée dans le muscle. Un taux sérique élevé en créatinine (associé a un
taux élevé en urée) traduit une diminution de la filtration glomérulaire. L urée, un autre marqueur
reflétant la fonction rénale, provient de la destruction des protéines. Elle est entierement filtrée par
les glomérules. Son taux sanguin reflete le fonctionnement global des reins. Dans notre étude, le
Mancozébe a la dose D1 ne provoque pas de variations des taux sériques en créatinine et en urée
chez les rats males et femelles traités par rapport a leurs témoins respectifs, ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Hariri (2010). Par contre, les deux doses de la Métribuzine, et la D2
du Mancozébe ont provoqué chez les rats males et femelles une augmentation sérique de ces
parametres comparés a leurs temoins respectifs. Nos résultats sont en accord avec plusieurs études.
Domingues et al. (2011) ont testé par voie orale 1’effet du diuron [3 - (3,4-dichlorophényl) -1,1-
diméthylurée], un herbicide sur des rats males Wistar, ce qui a entrainé une hypercréatinémie et une
augmentation du taux sériques en urée. Les mémes résultats sont obtenus par Saafi-bensalah et al.
(2012), Yousef et al. (2006) et Cetin et al. (2010). Il ressort que la Métribuzine et le Mancozebe
provoquent chez les rats males et femelles une toxicité dose-dépendante de la fonction rénale.

Les perturbations biochimiques induites par les pesticides concernent aussi les teneurs en
cholestérol et en triglycérides dans les fractions lipoprotéiques.

Les rats males et femelles traités par les deux pesticides a la dose DI n’ont présenté aucune
variation des teneurs en cholestérol des VLDL (CH-VLDL). Cependant, la dose D2 et pour les deux
pesticides induit une augmentation significative des teneurs en CH-VLDL chez les rats des deux
sexes comparés a leurs témoins respectifs. Les deux pesticides utilisés dans notre étude entrainent
des modifications dose-dépendantes des teneurs du CH-VLDL. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Kalender (2005) qui a testé I’effet du Diazinon (insecticides organophosphoré) par voie
orale chez des rats males Wistar. Ce pesticide a provoqué une augmentation des teneurs en CH-
VLDL. Les mémes résultats sont obtenus par Kozlowska et al. (1988) sur des rats intoxiqués par le
dichlorvos (DDVP).

Les teneurs en cholestérol des LDL (CH-LDL) chez les rats males et femelles traites par la
Meétribuzine (D1 et D2) sont significativement augmentées comparés a leurs témoins respectifs. Ces
résultats sont en accord avec 1’é¢tude d’Ibrahim et EI-Gamal. (2003) qui ont travaillé sur les rats
Albinos qui recoivent par voie orale le Diazinon (insecticide organophosphoré), ce qui a entrainé
une augmentation significative des teneurs en CH-LDL comparés aux témoins. Cependant, les
teneurs en CH-LDL ne présentent aucune variation significative chez les rats males et femelles
traités par les deux doses du Mancozebe comparés a leurs rats témoins respectifs.

Les teneurs en cholestérol des HDL (CH-HDL) ne présentent aucune variation significative chez les

rats males et femelles traités par la Métribuzine comparés a leurs rats témoins respectifs. Alors que
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chez les rats males et femelles traités par la dose D1 du Mancozebe, les teneurs en CH-HDL sont
similaires a celle de leurs témoins respectifs, la dose D2 du Mancozebe entraine une chute
significative des teneurs en CH-HDL chez les rats des deux sexes. Le Mancozebe présente un effet
dose-dépendant sur les teneurs en CH-HDL. Ces résultats concordent avec ceux d’Ibrahim et El-
Gamel. (2003) ou le Diazinon a provoqué une chute significative des teneurs en CH-HDL.

Les doses D1 et D2 de la Métribuzine chez les rats méles et femelles entrainent une augmentation
significative des teneurs en triglycérides des VLDL (TG-VLDL) comparés a leurs témoins
respectifs. Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus par Kozlowska (1988). L’augmentation
des teneurs en TG-VLDL est plus importante avec la dose D2 que la dose D1, la Métribuzine a
donc un effet dose —dépendant sur les teneurs en TG-VLDL.

La dose D1 du Mancozébe n’entraine aucune variation des teneurs en TG-VLDL chez les rats
expérimentaux comparés a leurs témoins. Cependant, la dose D2 du Mancozébe entraine une
augmentation significative des teneurs en TG-VLDL, ce qui va dans le méme sens que les résultats
obtenus par Kozlowska (1988). Le Mancozébe possede aussi un effet dose-dépendant sur les
teneurs en TG-VLDL.

Les teneurs en TG-LDL et en TG-HDL n’ont pas changé chez les rats traités par la Métribuzine
(D1 et D2) et aussi par la dose D1 du Mancozébe, ce qui est en accord avec les résultats obtenus
avec un autre pesticide (Ibrahim et El-Gamal, 2003). Par ailleurs, le Mancozebe a la dose D2
entraine une augmentation significative des teneurs en TG-LDL et en TG-HDL, résultats en accord
avec ceux obtenus par Kozlowska (1988).

Les teneurs en apoprotéines totales des lipoprotéines reflétent en général le nombre de particules
circulantes. La Métribuzine entraine une élévation des teneurs en protéines (PT) des VLDL et LDL
et une diminution des PT-HDL chez les rats des deux sexes. Le Mancozebe induit une réduction des
PT-HDL mais pas de modification des PT-VLDL et PT-LDL. Ainsi, les deux pesticides entrainent
des modifications qualitatives et quantitatives des lipoprotéines qui peuvent étre en relation avec
des altérations du métabolisme lipoprotéique touchant les enzymes ou les organes impliques dans ce
métabolisme.

Les effets des pesticides sur les organes sont aussi mis en évidence dans notre travail. Nos résultats
montrent que quelque soit le pesticides testé avec la dose D1, les rats males et femelles ne montrent
aucune variation du poids du foie. Par contre, la dose D2 utilisée dans le cas des deux pesticides,
chez les rats méles et femelles, entraine une augmentation significative du poids du foie par rapport
a leurs témoins respectifs. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Yoshida et al. (2012)
qui ont mené une étude sur des rats Fischer traités par le cyflumétofone (un acaricide) qui a

entrainé une augmentation du poids du foie des rats expérimentaux.
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Cependant, les rats males et femelles traités par les doses D1 et D2 de Métribuzine présentent une
diminution significative du poids du muscle comparés a leurs témoins respectifs. Le Mancozebe
induit aussi des variations significatives du poids du muscle. La dose D1 n’entraine aucune
modification des poids du muscle alors que la dose D2 entraine une chute trés importante des poids
du muscle. Nos résultats montrent qu’avec les deux pesticides, le poids du muscle est
significativement diminué, et selon I’OCDE (2001) cette diminution est relative a la diminution de
I’appétit des rats, qui se traduit par la perte des réserves graisseuse suivie par la fonte musculaire
chez le model animal en détresse.

En faveur avec la perte graisseuse, les doses D1 et D2 de Métribuzine ou de Mancozebe chez les
rats males et femelles entrainent une chute du poids du tissu adipeux comparé a leurs témoins
respectifs. Les deux pesticides entrainent alors une chute du poids du tissu adipeux parallele a la
perte du poids corporel observés chez les animaux expérimentaux.

Il faut aussi noter que les deux pesticides entrainent une augmentation des teneurs en lipides et
protéines hépatiques, une réduction des lipides et protéines musculaires et une diminution des
lipides du tissu adipeux, tres accentuées avec les doses élevées (D2). Ces anomalies correspondent a
1’état catabolique induit par les pesticides.

Concernant I’intestin, aucune variation du poids et des teneurs en lipides totaux et protéines n’est
observée, ceci suggéere que les deux pesticides n’influencent pas le métabolisme intestinal.
Néanmoins, seule une partie de I’intestin a été prélevée et il est donc difficile d’interpréter I’effet
des pesticides sur I’intestin.

La derniére partie de notre travail porte sur un concept important, le stress oxydatif, reconnu
aujourd’hui comme la base moléculaire de toutes les pathologies. Le stress oxydatif s’installe quand
la production des radicaux libres dépasse la capacité de la défense antioxydante. Les radicaux
libres font partie intégrante du fonctionnement de 1’organisme et jouent un role important. En
effet, les phénomeénes radicalaires sont impliqués dans la multiplication, la différenciation, la
croissance et le fonctionnement des différents types de cellules. Mais un désequilibre entre la
production intense et leur elimination peut engendrer un stress oxydant. Ce dernier peut
conduire a 1’altération des fonctions vitales de I’organisme (Myatt et Cui, 2004). Il est donc
important de connaitre le statut oxydant / antioxydant lors de I’exposition aux pesticides. C’est dans
cette optique que nous contribuons a déterminer les marqueurs du statut oxydant (malondialdéhyde,
protéines carbonylées et les diénes conjugués) et statut antioxydant (catalase, vitamines C,
glutathion réduit) au niveau du plasma, des érythrocytes et des organes chez les rats traités par les
pesticides. Plusieurs techniques ont été développées pour évaluer les marqueurs du statut Redox.

Le probleme de disposer de marqueurs spécifiques, sensibles, fiables et d’exécution analytique
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aisée, ainsi que le manque de standardisation et d’optimisation des méthodes, complique
I’interprétation des résultats.

Concernant, les marqueurs de la défense antioxydante, nous avons donc dosé, dans cette étude,
les taux sériques de Vitamine C, et les taux sériques et tissulaires en glutathion réduit (GSH).
Le glutathion est un tripeptide hydrosoluble, formé par la condensation d'acide glutamique, de
cystéine et de glycine : y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine. Le glutathion existe sous forme oxydéee
(GSSG) et réduite (GSH), et intervient dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme de la
cellule. Il intervient aussi dans un certain nombre de réaction de détoxication et d'élimination
d'especes reactives de I'oxygene. Pratiquement toutes les cellules contiennent du glutathion et il est
considéré comme le principal antioxydant cellulaire parce qu’il compléte I’action d’un grand
nombre d’autres antioxydants comme celle des vitamines C et E.

Nous avons aussi mesuré [’activité antioxydante de la catalase, enzyme qui catalyse la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne moléculaire. La catalase est un
antioxydant enzymatique largement distribué dans tous les tissus animaux, etsa plus forte
activité se trouve dans les globules rouges et le foie.

Nos résultats montrent que les teneurs sériques en Vitamine C chez les rats traités par les deux
pesticides, Métribuzine ou Mancozébe, sont significativement diminuées comparées aux valeurs
témoins. Cette chute est dose-dépendante et semble trés marquée par la dose D2. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus chez les rats males traités par le (2,2-dichlorophosphate de diméthyle)
dans I’étude d’Ajiboye. (2010) qui a montré une association positive et significative entre le
pesticide administré par voie orale et la diminution des teneurs sériques en Vitamine C.

Nos résultats montrent aussi que les teneurs sériques en GSH sont significativement diminuées chez
les rats traités par les deux pesticides comparés a leurs témoins. Ces résultats sont similaires a ceux
de Rajeswary et al. (2007) et de Ajiboye. (2010) qui ont utilisé d’autres pesticides et ont observé
une diminution considérable des teneurs sériques en GSH chez les rats traités. Ces résultats sont en
faveurs de l’existence d’un stress oxydatif avec consommation des antioxydants chez les rats
exposés aux pesticides.

Les activités des enzymes antioxydantes sont aussi modifiées chez les rats exposés aux pesticides.
La Métribuzine et le Mancozebe entrainent une réduction significative de 1’activité de la catalase
par rapport aux témoins. La dose D2 pour les deux pesticides entraine une chute de I’activité de la
catalase plus importante que celle obtenue avec la dose D1. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus chez les rats par d’autres auteurs (Sankar et al., 2012; Datta et al., 2010). Datta et al. (2010)
indiquent une diminution significative de 1’activit¢ de la catalase chez des rats traités par un
pesticide organophosphoré par rapport a leurs témoins. De plus, Sanka et al. (2012) ont montré que

le cyperméthrine administré par voie orale chez les rats entraine une diminution significative de
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I’activité de la catalase. En effet, face au stress oxydatif, les enzymes antioxydantes sont
consommees et inactivées, ce qui peut expliquer la réduction des activités érythrocytaires de la
catalase chez les rats traités par les pesticides. 1l est bien connu que face au stress oxydant qui
perdure, et produit de facon massive des radicaux libres et especes oxygénées toxiques, les enzymes
antioxydantes seront détruites et leurs concentrations chuteront (Delattre et al., 2005).

La peroxydation lipidique entraine la libération de plusieurs produits d’oxydation comme des dienes
conjugués et des aldéhydes qui, a fortes concentrations, s’aveérent toxiques pour les cellules. La
plupart de ces aldéhydes sont tres réactifs et peuvent étre considérés comme des seconds messagers
toxiques qui augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres. L’aldéhyde le mieux étudié
est le MDA, aldéhyde formé lors de la coupure des acides gras polyinsaturés possédant au moins
trois doubles liaisons (Esterbauer et al., 1989). Les teneurs plasmatiques en MDA chez les rats
traités par la Métribuzine ou le Mancozebe sont significativement augmentées comparés a leurs
témoins, ce qui est en faveur de I’augmentation de 1’oxydation lipidique en présence des deux
pesticides. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs (Siddharth et al.,
2012; Ajiboye , 2010; Kreiger et Loch-Caruso, 2001; Rajeswary, 2007). Cette augmentation est
plus importante avec la dose D2 que la dose D1.

L’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques, induite par les métaux (cuivre), est déterminée
par le suivi au cours du temps de la formation des dienes conjugués. La formation de ces derniers,
résulte du réarrangement des doubles liaisons éthyléniques des acides gras polyinsaturés (AGPI)
suite a I’abstraction radicalaire d’un hydrogéne malonique (Esterbauer et al., 1989). L’oxydation in
vitro des lipoprotéines est aussi considérée comme un marqueur du statut oxydant /antioxydant. Les
taux plasmatiques des diénes conjugués sont plus élevés chez les rats traités par la Métribuzine
comparées aux témoins, en faveur d’une formation accrue des produits de la peroxydation des
lipides. Ces données sont en accord avec celles obtenues par Ben Amara et al. (2012) et Ajiboye
(2012). Par contre, le Mancozebe n’entraine aucune variation des teneurs plasmatiques en Diénes
conjugués malgré I’augmentation des taux en MDA. Il est a noter que les diénes conjugués
représentent un marqueur trés instable de 1’oxydation des lipides, alors que les hydroperoxydes et le
MDA sont des paramétres plus stables.

Les protéines carbonylées sont considérées comme les marqueurs de 1’oxydation des protéines. Une
augmentation significative des teneurs en protéines carbonylées plasmatiques est observée chez les
rats traités compares aux témoins. Ces données sont en accord avec ceux de Siddharth et al. (2012).
On a remarqué que plus la dose augmente plus les teneurs plasmatiques en protéines carbonylées
augmentent et ceci de type dose-dépendant. Rappelons que les rats traités présentent une
hyperglycémie pendant toute 1’expérimentation, qui peut aussi induire la glycation et 1’oxydation

des protéines.
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Nos résultats montrent que 1’exposition chronique aux pesticides induit aussi un stress oxydatif au
niveau des organes.

Les teneurs hépatiques en MDA sont significativement augmentées chez les rats traités par la
Métribuzine et le Mancozébe. Cette augmentation est plus importante avec la dose D2 que la dose
DI1. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus avec d’autres pesticides qui ont révélé une
augmentation hépatique de la péroydation lipidique (Aboul-Soud, 2001; Sankar et al., 2012; Yang,
2012).

L’augmentation du MDA musculaire chez les rats traités par la Métribuzine ou par le Mancozebe
est en faveur de I’augmentation de I’oxydation des lipides au niveau du muscle. Les rats exposés a
la Métribuzine présentent une forte oxydation lipidique (MDA) au niveau du muscle comparés aux
rats exposes au Mancozebe.

Les teneurs adipocytaires et intestinaux en MDA sont significativement augmentées chez les rats
traités par la Métribuzine ou le Mancozeébe comparé a leurs témoins. Ainsi, le MDA est un
marqueur oxydant au niveau circulant et tissulaire lors de 1I’exposition aux pesticides.

De plus, chez les rats males et femelles traités par la Métribuzine ou le Mancozeébe, les teneurs
hépatiques, musculaires, adipocytaires et intestinales en protéines carbonylées sont
significativement augmentées comparées aux valeurs obtenues chez leurs témoins, avec un effet
dose-dépendant. Ceci confirme 1’existence d’un stress oxydatif tissulaire lors de 1’exposition auX
deux pesticides.

Concernant les teneurs hépatiques en GSH chez les rats traités par les pesticides, une chute
significative est notée comparée aux valeurs témoins. Ces resultats sont en accord avec ceux de
plusieurs auteurs (Ajiboye, 2010; Aboul-Soud, 2011; Ojha et Srivastava, 2012; Sankar et al., 2012).
Ojha et al. (2012) et Srivastava et al. (2012) ont mené une étude sur 1’influence des pesticides
organophosphorés sur le tissu hépatique et ils ont constaté une chute significative des teneurs
hépatiques en glutathion réduit comparées aux valeurs témoins.

Chez les rats traites par la Métribuzine ou le Mancozebe, aucune variation des teneurs musculaires
en GSH n’est observée. Ces résultats sont en désaccord avec ceux d’Ojha et Srivastava. (2012) ou
les teneurs en GSH musculaire sont significativement diminuées.

De plus, aucune modification des teneurs en GSH adipocytaire et intestinal n’est observée chez les
rats expérimentaux compares aux rats témoins.

Il apparait ainsi que les teneurs en GSH au niveau du muscle, tissu adipeux et intestin sont
maintenues normales alors que celles en GSH au niveau du foie sont réduites lors de 1’exposition
aux pesticides. Le foie est un organe trés impliqué dans les réactions de détoxification de

I’organisme et ceci peut expliquer la déplétion de ce tissu en GSH (considéré comme un
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antioxydant puissant) en présence d’un stress oxydatif. Il est possible que les pesticides agissent

comme des générateurs de radicaux libres altérant les systémes de défense des différents organes.
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Les pesticides posent un véritable probléeme de santé publique, a la fois pour les utilisateurs, mais
aussi pour la population générale. Il est maintenant établi que les populations fortement exposées
aient un risque accru de développer des déficits immunitaires. Par ailleurs, peu d’études établissent
le lien entre I’exposition aux pesticides et I’immunotoxicité.

L’évaluation des effets toxiques de pesticides est complexe car de nombreux paramétres sont a
considérer. Les atteintes chroniques dans lesquels les pesticides sont suspectés, ont été dénoncées
par de nombreux scientifiques. Cependant, les études de risques prévues pour tester les pesticides
sont insuffisantes pour objectiver leurs dangers potentiels, pour développer des politiques de
protection de ces dangers.

Ma these entre dans le contexte de I’analyse du risque constitué par les pesticides nécessitant de
prendre en compte la vulnérabilité du développement précoce et les implications a long terme d’une
programmation altérée sur le systeme immunitaire, le désordre métaboliques et le déséquilibre du
statut rédox.

Pour réaliser ce travail nous avons utilise comme modéle expérimental in vitro, les lymphocytes
humains et les splénocytes de rats considérée comme étant le modele le plus connu et classiqguement
utilisé pour déterminer I’immunotoxicit¢ de nouveaux produits chimiques, médicaments et
xénobiotiques.

Le premier résultat significatif de notre travail est que le Mancozebe et la Métribuzine présentent un
effet immunomodulateur important sur les deux sous-types de lymphocytes Thl et Th2. Cette
immunomodulation est similaire aussi bien chez les lymphocytes humains que chez les splénocytes
de rats, avec une sensibilité plus importante observée avec les splénocytes. Le Mancozebe entraine
une chute de la prolifération lymphocytaire d’une manié¢re dose-dépendante. Cependant, la
Métribuzine est a la fois immunostimulatrice et immunosupréssive sur la prolifération
lymphocytaire. Notre étude a prouvé gue le méme pesticide peut exercer les deux effets (stimulation
et suppression) dépendant de la dose testée.

Une réponse immunitaire de type Thl est donc dominante, reflétant probablement I'effet
inflammatoire du Mancozebe, contrairement a la Métribuzine qui présente une dominance du profil
Th1 sur les lymphocytes humains et les splénocytes de rat qui sont uniquement exposés a une forte
concentration de la Métribuzine.

Dans le méme sens, les résultats de notre travail montrent l’existence d’un stress oxydant
intracellulaire qui se manifeste par une augmentation des taux en hydroperoxydes et en protéines
carbonylées, et une chute significative des teneurs en glutathion réduit (GSH) dans les lymphocytes
et les splénocytes exposés au Mancozebe. Ce fongicide entraine des variations dose-dépendantes

sur le statut rédox des lymphocytes.
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Par ailleurs, une augmentation significative des activités des enzymes antioxydantes est entrainée
par ce pesticide. Le Mancozébe induit une augmentation de [I’activit¢é de la catalase aux
concentrations de 5 a 100 uM et une augmentation de 1’activité de la superoxyde dismutase (SOD)
a 100 pM.

La Métribuzine provoque un stress oxydant intracellulaire seulement aux concentrations dépassants
les 25 uM. L’augmentation des activités enzymatiques peut étre en relation avec la présence du
stress oxydatif intracellulaire, notamment a des concentrations fortes. Cependant, I’augmentation de
I’activité des enzymes antioxydantes (CAT et SOD) peut présenter une réponse adaptative au stress
oxydatif entrainé par les pesticides.

Le statut oxydant/antioxydant des lymphocytes et des splénocytes présente une sensibilité équitable
en présence des deux pesticides étudiés.

Nos résultats obtenus montrent que, le Mancozebe et la Métribuzine aux concentrations de 50 a 100
MM entrainent une augmentation significative des fréquences des micronoyaux, marqueurs des
dommages cytogénétiques, au niveau des lymphocytes humains et des splénocytes de rats.

Le second apport de nos travaux réside dans la démonstration des effets délétéres d’une exposition
chronique pendant deux mois aux deux pesticides, Mancozebe et Métribuzine, chez des rats blancs
de souche Wistar males et femelles, a des concentrations faibles. La plupart des études ultérieures
utilisent des doses relativement fortes et les effets a faibles doses sont moins bien décrits.

Les premiers résultats significatifs de notre étude in vivo montrent que les deux pesticides testés
induisent une chute de poids corporel des rats consécutive a une perte d’appétit et une réduction
d’apport énergétique quotidien. La réduction de la consommation alimentaire et de 1’apport
énergétique est de plus en plus importante lorsque la dose testée augmente et ceci concerne surtout
le Mancozébe. La chute du poids est associée a une diminution du tissu adipeux, une fonte
musculaire, a une hyperglycémie, une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie. Ces
altérations sont associees a une élévation des taux sériques de créatinine et d’urée reflétant chez les
rats males et femelles une toxicité dose-dépendante de la fonction rénale. De plus, ces perturbations
biochimiques induites par les pesticides concernent I’augmentation dose-dépendante des teneurs en
cholestérol et en triglycérides dans les fractions lipoprotéiques.

Il faut aussi noter que les deux pesticides entrainent une augmentation des teneurs en lipides et
protéines hépatiques, une réduction des lipides et protéines musculaires et une diminution des
lipides du tissu adipeux, tres accentuées avec les doses élevées. Ces anomalies correspondent a
1’état catabolique induit par les pesticides.

Concernant I’intestin, aucune variation du poids et des teneurs en lipides totaux et protéines n’est

observée, ceci suggére que les deux pesticides n’influencent pas le métabolisme intestinal.
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Une modification du statut oxydant / antioxydant est notée chez ces rats qui montrent une
augmentation des teneurs plasmatiques et tissulaires en malondialdéhyde (MDA), diénes conjugués
(DIC), protéines carbonylées (PCAR) et des marqueurs de 1’oxydation des lipoprotéines en faveur
d’un stress oxydatif évident. Les teneurs sériques en vitamine C et 1’activité de la catalase sont
réduites au niveau plasmatique, hépatique, musculaire et adipocytaire. Les teneurs en glutathion
réduit (GSH) sont significativement réduites au niveau sanguin chez les rats traités par les deux
types de pesticides. |l apparait que les teneurs en GSH au niveau du muscle, tissu adipeux et
intestin sont maintenues normales alors que celles en GSH au niveau du foie sont réduites lors de
I’exposition aux pesticides. Le foie est un organe trés impliqué dans les réactions de détoxification
de I’organisme et ceci peut expliquer la déplétion de ce tissu en GSH (considéré comme un
antioxydant puissant) en présence d’un stress oxydatif. Il est possible que les pesticides agissent
comme des générateurs de radicaux libres altérant les systemes de défense des différents organes.
La démonstration d’un lien de causalité entre 1’exposition aux pesticides et la présence d’un impact
sur la santé chez I’homme pourrait étre apportée par des études comparatives entre des populations
ayant une alimentation conventionnelle et biologique.

En réalité, de telles études sont trés difficiles a réaliser d’une fagon rigoureuse et controlée ; elles
nécessiteront un suivi assez prolongé (pendant plusieurs décennies ou générations) et I’implication
d’un grand nombre de personnes ayant des régimes alimentaires identiques mais comportant une
alimentation biologique ou des aliments conventionnels.

Au cours de ces trois années de these, nous avons pu associer des approches expérimentales in vitro
et in vivo afin d’aborder la problématique des effets de faibles doses de pesticides. Nous avons
montré que ces pesticides a des faibles doses sont capables d’exercer des effets in vitro et in vivo.
Cependant, les résultats de ces études ne peuvent étre généralisés ni a I’homme, ni a ’ensemble des
molécules (pesticides et autres contaminants) présents dans I’environnement. D’autres études seront
donc nécessaires pour confirmer les hypothéses soulevées au cours de nos travaux.

Perspectives

Une des principales limites de nos études est 1’état plutot descriptif des résultats, 1i¢ pour beaucoup,
au temps qui nous était impartis, 3 années, pour mettre en place, au laboratoire, la démarche
conceptuelle ainsi que les approches techniques pour la développer. Nous avons encore besoin de
temps pour explorer différentes pistes de recherche qui nous permettront de mieux évaluer et
expliquer les phénoménes observés pendant ces 3 années. Les perspectives de ces travaux sont donc
nombreuses et concernent les points suivants :

-Le mécanisme d’action de la toxicité cellulaire in vitro :

Bien que les méthodes utilisées in vitro aient permis 1’observation d’un effet d0 a I’exposition aux

pesticides, elles ne renseignent pas de facon rigoureuse sur le mécanisme d’action de ces substances
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ni sur la nature de ces effets c'est-a-dire par exemple les cibles affectées (ADN, protéines ou voies
de signalisation, ...), ni sur la gravité des effets (réversibilité, adaptabilité cellulaire). Ainsi, il serait
nécessaire d’aborder d’autres approches afin de mieux comprendre I’effet des pesticides testés et
d’essayer aussi d’établir des marqueurs d’effets dans notre mode¢le. 11 serait également intéressant
de tester des pesticides sur des lignées possédant des capacites métaboliques différentes et faire la
relation métabolisme/effets.

-Le mécanisme d’action de 1’effet des pesticides in vivo :

Il serait intéressant de prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoir si les
perturbations fonctionnelles et moléculaires observées pourraient aboutir a 1’apparition des
pathologies. En paralléle, des études plus approfondies (étude de génotoxicité, comme par exemple
I’utilisation d’un test de « comet » pour la recherche d’'un dommage a I’ADN, ou des études de
biologie moléculaire) permettront de savoir si une atteinte de I’ADN serait déclenchée de fagon
directe (formation d’adduits ou de cassures simples ou doubles brins) ou indirecte (dérégulation de
facteurs de transcription via les voies de signalisation affectées) suite a 1’exposition aux pesticides,
et de conclure ainsi sur la possibilité d’un lien direct avec le développement de pathologies comme

le cancer.
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Tableau Al. Effets de Métribuzine ou du Mancozébe

splénocytes.

sur la prolifération des lymphocytes et des

IP Mancozebe

lymphocytes humains

Splénocytes de rat

ConA 187,48 + 20,63 ° 218,64 + 25,33°
ConA+ 1uM 156,45 + 16,15° 114,17 £ 26,02°
ConA+ 5uM 144,68 + 11,04° 108,65 + 16,44°
ConA+ 10pM 140,59 + 10,11° 79,88 +10,26°
ConA+25uM 123,54 +11,28° 69,70 + 8,33°
ConA+50uM 107,17 + 10,55 ° 57,67 +5,43°

ConA+100uM 77,44 +8,03° 48,04 +5,06°

IP Métribuzine

ConA 187,48 +20,63° 218,64 + 25,33°
ConA+ 1uM 220,23 +22,16° 276,47 +20,02°
ConA+ 5uM 225,32 £19,24° 273,53 +15,52°
ConA+ 10uM 246,49 + 20,88° 284,12 + 18,66°
ConA+25uM 138,55 + 18,73 141,27 +17,48°
ConA+50uM 136,03 + 16,65° 138,24 + 18,03 °

ConA+100uM 100,74 + 12,04 ° 108,82 + 8,33 ¢

Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 pg / ml), la Métribuzine ou le
Mancozebe (1-100 puM) pendant 48 h. Les résultats sont exprimes sous forme de moyennes + ET des
incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples comparaisons
sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD) afin de déterminer les
differences significatives.?, b, 4. .. Indiquent des différences significatives entre les différentes incubations (
P<0,05).
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Tableau A2. Effets de Métribuzine sur la sécrétion des cytokines.

Métribuzine
lymphocytes humains splénocytes de rat
IL-2 (Pg/mL)

ConA 4129 +119° 7809 + 134°
ConA+ 1uM 4782 + 128" 9633 +211°
ConA+ 5uM 4821 +134° 9554 + 216°

ConA+ 10pM 5221 + 144° 9963 + 208 °
ConA+25uM 3026 + 154 ¢ 3450 +102°¢
ConA+50uM 3011 +109¢ 3036 + 144 ¢
ConA+100uM 1293 + 95° 2675 +119°
INFy (Pg/mL)

ConA 540,42 +30,18"° 580,07 +45,12°
ConA+ 1uM 772,37 £ 34,28° 888,53 + 40,152
ConA+ 5uM 783,59 £ 27,44° 882,35 + 33,21°

ConA+ 10pM 802,33 £ 39,50° 931,55 + 42,062
ConA+25uM 436,53 +31,15° 498,37 +20,53°
ConA+50pM 427,36 +33,03° 460,18 + 22,06°
ConA+100uM 311,37 +26,62¢ 400,16 + 20,83 ¢
IL-4 (Pg/mL)

ConA 58,37 +4,16" 32,54 +3,33°
ConA+ 1M 76,34 £ 4,11° 50,23 + 4,022
ConA+ 5uM 79,38 3,362 50,48 + 3,662

ConA+ 10pM 83,11 + 4,442 54,08 + 3,522
ConA+25uM 44,73 £3,02° 28,19 +1,28°
ConA+50uM 42,39 +3,58° 26,77 +1,22°
ConA+100uM 22,55 +1,36¢ 20,03+ 1,35¢

Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 pg / ml), la Métribuzine (1-100 uM) pendant 48 h. Les
résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8
rats. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD) afin de

déterminer les différences significatives. , b,<,4... Indiquent des différences significatives entre les différentes incubations (P< 0,05).
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Tableau A3. Effets du Mancozébe sur la sécrétion des cytokines.

lymphocytes humains

Mancozébe

splénocytes de rat

IL-2 (Pg/mL)

ConA 4129 +119° 7809 + 134°
ConA+ 1uM 3292 +140° 4376 +125°
ConA+ 5uM 3021 £135° 4194 +133°

ConA+ 10uM 2856 + 127° 3622 +108°
ConA+25uM 2228 +103° 3293 +111°¢
ConA+50uM 1435 + 78¢ 2816 +122°
ConA+100uM 1193 +82° 2252 + 117"
INFy (Pg/mL)

ConA 540,42 + 30,182 580,07 £ 45,122
ConA+ 1uM 456,23 + 26,22 486,17 +31,19°
ConA+ 5uM 403,58 + 37,26 458,22 + 24,33

ConA+ 10uM 375,04 + 29,55° 400,28 +30,77°¢
ConA+25uM 321,50 + 31,03¢ 387,52 +27,82¢
ConA+50pM 265,69 + 27,66 ¢ 310,66 + 29,02°
ConA+100uM 200,38 +22,01° 268,91 £ 22,95
IL-4 (Pg/mL)

ConA 58,37 + 4,162 32,54 + 3,332
ConA+ 1uM 38,11 + 3,02° 21,33+3,36"°
ConA+ 5uM 36,05 +4,02° 20,41 + 255"

ConA+ 10pM 30,27 +3,78"° 16,73 +1,18°
ConA+25uM 23,42 +£2,02° 14,05 £2,02°¢
ConA+50uM 17,38 +2,66¢ 10,44 +1,27¢
ConA+100uM 12,52 £2,01° 6,75+ 1,03°

Les cellules ont été incubées en présence de la concanavaline A (ConA, 5 pg / ml), le Mancozebe (1-100 uM) pendant 48 h. Les résultats sont
exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triple a partir de 8 sujets sains et des rates de 8 rats. Les multiples comparaisons
sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de (LSD) afin de déterminer les différences significatives. * indique

différence significative par rapport a ’incubation avec 'agent mitogéne seul (ConA), (P< 0,05) et (P<0,001).
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Tableau A4. Teneurs en cholestérol (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et les rats

traités par la Métribuzine ou le Mancozeébe.

Rats males Rats femelles P (ANOVA)

Meétribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

Sérum (g/L)
1,11#0,05¢  1,29+0,07°  1,26+0,04°  1,16+0,06° 1,34+0,05%  1,40+0,06% 0,01

VLDL (g/L)

0,24+0,03°®  0,25+0,05° 0,36+0,03%  0,25+0,02° 0,28+0,03°  0,39+0,04°2 0,01
LDL (g/L)

0,32+0,04° 0,67+0,04° 0,68+0,02° 0,31+0,02° 0,80+0,05%  0,87+0,06° 0,01
HDL (g/L)

0,53+0,03 0,49+0,05  0,50+0,04  0,55+0,04 0,49+0,04  0,48+0,05 0,214
Mancozébe

Sérum (g/L)
1,11+#0,05¢  1,15+0,06°  1,37+0,06*  1,16+0,06" 1,13+0,05°  1,35+0,04° 0,001

VLDL (g/L)  0,24+0,03°  0,27+0,04® 0,67+0,07%  0,25+0,02° 0,23+0,03°  0,68+0,05% 0,01

LDL (g/L) 0,32+0,04 0,33+0,05 0,35+0,01 0,31+0,02 0,33+0,04 0,36+0,04 0,214

HDL (g/L)
0,53+0,03%  0,54+0,04° 0,32#0,03° 0,55+0,04%  0,56+0,05° 0,31#0,03° 0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).
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Tableau A5.Teneurs en triglycérides (g/L) du sérum et des lipoprotéines chez les rats témoins et les

rats traités pas la Métribuzine ou le Mancozébe.

Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

Sérum (g/L)
0,94+0,04 ¢ 1,43+0,04° 1,57+0,03% 0,78+0,03° 0,96+0,04 ¢ 1,22+0,04°¢ 0,005

VLDL (g/L)

0,46+0,03°¢ 0,97J_r0,03b 1,13+0,04% 0,37+0,02F 0,5610,05d 0,80+0,04°¢ 0,001
LDL (g/L)

0,30+0,05 0,32+0,05 0,29+0,04 0,27+0,05 0,26+0,04 0,27+0,03 0,155
HDL (g/L)

0,16%0,02 0,17+0,03 0,15%0,04 0,15+0,03 0,14+0,02 0,16+0,05 0,137
Mancozebe

Sérum (g/L)
0,94+0,04°  0,93+0,05" 1,41+0,04° 0,78+0,03° 0,77+0,08°  1,53+0,06° 0,01

VLDL (g/L)

0,46£0,03"  0450,04°  0,68£0,05%  0,3740,02°  0,36£0,04° 0,67:0,03* 0,01
LDL (g/L)

0,30£0,05° 0,33#0,04"  049+0,03*  0,23+0,03°  0,25:0,04° 053004 0,01
HDL (g/L)

0,16+0,02°  0,13+0,03° 0,330,022 0,15+0,03" 0,14+0,02°  0,32+0,03% 0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).
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Tableau A6. Variation des poids des organes chez les rats témoins et rats traités par la Métribuzine ou

le Mancozébe.

Rats males Rats femelles P
(ANOVA)
Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2
Foie (g)
11,0311,28b 10,83J_r1,55b 19,04+1,65% 8,48+0,53° 8,79+0,69°¢ 20,06+1,24% 0,01
Muscle (g)
3,62+0,21° 2,37+0,27¢  2,1340,24°  3,80+0,15° 2,76£0,54°  2,33+0,21°¢ 0,01
Tissu
adipeux (g)  4.84%0,15° 4,63+0,16° 0,01
3,63+0,37°  3,42+0,27"° 3,76+0,26°  3,87+0,39°
Intestin
4,89+0,43 5,15+0,53 0,148
4,99+0,35 4,67+0,44 4,94+0,64 4,87+0,87
Mancozébe
Foie (g)
11,03+2,28° 9,03+1,52°  18,23+1,41% 8,48+1,13° 7,99+1,07¢  16,19+1,17° 0,004
Muscle (g)
3,62+0,21%  3,52+0,21%  2,88+0,16°  3,80+0,15% 3,66+0,04%  2,68+0,11° 0,01
Tissu

adipeux (g)  484%0,15%  3,89+0,14°  3,06+0,12°  4,63+0,16"  370£0,14"  3,17#0,15° 0,003

Intestin (g)
4,89+0,43 5,04+0,56 5,13+0,68 5,15+0,53 5,01+0,61 4,97+0,53 0,214

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).



Annexes

Tablea A7.Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organes chez les rats témoins et les différents lots

de rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe.

Rats males Rats femelles P (ANOVA)

Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2
Foie (mg/g)

105420,40¢  171+13,26°  261,67+17,53% 119+27,11°¢ 167+18,80°  260,50+21,89° 0,01
Muscle
(ma/g)

50+5,49 53,5+6,99 51,5+4,58 78,52+4,43 71,33+559  74,83+3,99 0,136
Tissu
adipeux
(mglg) 386+19,20°  285+10,53"  275+13,32°  375#21,21%  221#1342° 230£14,37° 0,01
Intestin
(mg/g)

79+4,02 72,17+534 714624 74,17+3,91 70,50+4,61  68+5,03 0,215
Mancozébe
Foie (mg/g)  105+20,40° 126 +23,52° 286+10,95° 119+27,11° 136+20,65°  304+20,98 0,005
Muscle
(mg/g) 50+3,49 ° 56+4,43" 38,63+3,401 78,52+4,43°%  84,58+4,31* 4581+3,53°¢ 0,001
Tissu
adipeux 386+19,20° 288+22,11° 209+20,42°¢ 375+21,21° 263+18,29°  211+20,52°¢ 0,001
(mg/g)
Intestin
(mg/g) 79+4,02 75,54+3,17 73,27+4,71 74,17+3,91 75,39+2,72  72,17+4,03 0,145

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les

moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,
0,05).

) sont significativement différentes (P <
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Tableau A8. Teneurs en protéines totales des organes chez les rats témoins et les rats traités par la
Métribuzine ou le Mancozebe.

Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

Foie (mg/g) . . A

143+11,96 193,83+10,11° 287+17,97%  154+7,05 214+12,82 267+11,77* 0,003
Muscle
(mg/g) 119+4,95°  63+3,92° 54+241°  88+2,86°  724523° 58,01#4,13° 0,002
Tissu
adipeux 14,12+2,76  15+3,13 163,09 16,68+1,23  15,33+3,02 14+2,73 0,127
(mg/g)
Intestin
(mg/g) 24+1,73 26+2,42 26,15+2,47 252,73 24+6328 24,92+295 0,231
Mancozebe
Foie (mg/g)

143+11,96  150+21,07 164+16,41 154+7,05 160+15,30 155+18,46 0,233
Muscle
(mg/q) 119+4,95%  122+46,24° 75,73+7,54°  88+2,86" 87+3,84°" 51,42+2,72¢ 0,001
Tissu
adipeux 14,12 +2,76  12,17+2,27 11,67+2,84 16,68+1,23  17,67+1,39 15,33+2,65 0,154
(mg/g)
Intestin
(mg/g) 24+1,73 23,33+1,42 25+2,55 25+2,73 24,56+2,39 24,18+2,63 0,205

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).

Tableau A9 .Teneurs en vitamine C sérique et en glutathion érythrocytaire et activité de 1’enzyme
érythrocytaire catalase chez les rats témoins et les rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe.
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Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Mancozebe Témoins D1 D2 Témoins D1 D2
Vitamine C

mOI/I 1 i ) 1 i ) ) i ] 1 i 1 1 i 1 1 i b H
(1 ) 35,07+1,44%  26,05£1,73°  24,05+2,10° 34,66+1,38%  23,05+1,80° 24,07+152° 0,01
Glutathion

mol/l 37 %0, ,0010, ,01+0, ,09+0, ,06+0, ,0010, ,
(1 ) 1,37+0,11°  0,65+0,05°¢ 0,61+0,03¢  1,69+0,06° 0,660,05°¢ 0,65+0,03 ¢ 0,006
Catalase
(U/min/ml) ~ 123,6745,79"  75,83+1,46°  55+2,52° 138+4,69° 81,38+2,80°  57,12+3,46° 0,005
Métribuzine
Vitamine C

mOI/I il i 1 1 i 1 1 i 1 il i il il i il i il ’
(1 ) 35,07+1,44%  3355+1,40% 22,47+111° 34,66+1,38%  36,26+2,34%  28+1,82° 0,005
Glutathion

mOI/I 1 i 1 1 i 1 ] i ] 1 i H 1 i 1 1 i i H
(1 ) 1,3740,11°  0,81+0,04°¢ 0,80+0,03¢  1,69+0,06° 0,81+0,03%  0,78+0,04¢ 0,004
Catalase
(U/min/ml) ~ 123,6745,79 b 83+282¢ 63,25+1,45"  138+4,69°2 90+2,03°¢ 70,63+1,86¢ 0,001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les

moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,

0,05).

) sont significativement différentes (P <

Tableau A10. Marqueurs du statut oxydant du plasma chez les rats témoins et les différents lots de

rats traités par la Métribuzine ou le Mancozebe.
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Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

MDA
(umol/l) ~ 082:0,03°  134+0,04° 2,08+0,05° 0,690,04"  152+0,02° 1,86+0,03° 0,001

Protéines
carbonylées 047#0,03°  1,16+0,19°  284+0,13"  0,340,05° 1,86+0,18"° 2,65+0,43° 0,003

(umol/l)

DIC
(umol/1) 14,67£1,17¢ 23+1,40° 29,84+1,52% 16+1,03° 28,33+2,36° 29,12+1,85° 0,006

Mancozébe

MDA
(umol/) 0,82+0,03°  2,12+0,06° 2,92+0,10®°  0,69+0,04° 2,22+0,11° 2,73+0,15° 0,003

Protéines
carbonylées 0,47+0,03%  1,51+0,06° 1,83+0,02%  0,34+0,05° 1,51+0,02°¢ 1,72+0,03° 0,005

(umol/l)

DIC
(umol/1) 14,67£1,17  14,83+1,23 144252 16+1,03 17,33+1,82 16,67+1,43 0,124

Chague valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).

Tableau A11l. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie chez les rats témoins et, les rats

traités par la Métribuzine ou le Mancozébe.
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Rats males Rats femelles P
(ANOVA)

Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

MDA
(nmol/g) 2,38+0,36°  6,63+0,11°  9,99+0,20"  2,78+0,26° 10,83+1,17°  13,56+0,65° 0,005

Protéines
carbonylées 086%0,12°  242+031°%  282+051%  1,04+0,07° 2,5540,36%  2,44#031%° 0,01

(nmol/qg)

Glutathion ~ 1,49£0,04°  051:0,04° 059+0,05° 0,82:0,03°  055:0,04° 058+005° 0,01
(umol/g)

Mancozebe

MDA
(nmol/g) ~ 238:0,36°  4,39:046°  618:054°  2,7820,26° 506+0,32°  8,74%0,38° 0,005

Protéines

carbonylées . . )
(nmol/g) 0,86+0,12 1,83+0,14°¢ 2,95+0,22 2 1,04+0,07 2,28+0,18 2,67 £0,42° 0,005

Glutathion
(umol/g) 1,49+0,04*  0,55+0,02°  0,56+0,03°  0,82+0,03° 0,41+0,02%  0,39+0,02¢ 0,006

Chague valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).

Tableau A12. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle chez les rats témoins et chez les

rats traités par la Métribuzine ou le Mancozébe.

Rats males Rats femelles P
(ANOVA)
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Métribuzine Témoins

D1

D2

Témoins

D1

D2

MDA
(nmol/g) 0,98+0,03¢

Protéines )
carbonylées  0,64+0,02
(nmol/g)

Glutathion
(umo”g) 0,44+0,02

4,57+0,05°

1,7740,11°

0,45+0,03

5,65+0,13°

1,89+0,12°

0,42+0,03

0,45+0,03°

0,75+0,02°

0,48+0,03

5,32+0,21°%

2,35+0,12°

0,48+0,03

5,45+0,21°

2,3740,15°

0,47+0,04

0,004

0,005

0,126

Mancozébe

MDA
(nmol/g) 0,98+0,03°

Protéines f
carbonylées  0,64£0,02
(nmol/g)

Glutathion
(umo”g) 0,44+0,02

2,58+0,05¢

1,66+0,02 ¢

0,45+0,04

3,08+0,04°

2,59+0,03"

0,48+0,06

0,45+0,03F

0,75+0,02°

0,48+0,03

3,75+0,05°

2,13+0,05°

0,46+0,07

4,36+0,04°

3,17+0,02°

0,49+0,04

0,001

0,001

0,136

Chague valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
) sont significativement différentes (P <

moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,

0,05).

Tableau A13. Marqgueurs du statut oxydant/antioxydant de tissu adipeux chez

différents lots de rats traités par la Métribuzine ou le Mancozébe.

les rats témoins et

Rats males

Rats femelles

P (ANOVA)
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Métribuzine Témoins D1 D2 Témoins D1 D2

MDA
(nmol/g)
0,57+0,02¢ 1,52+0,03° 1,74+0,03% 0,42+0,03° 1,38+0,02°¢ 1,77+0,04% 0,001

Protéines
carbonylées
(nmol/g) 0,33+0,04°¢ 1,24+0,032 1,29+0,042 0,33+0,04° 1,05+0,08"° 0,98+0,05° 0,004

Glutathion 0,67+0,04 0,68+0,02 0,670,05 0,72+0,06 0,68+0,04 0,67+0,04 0,132
(nmol/g)

Mancozébe

MDA
(nmol/g)
0,57+0,02¢ 0,87+0,02° 1,71+0,05° 0,42+0,03° 1,75+0,02° 2,15+0,062 0,005

Protéines
carbonylées
(nmol/g) 0,330,04¢ 1,55+0,03° 1,740,042 0,330,041 1,39+0,05° 1,670,052 0,004

Glutathion

(Hmol/g)
0,67+0,04 0,64+0,05 0,62:0,04 0,72+0,06 0,71%0,11 0,69+0,06 0,128

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozébe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).
Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d, ........ ) sont significativement différentes (P <
0,05).

Tableau Al14. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de I’intestin chez les rats témoins et les rats

traités par la Métribuzine ou le Mancozebe.

Rats males Rats femelles P
(ANOVA)
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Métribuzine Témoins

D1

D2

Témoins D1

D2

MDA
(nmo|/g) 1,23+0,05°¢

Protéines ;
carbonylées  0,430,03
(nmol/g)

Glutathion
(umo|/g) 0,59+0,06

Mancozebe

3,12+0,11°

1,94+0,03"

0,57+0,04

3,18+0,06°

2,23+0,11°

0,50+0,06

1,52+0,05°

0,54+0,02°

0,52+0,05

3,28+0,05°

2,31+0,06°

0,53+0,05

3,15+0,06° 0,006

2,260,04° 0,005

0,58+0,05 0,214

MDA
(nmol/g) 1,23+0,05°¢

Protéines .
carbonylées  0,43%0,03
(nmol/g)

Glutathion
(umo|/g) 0,59+0,06

2,73+0,06°

1,28+0,04°

0,58+0,04

3,72+0,04°

1,59+0,03"

0,58+0,06

1,52+0,05 ¢

0,54+0,02 ¢

0,52+0,05

2,35+0,05°¢

1,27+0,02°¢

0,55+0,04

3,74+0,04° 0,003

1,81+0,04° 0,004

0,57+0,06 0,143

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, n= 8. D1: dose de Metribuzine sans effet (1,3 mg/kg/j) ;
D2 :DL50/100 (13 mg/kg/j) ou D1: dose de Mancozebe sans effet (5 mg/kg/j); D2 :DL50/100(50 mg/kg/j).

Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des

moyennes entre les six groupes de rats males et femelles est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,

0,05).

Tableau A15. Composition du Milieu RPM11640.

........ ) sont significativement différentes (P <

Composants

RPMI1 1640
(mg/l)

Composants

RPMI1 1640 (mgl)

Sels inorganiques:

L- Histidine (base libre)

15.00
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Ca(NO3).4H,0 100.00 L-Hydroxyproline 20.00
KCL 400.00 L-Isoleusine 50.00
MgSQO, (anhydre) - L-Leucine 50.00
MgS0,.7 H,O 100.00 L-Lysine.HCL 40.00
NaCL 6000.00 L-Méthionine 15.00
NaHCO3 2000.00 L- Phénylalanine 15.00
Na;HPO, (anhydre) 800.00 L- Proline 20.00
Autres composants: L- Sérine 30.00
D-Glucose 2000.00 L- Thréonine 20.00
Glutathione (réduit) 1.00 L- Triptophane 5.00
HEPES - L- Tyrosine 20.00
Rouge de Phénol 5.00 s diqug'ms'”e (sel :
Acides aminés: L- Valine 20.00
:;Bre)Arg'“'”e (base 200.00 Vitamines:

L- Arginine HCL - D- Biotine 0.20
:}l-)f;s)paragine (base 50.00 Eantothénate de Calcium 0.25
Acide L-Aspartique 20.00 Chlorure de choline 3.00
L- Cystine 50.00 Acide folique 1.00
L- Cystine. 2 HCL - i- inositol 35.00
Acide L - Glutamique 20.00 Nicotinamide 1.00
L- Glutamine - Pyridoxal HCL 1.00
élﬁ\t':r:fr'le - b i Riboflavine 0.20
Glycyl-L-Glutamine - Thiamine HCL 1.00
Glycine 10.00 Vitamine B, 0.005
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Résumé

Le régime alimentaire est une source importante d’exposition des consommateurs aux pesticides qui sont associés a ’apparition des
troubles métaboliques, cancérigénes, neurotoxiques, probleme de fertilité avec affaiblissement du systéme immunitaire. Les objectifs de ce travail
sont d’étudier les toxicités de certains pesticides couramment utilisés pour le traitement phytosanitaire des denrées alimentaires (région de I’ouest
Algérien), la Métribuzine (herbicides) et le Mancozebe (fongicide).

Pour cela, les effets des pesticides sur la prolifération des lymphocytes humains et des splénocytes de rats sont déterminés in vitro. Le traitement par
la Métribuzine a de faibles concentrations (1-10 uM) entraine une stimulation de la prolifération lymphocytaires et de la production de cytokines.
Cependant, aux concentrations plus élevées (25-100 pM), la Métribuzine induit une inhibition dose-dépendante de la prolifération lymphocytaire et
de la sécrétion des cytokines. Nos résultats montrent que le Mancozebe entraine une réduction dose-dépendante de la prolifération des lymphocytes
et des splénocytes de rat. Il induit également une diminution de la sécrétion d'IL-2, INFy et des IL-4 avec la dominance du phénotype Thl. Ces
pesticides entrainent aussi des changements dans les taux intracellulaires de glutathion réduit, des hydroperoxydes, protéines carbonylées ainsi que
dans les activités de la catalase et de la superoxyde dismutase (SOD), reflétant le stress oxydatif et les dommages au niveau de I’ADN surtout aux
plus fortes concentrations.

De plus, la détermination in vivo des effets des pesticides a faible doses et a long terme (60 jours) sur le métabolisme des lipides et des protéines et le
statut oxydant/antioxydant chez les rats males et femelles montre que le traitement aux pesticides induit une chute du poids corporel consécutive a
une diminution de ’apport énergétique quotidien, une chute du tissu adipeux, une hyperglycémie, une augmentation du taux d’urée et de créatinine et
une hyperlipidémie. De plus, une altération du statut oxydant/antioxydant est notée chez ces rats qui montrent une augmentation des teneurs
plasmatiques et tissulaires en Malondialdéhydes (MDA), Diénes conjuguais (DIC), protéines carbonylées (PCAR) et des marqueurs de 1’oxydation
des lipoprotéines, avec une réduction du glutathion réduit, des activités de la catalase et de la vitamine C en faveur d’un stress oxydatif évident.

Il est donc nécessaire de prendre en charge les propriétés immunomodulatrices, les anomalies métaboliques et la présence d’un stress oxydatif élevé
suite au traitement par les pesticides, Mancozébe et Métribuzine, a des doses faibles.

Mots clés : pesticides, Métribuzine, Mancozébe, lymphocytes, splénocytes, glucose, lipides, lipoprotéines, organes, rat, statut oxydant/antioxydant.

Abstract

Diet is a major source of consumer exposure to pesticides associated with metabolic disorders, carcinogenic, neurotoxic, fertility problem with a
weakness of the immune system. The aims of this work were to study the toxicity of some pesticides commonly used for the plant’s treatment
(western Algeria), Mancozeb (fungicide) and Metribuzin (herbicide).

Firstly, we studied the in vitro effects of different concentrations (1-100 uM) of these pesticides on the proliferative responses of human and rat
spleen lymphocytes stimulated by concanavalin A (ConA, mitogen), the Thl- (IL-2, INFy) and Th2- (IL-4) cytokine secretion and on the intracellular
oxidative status. The results showed that Metribuzin at low concentrations (1-10 pM) resulted in activation of ConA stimulated lymphocyte
proliferation and cytokine production in both human and rat spleen cells. However, at high concentrations (25-100 uM), Metribuzin induced a dose-
dependent inhibition of lymphocyte proliferation and cytokines. The results showed that Mancozeb significantly reduced ConA lymphocyte
proliferation in a dose-dependent manner in both humans and rats. It also decreased IL-2, INFy and IL-4 secretion with a shift away to Thl
phenotype. Changes in intracellular levels of reduced Glutathione, hydroperoxides and carbonyl proteins and in the activities of catalase and SOD
were observed after Mancozeb and Metribuzin exposure reflecting oxidative stress and DNA damage especially at high concentrations.

The in vivo effects of the low doses of pesticides at long-term were also determined. Metabolism of lipids, proteins and oxidant / antioxidant status in
male and female rats were investigated during 60 days of experimentation. Pesticide treatment induces a drop in body weight associated to a decrease
in daily energy intake and adipose tissue, to hyperglycaemia, increased urea, creatinine, and hyperlipidemia in rats of both sexes. In addition, impaired
oxidant / antioxidant status was noted with increased levels in plasma and tissue Malondialdehyde (MDA), conjugated dienes (CD), protein carbonyls
(PCAR), lipoprotein oxidation and a reduction in serum and liver glutathione values, catalase activities and vitamin C, reflecting an oxidative stress.

It is therefore necessary to support the significant immunomodulatory properties, metabolic abnormalities and oxidant / antioxidant balance following
pesticide exposure at low doses.

Keywords: pesticides, Metribuzin, Mancozeb, lymphocytes, splenocytes, glucose, lipids, lipoproteins, organs, rat, oxidant / antioxidant status.
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