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Résumé

Résumé

Les pesticides sont des composés chimiques utilisés pour lutter contre des organismes
considérés comme nuisibles dans 1’agriculture, dans les différentes industries et par les
particuliers dans les logements et les jardins. lls ont été utilisés en grandes quantités au cours
des derniéres décennies. L’omniprésence de ces pesticides pose un véritable enjeu de santé
publique, non seulement pour les agriculteurs qui sont les plus a risque, mais aussi pour la
population générale et cela a travers I’exposition a des pesticides a usage domestique.

Dans ce contexte, I’objectif de cette thése est de chercher le risque de 1’exposition a
deux pesticides a usage domestique les plus utilisés en Algérie « Powder Roach Killing et
SPI-mat » sur le systéme immunitaire et hépatique murin. Pour connaitre I’effet de PRK,
trois doses 40, 80 et 160 mg/kg du poids corporel de souris, ont été testées. Les résultats
obtenus ont mis en évidence une diminution du poids corporel et de gain de poids, des
altérations immunologiques et hépatiques traduites par une diminution du taux des
lymphocytes, des granulocytes, de poids relatif du foie et une diminution de I’activité
phagocytaire du SRE, une augmentation du nombre de globules blancs, de macrophages
péritonéaux, de splénocytes, du taux de monocytes, de poids relatif de la rate ainsi qu’une
élévation de I’activité enzymatique de I’ASAT, ALAT et ALPK. Les études histologiques ont
révélé des altérations structurales de la rate et du foie, ce qui confirme et explique la
variation de certains parametres étudiés. En outre, une inflammation au niveau de la vessie a
été observée.

Concernant 1’effet de SPI-mat, des expositions au pesticide s’étalant sur les périodes
de 7,14 et 21 jours ont été testées. Les résultats obtenus révelent une légére augmentation de
poids corporel et une diminution dans le gain de poids, une diminution du nombre des
globules blancs, des macrophages péritonéaux et alvéolaires, des splénocytes, des plaquettes
sanguines, du taux des lymphocytes, du poids relatif de la rate et du foie ainsi qu’une
diminution de I’activité phagocytaire du SRE. Une augmentation du taux des monocytes, des
granulocytes, du nombre des globules rouges et des niveaux plasmatiques des enzymes
hépatiques (ASAT, ALAT et ALPK) et le niveau de BILT et BILD ainsi qu’une augmentation
de poids relatif des poumons ont été remarquées. En outre, des altérations de la structure

histologigue le la rate, du foie et des poumons ont été également observées.

Mots-clés : pesticides a usage domestique, immunotoxicité, hépatotoxicité, Algérie.



Abstract

Abstract

Pesticides are chemical compounds used to fight against organisms considered
pests in agriculture and also in different industries and for individuals in homes and
gardens; they are used in large quantities over the last decades. The ubiquity of these
pesticides poses a real public health issue, not only for farmers who are most at risk,
but also for the general population and that through exposure to household pesticides.
In this context, the objective of this thesis is to find the risk of exposure in two
household pesticides the most used in Algeria “Powder Roach Killing” and “SPI-mat"
on the murin immune and hepatic system. To know the effect of PRK, three doses 40,
80 and 160 mg/Kg body weight of mice were tested. The obtained results highlighted
a decrease of the body weight and the weight gain, immunological and hepatic
alterations resulted in a decrease of the rate of lymphocytes, granulocytes, liver
relative weight and a decrease in phagocytic activity of the reticuloendothelial system,
an increase in the number of white blood cells, peritoneal macrophages, splenocytes,
the rate of monocytes, and an increase in spleen relative weight. As well as a rise of
the enzymatic activity of the ASAT, ALAT and ALPK. The histological studies
revealed the alterations in the histological structure of the spleen and liver, which
could explain the variation of certain parameters studied, also, inflammation in the
bladder was observed. Concerning the effect of SPI-mat, exposure to pesticides
spread over periods of 7, 14 and 21 days were tested. The obtained results reveal a
light increase of body weight and a decrease in the weight gain, a decrease in the
number of white blood cells, peritoneal and alveolar macrophages, splenocytes, blood
platelets, of the rate of lymphocytes, in spleen and liver relative weight as well as a
decrease in activity of the reticuloendothelial system, an increase of the rate of
monocytes, granulocytes, number of red blood cells and levels plasmatic of the
hepatic enzymes (ASAT, ALAT, ALPK, BILT and BILD) as well as an increase in
lungs relative weight. Besides, a change of the histological structure of the spleen, of

the liver and the lungs was also observed.

Keywords: Household Pesticides, Immunotoxicity, Hepatotoxicity, Algeria.
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Introduction

Introduction

L’homme est I'un des étres vivants composant la multitude des organismes de la
biosphere. 1l demeure exposé en permanence a de nombreuses agressions de natures
diverses, en particulier les substances toxiques de son environnement tels que les
pesticides. Ces derniers sont les polluants les plus dangereux de 1’environnement en
raison de leur mobilité et leur capacité a s'accumuler dans 1I’environnement et de leurs
effets néfastes a long terme qui en découlent sur les organismes vivants en genéral et
la santé humaine en particulier (Marek et al., 2013).

Leur utilisation généralisée en milieu agricole, la santé publique, le commerce
et les ménages a travers le monde est une indication de l'importance de ces
composés (Alavanja et al., 2004). En plus de leur objectif principal, les pesticides
peuvent également affecter les étres humains et les animaux dans le voisinage de la
zone pulvérisée par I’insecticide (Al-Attar et Al-Taisan., 2010). Ils sont congus pour
interférer avec les espéces vivantes et sont nécessairement caractériseés par des
niveaux variables de toxicité (Corsini et al.,, 2007). En effet, la gravité de
I'intoxication dépend de la toxicité du produit en cause, du mode de pénétration, de la
dose absorbée, de la physiologie et de I'age du sujet (De Miguel-Bouzas et al., 2012).

Plusieurs études expérimentales in vitro ont permis de montrer que certains
pesticides (I’Endosulfan, la Roténone, et des organophosphorés/Chlorpyrifos) peuvent
induire un stress oxydant entrainant des perturbations du processus de régulation,
de la survie et de la prolifération cellulaire comme par exemple certaines voies
de signalisation cellulaire (MAP kinase, FAS/TNF) (Ledirac et al., 2005;
Lee et al., 2008; Saulsbury et al., 2008 ). Il a été montrée que des effets
neurotoxiques (Drechsel et Patel, 2008; Rio et Velez-Pardo, 2008), immunotoxiques
(Li et Kawada, 2006 ), des effets sur la reproduction (Mosbah, 2008 ; Foster et
al., 2000 ; Kumar et al., 2000 ; Saradha et Mathur, 2006) ainsi que des effets
cancérigenes (Antherieu et al., 2007) sont liés a leur utilisation.

L’exposition professionnelle aux pesticides constitue bien un sujet préoccupant
en termes de santé public. Cependant, I’ensemble de la population peut étre exposé
aussi et quotidiennement a un certain nombre de pesticides a utilisation domestique.
Outre le risque d'empoisonnement accidentel, tres faible mais non nul, I'exposition a

long terme méme, a de faibles doses, peut étre catastrophique pour la santé humaine.
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Ce d'autant plus que la rémanence de certains pesticides utilisés dans la maison peut
étre bien supérieur a celle qu'ils peuvent avoir a I'extérieur.

Malheureusement, le grand public est trés peu informé des risques des
pesticides autorisés pour l'utilisation domestique, pour la santé et pour
l'environnement. L’étiquetage de ces produits est souvent incomplet, il ne renseigne
que sur le nom de la substance active contenue dans la préparation. La population
générale ne dispose donc que de I'information publicitaire des entreprises productrices
de ces produits et de quelques conseils d'utilisation mentionnés sur I'emballage ou la
notice.

La plupart des pesticides a usage domestique, autorisés en Algérie, ne sont pas
contrélés. Nous avons sélectionné certains, parmi ceux qui s’averent les plus utilisés
pour lutter contre les insectes indésirables a la maison notamment, les blattes, les
mouches et les moustiques.

Dans ce contexte, 1’objectif de cette theése est d’examiner D’effet d’une
exposition a deux insecticides ’'un est souvent utilisé contre les cafards (Powder
Roach Killing) et un autre sous forme de pastille (SPI-mat) souvent utilisé contre les
mouches et les moustiques, sur quelques systeémes de 1’organisme chez des animaux
modeles. On a choisi pour cette étude certains systemes qui sont responsable du bon
fonctionnement de 1’organisme (le systeme immunitaire par son role dans la défense,
le foie qui est le site de détoxification des substances toxiques.

Pour cet effet, notre manuscrit comportera deux parties: théorique et
expérimentale.

Dans la partie théorique, nous allons essayer d’exposer I’effet des pesticides sur
le systtme immunitaire et le foie (organe de détoxification de 1’organisme), en
évoquant des généralités sur les pesticides (I’historique, la définition, la classification
ainsi que les différents types d’intoxication), sur le systeme immunitaire et le systeme
hépatique, leurs composants et leur fonctionnement. Finalement, on a terminé par une
synthése portant sur I’impact de I’exposition aux pesticides sur le systeme
immunitaire et hépatique.

Dans la partie expérimentale, on présentera le matériel utilisé, les méthodes
suivies et les résultats obtenus de notre expérimentation. Enfin, cette partie sera
terminée par une conclusion générale qui synthétisera les principaux résultats de ce

travail suivie de références bibliographiques.
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I. Généralité sur les pesticides

I.1. Historique

Les pesticides sont utilisés depuis fort longtemps; I'usage du soufre remonte a la Grece
antique (1000 ans B.C.) et I'arsenic est recommandé en 79 A.D par Pline, naturaliste romain,
en tant qu'insecticide. Des plantes connues pour leurs propriétés toxiques ont été utilisées
comme pesticides contre les rongeurs (I'Aconit). Les produits arsenicaux ou a base de plomb
(Arséniate de plomb) étaient utilisés au 16°™ siécle en Chine et en Europe. Les propriétés
insecticides du tabac (nicotine) étaient connues des 1690. En Inde, en 1850, deux principaux
insecticides naturels sont développés: la roténone (extrait de racine de Derris et
Lonchocarpus) et pyrethrum (extrait de feuilles du chrysanthéme). Leur usage s'est répandu
en Europe vers 1900.

Au 19°™ siécle, avec le progrés de la chimie minérale, un grand nombre de fongicides
minéraux de sulfate de cuivre a base d’arsenate et a base de mercure sont employés contre les
invasions fongiques de la vigne, de la pomme de terre et pour le traitement des semences
(Pretty, 2005).

Au début de I’année 1920, I’application abusive de 1’arsenate sur les fruits et légumes a
conduit a I’existence des résidus toxiques, ceci a orienté la recherche vers des composants
organiques peu dangereux tels que I’huile de pétrole, I’huile de goudron et le dinitro-ortho-
cresol. Ce dernier, en 1933 est utilise comme un herbicide contre les mauvaises herbes et les
céréales (Pretty, 2005).

L'ere des pesticides de synthése a vraiment débuté dans les années 1930, profitant du
développement de la chimie organique de synthese et de la recherche sur les armes chimiques
durant la premiére guerre mondiale. En 1874, Zeidler synthétisait le DDT (Dichloro Diphényl
Trichloroéthane), dont Muller en 1939 établit les propriétés insecticides. Le DDT est
commercialisé des 1943 et ouvre la voie a la famille des organochlorés. Le DDT a dominé le
marché des insecticides jusqu'au début des années 1970. En 1944, I'herbicide 2,4-D (L'acide
2,4-dichlorophénoxyacétique), copié sur une hormone de croissance des plantes, est
synthétisé. Cet herbicide était utilisé comme constituant de l'agent orange, un mélange
d'herbicides utilisé durant la guerre du Vietnam et responsable de nombreuses maladies
(cancers, malformations a la naissance, ...) (Dorothée, 2011)

Les organophosphorés représentent une autre classe extrémement importante

d’insecticides organiques. IlIs sont développés au cours de la seconde guerre mondiale a
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travers les recherches engagees pour la mise au point de gaz de combat, tel que le Schradan
(insecticide systémique) et le Parathion (insecticide de contact). Malheureusement, ces

composes sont trés toxiques et un grand nombre de recherche a été conduit pour développer
des insecticides sélectifs et moins toxiques. En 1950, le Malathion est le premier
organophosphoré insecticide qui a été développé en méme temps que I’herbicide I’acide
phénoxyacetique, les deux pesticides présentent une trés faible toxicité pour les mammiferes
(Mosbah, 2008).

En 1950-1955 se développe aux Etats-Unis, les herbicides de la famille des urées
substituées (linuron, diuron), suivis peu apres par les herbicides du groupe ammonium
quaternaire et triazines. Les fongicides du type benzimidazole et pyrimides datent de 1966,
suivi par les fongicides imidazoliques et triazoliques dits fongicides IBS (inhibiteurs de la
synthese des stérols) qui représentent actuellement le plus gros marché des fongicides. Dans
les années 1970-80, apparait une nouvelle classe d'insecticides, les pyréthrinoides qui
dominent pour leur part le marché des insecticides (Dorothée, 2011)

Auparavant, la recherche de matiéres actives se faisait au hasard. Désormais, I'accent est
mis sur la compréhension des modes d'action et la recherche de cibles nouvelles (relations
structure-activité). Actuellement, de nouvelles propriétés et de nouvelles cibles
physiologiques sont explorées dans le but de développer des produits a modes d'action
originaux, des produits issus de la biotechnologie ou des médiateurs chimiques. Donc, les
quantités de produits phytosanitaires utilisés ainsi que leur diversité ont fortement augmenté
depuis la seconde moitié du 20°™ siécle. Le nombre de matiéres actives est passé d’une
trentaine en 1950 a 500 substances (peut étre méme 1000) (Pretty, 2005). Ces substances
déferlent dans notre environnement et méme si elles contribuent & augmenter les rendements
des cultures et a luter contre les vecteurs de maladies et les ravageurs et a protéger certaines
espéces, leur impact environnemental est I’un des plus dramatiques et 1’un des plus insidieux

qu’ait connu 1’humanité jusqu’a nos jours (Taylor et Specer, 1990).
1.2. Définition des pesticides

Le terme pesticide est un mot latin. 1l contient la racine anglaise « pest », qui signifie
animal, insecte ou plante nuisible et le suffixe « cide » qui signifie tuer. Il désigne donc toutes
les substances chimiques naturelles ou de synthése destinées a prévenir, contrbler, attirer,
repousser, détruire ou combattre les différentes sortes d’agents nuisibles y compris tous les
vecteurs de maladies humaines et animales. Ils regroupent ainsi un grand nombre de

composés aux usages variés (insecticides, herbicides, fongicides,...etc.) et de familles
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chimiques trés differentes (organochlorés, organophosphores, carbamates,
pyréthrinoides,...etc.). Leur utilisation massive et incorrecte fait encourir des risques
écologiques et sanitaires. Leurs résidus qui s’accumulent dans les tissus végétaux ou animaux,
dans les eaux souterraines et de surface menacent la santé des humains et des animaux
conduisant a des effets toxicologiques différents (Mosbah, 2008).

La FAO «Food and Agriculture Organization» définit ainsi les pesticides « toute
substance ou association de substances qui est destinée a repousser, détruire ou combattre les
ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines ou animales, les especes indésirables
de plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la
production, la transformation, le stockage, le transport ou la commercialisation des denrées
alimentaires, des produits agricoles, du bois et des produits ligneux, des aliments pour
animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux pour combattre les insectes, les
arachnides et autres endo ou ecto-parasites (FAO, 1986).

Un pesticide est désigné par son nom commun, par son nom chimique ou par son nom
commercial. Le nom commun fait référence a 1’ingrédient actif. Le nom chimique désigne le
nom de la structure chimique de 1’ingrédient actif et le nom commercial est le nom donné par
le fabricant (Oturan et Mouchel, 2007).

Les pesticides a usage agricole peuvent étre désignés de différentes facons : produits
phytosanitaires pour les firmes qui les fabriquent et les vendent, produits
phytopharmaceutiques pour la réglementation européenne et produits agropharmaceutiques

pour les scientifiques agronomes.
1.3. Formulation des pesticides

Les pesticides sont disponibles en différentes formes (liquide, solide ou gazeuse), afin
de rendre leur application la plus efficace:
> Les formes liquides incluent les suspensions (suspensions concentrées), les solutions,
les concentrés emulsifiables, les suspensions en micro-capsules et les aérosols.
> Les préparations solides comprennent les poussieres, les particules, les granulés, les
pastilles, les granules solubles, les poudres solubles, les appats, les tablettes, les comprimés,
les pates granulées et les poudres mouillables.
» Les pesticides gazeux sont généralement des fumigants (ils peuvent étre vendus sous
forme de liquide ou de gaz).
Certains produits sont mis en marché préts a I’emploi, c¢’est-a-dire qu’ils ne nécessitent
aucune préparation avant I’application. Au contraire, d’autres exigent une préparation, comme
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par exemple le mélange dans un solvant pour ramener la concentration aux doses préconisées.
Ce mélange, communément appelé bouillie, est ensuite appliqué sur le nuisible
(Dorothée, 2011).
La forme d'un pesticide doit répondre a trois objectifs essentiels :

v’ Assurer une efficacité optimale a la matiére active.

v' Limiter les risques d'intoxication pour le manipulateur.

v Rentabiliser la matiére active.
I.4. Composition des pesticides

Un pesticide est composé de deux substances :

e Matiére active : est la substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les
organismes nuisibles de s’installer sur les végétaux, parties de vegetaux ou produits végétaux
est dénommeée substance active (anciennement déenommée matiére active) (Merhi, 2008).

e Adjuvant: une ou plusicurs substances ajoutées afin d’assurer la stabilité de la
matiere active, appelée aussi excipient ou solvant. Les solvants (dérivés du pétrole), les
additifs utilisés pour la formulation, ainsi que les adjuvants (tensioactifs, huiles minérales ou
végétales) ajoutés au moment de 1’application, peuvent étre de toxicité non négligeable par
eux-mémes et peuvent également modifier la toxicité de la préparation, notamment en

améliorant I’absorption cutanée de la substance active (Bouvier, 2005)

1.5. Classification des pesticides

L’hétérogénéité de ce vaste ensemble de produits rend difficile toute classification.
Certains auteurs séparent les pesticides minéraux de pesticides organiques (organochlorés et
organophosphorés), d’autres préférent classer les produits selon la cible visée (insecticides,
herbicides, fongicides .etc.), le domaine d’utilisation ou leur toxicité. Il y a alors plusieurs
possibilités de classification (Merhi, 2008).

1.5.1. Selon la nature du ravageur vise

Il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature

des cibles visées: les herbicides, les fongicides et les insecticides.

e Les herbicides : représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde,

toutes cultures confondues. Ils sont destinés a éliminer les végétaux rentrant en concurrence
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avec les plantes a protéger en ralentissant leur croissance. C’est pourquoi, ils sont aussi bien
utilisés pour I’entretien des voiries que pour le jardinage des particuliers. Les herbicides
possedent différents modes d’action. Sur les plantes, ils peuvent étre des perturbateurs de la
régulation d’une hormone, « 1’auxine » (principale hormone agissant sur I’augmentation de la
taille des cellules), de la photosynthese ou encore des inhibiteurs de la division cellulaire, de
la synthése des lipides, de cellulose ou des acides aminés.

e Les fongicides : permettent de combattre la prolifération des maladies des
plantes provoquées par des champignons ou encore des bactéries. Ils peuvent agir
difféeremment sur les plantes soit en inhibant le systeme respiratoire ou la division cellulaire,
soit en perturbant la biosynthese des acides aminés, des protéines ou le métabolisme des
glucides.

e Les insecticides : sont utilisés pour la protection des plantes contre les
insectes. lls interviennent en éliminant ou en empéchant leur reproduction. Différents types
existent : les neurotoxiques, les régulateurs de croissances et ceux agissant sur la respiration
cellulaire.

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 les corbeaux) et
enfin les répulsifs (EI-Mrabet,2008 ; Merhi, 2008 ; Mosbah, 2008 ; Jawich, 2006).

1.5.2. Selon la toxicité

Cette classification est basée sur le danger que présentent les pesticides a court terme
(toxicité aigu€) apres 1’utilisation d’une dose 1étale DLso: Tableau 1 (IPCS/WHO, 2009).

1.5.3. Classification selon le groupe chimique

Les pesticides peuvent étre regroupés en pesticides organiques ou inorganiques. Les
pesticides organiques contiennent du carbone, alors que les inorganiques ne contiennent du
carbone que sous forme de carbonate ou de cyanure. Ces derniers sont des derives a base
d’arsenic, de mercure, de fluor, de cuivre, ainsi que des dérivés du cyanure

(INRA-cemagref, 2005).
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Tableau 1 : Classification des pesticides selon la toxicité (IPCS/WHO, 2009).

DLso pour le rat en mg/kg de poids vif

Classe
Voie orale Voie cutanée
Solides Liquides Solides Liquides
la extrémement |5 ou moins 200u moins |10 ou moins |40 ou moins
dangereux
Ib trés 5-50 20-200 10-100 40-400
dangereux
1 modérément 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
dangereux
peu
n dangereux o)< 4e 500 | Plus de 2000 [ Plus de 1000 | Plus de 4000

1.5.3.1. Les pesticides inorganiques ou minéraux

IIs sont peu nombreux mais certains sont utilisés en tres grandes quantités comme le soufre
et le cuivre. Ce sont aussi des pesticides trés anciens dont I’emploi est apparu bien avant les
débuts de la chimie organique de synthése. Il n’existe plus d’insecticides inorganiques et un seul
herbicide est encore employé aujourd’hui comme désherbant total : le chlorate de sodium.
L’essentiel des pesticides inorganiques sont des fongicides a base de soufre et de cuivre sous
diverses formes dont une des plus utilisées est la bouillie bordelaise ([Cu(OH)z2]x,CaS0Oa)

(hydroxyde du cuivre, sulfate de calcium) employée pour traiter la vigne, les arbres fruitiers, la

pomme de terre et de nombreuses cultures maraicheres (Calvet et al.,2005).
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1.5.3.2. Les pesticides organo-métalliques

Se sont des fongicides dont la molécule est constituée par un complexe d’un métal tel que
le zinc et le manganése et d’un anion organique dithiocarbamate. Des exemples de ces pesticides

sont le mancozebe (avec le zinc) et le manébe (avec le manganése) (Calvet et al., 2005).
1.5.3.3. Les pesticides organiques

Les pesticides organiques contiennent du carbone, hydrogéne, oxygeéne, nitrogéne,
phosphore, sulfate ou autres éléments et peuvent étre divisés en 2 groupes : pesticides de
synthése (développés en laboratoire et produits en usine) et pesticides naturels (d’origine

animale, microbienne ou végétale).
1.6. Intoxication par les pesticides

Les pesticides présentent des risques et des dangers pour la santé humaine et
I’environnement. La contamination de 1’homme par les pesticides peut se faire par différentes
voies. Il peut les absorber via les aliments, 1’eau, par contact avec la peau ou encore par inhalation
(El-Azzouzi, 2013).

A titre d’exemple, on estime que les pesticides sont responsables de trois millions
d’intoxications aigué€s séveres chaque année et qu’il en résulte 220.000 morts. La plupart des

cas (200000) sont observés dans les pays en voie de développement (kintz, 1998).

1.6.1. Intoxication aigué

Les effets aigus liés a une intoxication par les pesticides se manifestent immédiatement
ou dans les quelques heures qui suivent une exposition importante. La connaissance de ces
effets permet d’appréhender le degré de dangerosité des pesticides et les risques encourus en
cas d’exposition accidentelle (Dorothée, 2011). La toxicité aigué est mesurée de fagon
normalisée par expérimentation sur des animaux de laboratoire, c’est I’indice de mortalité
(DL50) correspondant a la quantité de matiere active provoquant la mort de la moitié (50%)
des sujets d’un échantillon exposé au pesticide, une seule fois par ingestion ou voie cutanee
(Mosbah, 2008).
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1.6.2. Intoxication chronique

Elle est le résultat de 1’exposition répétée a plus ou moins faibles doses, a un produit
toxique, dont les effets néfastes ne se feront sentir que quelques mois a quelques années voire
dizaines d’années plus tard. Les pathologies peuvent apparaitre durant 1’exposition ou bien
apres la cessation de celle-ci. Elles peuvent étre le résultat d’une exposition conjuguée a
plusieurs toxiques parfois, difficile a déceler. Le mécanisme d’action du toxique lui méme
peut étre complexe et indirect.

A la différence de la toxicité aigué, la toxicité chronique ne se propose pas de
déterminer un seuil de mortalité mais plutét la dose quotidienne administrée en dessous de
laquelle n’apparaissent pas d’effets sur la santé, c’est a dire la Dose Sans Effet (DSE, ou en
anglais: NOAEL, Non Observable Adverse Effect Level). Elle est évaluée de fagon
normalisée par expérimentation sur des animaux de laboratoire. Ces expérimentations
permettent d’étudier le potentiel cancérogéne, la neurototoxicité et 1’effet sur la reproduction

(trouble de la fertilité et effets tératogénes) d’une substance donnée (Dorothée, 2011).

Il. Généralités sur systeme immunitaire

Vivant dans un environnement hostile, un individu est appelé a se défendre contre un
grand nombre d’agressions pour conserver son intégrité. Cette défense doit étre multiple en
raison du nombre d’agresseurs potentiels présents dans 1’environnement et doit étre aussi
efficace, adaptée a chaque agresseur particulier, qualitativement et quantitativement. La
défense contre ces agents au sens large, semble constituer un des raisons de 1’existence du
systeme immunitaire (Rabhi, 1991).

La fonction du systeme immunitaire de ’homme et des vertébrés est basé sur trois
principes fondamentaux : la fonction de défense, la fonction de surveillance et la fonction de
régulation, dictés par la nécessité de maintenir 1’intégrité et d’assurer la sauvegarde du milieu

intérieur tout entier (Parham, 2003).

I1.1. Les composants du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire (SI) est un ensemble complexe et interactif d’organes, de cellules

et des facteurs solubles.
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11.1.1. Les cellules du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est constitué de cellules différentes, réparties dans tout le corps.
Toutes ces cellules dérivent originellement d’un méme progéniteur «la cellule souche
hématopoiétique » au cours d’un processus appelé hématopoi¢se, donnant naissance a des

cellules progénitrices lymphoides et des cellules progénitrices myéloide.

a. La lignée myeéloide : cette ligne myéloide issue du progéniteur myéloide commun,
fournit la majorité des cellules du Sl inné. Elle comprend elle-méme trois grandes lignées
leucocytaires : la lignée monocytaire, la lignée granulocytaire et les mastocytes
(Espinosa et Chillet, 2006) (figure 1).

e Les cellules monocytaires

> Monocytes : ce sont des cellules arrondies, a bords nets, de 12 a 20 microns de diamétre.
Le cytoplasme est abondant, gris bleuté et contient de nombreuses granulations azurophiles, fines
et serrées, peu visibles au microscope optique. (Rabhi, 2008). Ce sont des cellules précurseur des
macrophages tissulaires, présents dans la circulation périphérique (Parham, 2003).

» Macrophages : ce sont de grosses cellules de 20 a70 micrométres aux contours tres
irréguliers ménagés par des nombreux pseudopodes (Espinosa et Chillet, 2006). Leur réle
consiste a tuer les micro-organismes, activer les cellules T et participer a la mise en route des
réponses immunitaires (Parham, 2003).

» Cellules dendritiques : ce sont des cellules réticulaires dérivant probablement des
monocytes, présentant une morphologie étoilée en raison de nombreuses invaginations et de
nombreux prolongements cytoplasmiques longs et étroits, qui leur offrent une grande surface de
contact avec d’autres cellules. Elles possedent un noyau allongé ou angulé, avec nucléole central,
un cytoplasme peu abondant, clair au Giemsa. Elles semblent dépourvues de phagolysosomes
(Rabhi, 2008). Leur rble consiste a 1’activation des cellules T et a la mise en route de la réponse

immunitaire adaptative (Parham, 2003).

e Les cellules polynucléaires (granulocytaires)

» Les neutrophiles : ce sont des cellules de forme arrondie, de 12 al5 microns de
diametre, a cytoplasme rosé (acidophile), contenant des granulations trés fines, peu ou pas
visibles au microscope optique. Le noyau est segmenté en 2 a 5 lobes reliés par des ponts de
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chromatine (Rabhi, 2008). Leur réle ressemble a celui des macrophages, il consiste a phagocyter
et tuer les micro-organismes (Praham, 2003)

» Eosinophiles : ce sont des cellules arrondies de 12 416 microns de diamétre, a
cytoplasme acidophile parsemé de granulations cristalloides rouge-orangé, pouvant recouvrir
et masquer un noyau souvent bilobé (Rabhi, 2008). Leur r6le est de tuer les parasites

recouvert par des anticorps en vidant le contenu de leurs granules (Praham, 2003).

Thymus 4—
Cellule NK Ax Lymphocyte CD4*
T peogenstior
]
. = ‘ =
= 2114 é_
Thymocyte
B progensiorn Lymphocyte CD8*
Cellule L . 4 AL2
progénitrice lymphoide " RALLE Lymphocyte B
N
Cellule
dendntique
Cellule souche q
hématopoiétique
o
G P
-1
oy Monocyte Macraphage
AT IS
. " L
:/ Gramdocyte . 2
/’l & mon n\lr progemion t Neutrophile
& S
Y T "‘A “\ ‘} ",. Eosinophile
WA Eosmoph < _'-. >
o Progentor e - '.0,
Cellule 3 s AR ’.'
s z 3 ! 1]
progénitrice myéloide GoMasi B 9 it :. .+'« Mastocyte
0 Iy ‘
‘. r(.}/ '/ Pasophil progenitor G, \z
’t’ /, i,
e & Basophile
9",
4y “‘l' \;
’ 4 %
et %% e Plaquettes
Megakanvocyte See q
. Eiy
Erythrocytc
Enythro i progenitor

Figure 1: Hématopoiese du systéme immunitaire.
(Goldsby et al., 2000)

> Basophiles : ce sont des cellules circulantes dans le sang et représentent moins de 1%
des globules blancs. Ils sont les plus petits des granulocytes (environ 10 al2 microns), et
présentent un noyau volumineux, rond ou ovulaire avec quelques fissures (aspect en tréfles)

(Espinosa et Chillet, 2006). Ils attirent les autres globules blancs en déversant I’histamine
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contenue dans leurs granules. Cette histamine active la réaction inflammatoire et intervient
également dans la réaction allergique (Praham, 2003).

» Les mastocytes : sont distribués dans tout I’organisme, notamment au niveau des tissus
connectifs et des muqueuses ou ils sont souvent retrouvés proches des vaisseaux sanguins et des
nerfs périphériques. Ces cellules sont impliquées dans la réaction inflammatoire, les défenses
antimicrobiennes mais aussi, dans les manifestations allergiques par I’expression du récepteur de
haute affinité pour la partie FC des immunoglobulines E (IgE) (Espinosa et Chillet, 2006).

b. La lignée lymphoide

Le deuxieme type cellulaire englobe les cellules lymphoides qui constituent 25% des
globules blancs, et qui jouent un rdle vital dans le systeme de défense immunitaire de
I’organisme. Ce type cellulaire se subdivise en trois catégories cellulaires dont les lymphocytes T,

les lymphocytes B et les cellules NK (figure 1).

e Les lymphocytes T : fonctionnent dans les organes et tissus lymphoides secondaires
du corps pour contréler les microbes intracellulaires et pour fournir une aide a la réponse des
cellules B. Deux différents types de ces cellules participent a ces fonctions, les cellules T
helper expriment le CD4 et aident la croissance et la différenciation de la cellule B, et les
cellules T cytotoxiques (TC) expriment CD8 et reconnaissent les antigenes viraux présents sur

la surface des cellules et tuent ces cellules (Lydyard et al., 2002).

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

d’anticorps (Lydyard et al., 2002).

e Les cellules NK (Natural Killer) : sont appelées aussi « gros lymphocytes granuleux » ou
GLG. Elles ontiennent plus de cytoplasme et posseédent des granules denses. Elles sont produites
dans la moelle osseuse et sont retrouvées dans les tissus et plus particulierement dans la
circulation ou elles constituent 5-15 des lymphocytes circulants. Les cellules NK possedent des

récepteurs activateurs pour certaines molécules de surface appelés en anglais Killer Activation
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Receptors (KAR) et des récepteurs inhibiteurs (KIR: Killer Inhibitory Receptor)
(Lydyard et al., 2002).

11.1.2. Les organes du systeme immunitaire

Les lymphocytes circulent dans le sang et la lymphe et résident dans des tissus
specialisés appelés tissus lymphoides ou organes lymphoides. Les tissus lymphoides
principaux sont la moelle osseuse, le thymus, la rate, les végeétations adénoides, les
amygdales, I’appendice, les ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer. Ils infiltrent les
muqueuses des tractus respiratoire, gastro-intestinal et urogénital. D’aprés leurs fonctions, ils
sont divisés en deux types: les organes lymphoides primaires et les organes lymphoides
secondaires (Praham, 2003).

Les organes lymphoides primaires assurent la production et/ou la maturation de toutes
les lignées cellulaires immunitaires. La moelle osseuse et le thymus sont les deux organes

lymphoides primaires chez ’homme.

a. La moelle osseuse : correspond au tissu présent dans la partie centrale des os. Elle
posseéde une activité hématopoiétique, autrement dit la capacité de produire les différentes
lignées de cellules sanguines. Elle est constituée de cellules souches hématopoiétiques
multipotentes. Ces cellules ont la capacité de se multiplier a I’infini et de se différencier en un

large éventail de cellules (Kouassi, 2003).

b. Le thymus : un organe lymphoide situé dans la partie supérieure de la poitrine, juste
a coté du cceur. Ses principales fonctions sont la maturation et la destruction des lymphocytes
T. Le thymus est divisé en une partie corticale et une partie médullaire. Il se compose
principalement de cellules épithéliales et de lymphocytes (thymocytes). La médullaire
contient des corpuscules thymiques. La corticale est constituée par une masse dense de
thymocytes et des cellules épithéliales (Kouassi et al., 2003) (figure 2).
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Figure 2: Représentation schématique du thymus.
(Berrih-Aknin et Eymard., 1999)

Les organes lymphoides secondaires tels que la rate et les ganglions constituent des sites
de la réponse immunitaire adaptative ou les lymphocytes migrent et réagissent aux stimulations

antigéniques que subit I’organisme.

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

La pulpe rouge est directement localisée sous la capsule (figure 3) et joue un réle important
dans la régulation de la formation et de la destruction des éléments figurés du sang, notamment
des hématies. Elle correspond a la partie la plus vaste de la rate et est constituée de deux éléments
principaux :

»  Les cordons de Billroth composés de la trame réticulaire et des cellules associées.
On observe des dépdts d’hémosidérine qui est une forme de stockage du fer.
> Les capillaires sinusoides caractérisees comme au niveau de la moelle osseuse

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

La pulpe blanche donne lieu a des rencontres antigénes-lymphocytes et est centrée par une
artériole (figure 3). Elle est construite en deux zones :

» La gaine lymphoide péri-artérielle riche en lymphocyte T.
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> Le corpuscule de Malpighi correspond a un amas de lymphocytes, essentiellement
de LB (Kouassi et al., 2003)

Pulpe rouge : 80% Vol
Pulpe blanche : 20 %

Figure 3 : Représentation schématique de la structure de la rate.
(Goldsby et al., 2000)

d. Les ganglions lymphatiques : sont des petits organes en forme de rein (figure 4), pesant
un gramme ou moins. Ils forment des jonctions a 1’endroit ou plusieurs vaisseaux lymphatiques
afférents drainent la lymphe provenant des tissus, en formant ainsi un seul et plus grand vaisseaux
lymphatique efférents, ce qui permet a la lymphe de rester suffisamment longtemps dans le
ganglion pour que les macrophages et les lymphocytes puissent faire leur travail vis-a-vis des

corps étrangers qu’elle contient (Brooker, 2001 ; Praham, 2003).
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Figure 4 : Représentation schématique d’un ganglion lymphatique [1]
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11.1.3. Les substances solubles

Il existe différents types de substances solubles. Parmi ces derniéres, les
immunoglobulines exprimées a la surface de la cellule B mature comme des récepteurs de
I’antigéne et sécrétées dans le sang par les plasmocytes (Burmester et Pezzutto, 2000).

En outre, les cytokines qui sont des composantes solubles responsables de la régulation
de la réponse immunitaire. Certaines cytokines amplifient ou accroissent une réponse
immunitaire en cours, en général en provoquant la prolifération des cellules. D’autres
suppriment une réponse en cours (Rabhi, 2008).

Une autre substance immunitaire est le complément. C’est un ensemble d’environ vingt
protéines présentes dans le sang, d’ou elles peuvent diffuser vers les tissus. Elles agissent
d’une maniére non spécifique, bien que souvent de concert avec les immunoglobulines afin de

permettre le développement d’une réponse immunitaire adéquate (Rabhi, 2008).

I11.2. La réponse immunitaire

L’organisme résiste aux pathogénes de deux maniéres: par la réponse immunitaire
innée (immunité naturelle) et par la réponse immunitaire adaptative (ou immunité acquise).
Les mécanismes de I’'immunité innée sont les premiers a étre mis en jeu, toujours présents, ils
peuvent étre mobilisés rapidement sans toutefois €tre capables d’éliminer a chaque fois
I’infection (Praham, 2003).

Qutre le systétme du complément qui joue un role essentiel dans 1’élimination des
micro-organismes et participe a I’opsonisation, a la réponse inflammatoire, a I’¢limination
des complexes antigenes-anticorps et la destruction des pathogéne (Espinosa et Chillet, 2006)
les cellules phagocytaires sont responsables a la capture, I’ingestion et la destruction des
micro-organismes. Elles sont deux types: les macrophages et les neutrophiles. Les
macrophages secrétent plusieurs cytokines qui recrutent dans les zones infectées, d’autres
cellules du systeme immunitaire telles que les neutrophiles. Ces derniers sécretent un bon
nombre d’autres substances agissant comme agents antibactériens et inducteurs de
I’inflammation (Praham, 2003).

Le troisieme meécanisme de défense non spécifique repose sur la réaction
inflammatoire se déclenchant dés qu’une lésion est détectée : elle empéche ainsi la
prolifération d’agents pathogenes, élimine les débris cellulaires et amorce les étapes de

reconstruction des tissus.
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A I’opposé d’immunité innée, la réponse immunitaire adaptative se focalise spécifiquement
sur le pathogéne. Ceci conduit a une protection de longue durée, appelée immunité adaptative.
De sont coté, la réponse immunitaire adaptative se distingue en deux types, cellulaire et
humorale. Cette réponse commence par ’activation des cellules T naives, leur prolifération et
leur différenciation en cellules T effectrices spécifiques de 1’antigéne (Praham, 2003).

La réponse cellulaire est basée sur une réponse via les TCD8 ou ces derniers sont
prédestinés a I’exercice de fonction cytotoxique. Les cellules TCD4 peuvent se différencier
par des voies alternatives pour produire des cellules effectrices Thl assurant 1’activation des
macrophages et Th2 qui secretent principalement des cytokines stimulant la production
d’anticorps par les cellules B (Praham, 2003).

La réponse humorale est la réaction qui se produit lorsque des lymphocytes B sont
stimulés par un antigéne et se différencient en clone de plasmocytes sécrétant les anticorps.
Ceux-ci sont efficaces contre les agents pathogenes circulant dans le sang et la lymphe. De
plus, ’activation sélective des lymphocytes B dote 1’organisme de cellules & mémoire a durée

de vie prolongée et qui interviennent dans la réponse immunitaire secondaire (Praham, 2003).

I11. Généralité sur le systeme hépatique
I11.1. Le foie

Le foie est un organe asymétrique composé de deux lobes qui, par ses différentes
fonctions, contribue au maintien de 1’homéostasie de [’organisme. Il synthétise diverses
molécules essentielles et permet d’extraire et de métaboliser les nutriments et xénobiotiques
introduits dans 1’organisme en partie via le systeme digestif. Le parenchyme (tissu fonctionnel)
est composé de sept types cellulaires : les hépatocytes, les cholangiocytes, les cellules
endothéliales sinusoidales, les cellules de Kipffer, les lymphocytes, les cellules dendritiques et
les cellules étoilées. Leur agencement favorise leurs interactions. Ces cellules se rassemblent dans
le lobule hépatique qui comprend une veinule centrolobulaire, autour de laquelle le parenchyme
hépatique se répartit de fagcon polygonale avec les angles constitués d’espaces portes. Ces

derniers sont constitués d’une veinule porte, d’une artériole hépatique et d’un canalicule biliaire

(Corbineau, 2011).
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I111.1.1.Les cellules hepatiques
111.1.1.1. Les hépatocytes

Les fonctions du foie sont principalement assurées par les hépatocytes qui représentent
environ  80% de la population cellulaire totale. Ce sont des cellules polyédriques
(ou polygonales) organisées en travées lamellaires, séparées les unes des autres par les capillaires
sinusoidaux (figure 5). Les hépatocytes sont polarisés par le p6le sinusoidal (ou basal) et le pble
canaliculaire (ou apical). L’hépatocyte est une cellule volumineuse de 18-24 um de diametre
comportant un ou deux noyaux. Le cytoplasme contient de nombreuses mitochondries, un
réticulum endoplasmique granuleux et lisse ainsi qu’un appareil de Golgi abondant, nécessaire a

ses activités de synthese et de sécrétion (Savary, 2014).
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Figure 5 : Représentation schématique des différents types cellulaires hépatiques.
(Turner et al., 2011)

111.1.1.2. Les cellules non parenchymateuses

a. Les cellules épithéliales biliaires ou cholangiocytes : représentent environ 1% des
cellules du parenchyme. Elles sont localisées dans les canaux biliaires (figure 5).
(Benedetti et al., 1996). Elles composent I’épithélium qui tapisse les canaux biliaires. Ces
derniers permettent le transport de la bile produite par les hépatocytes de maniére continue, vers

la vesicule biliaire puis le tractus intestinal. La bile est a la fois un suc digestif (émulsification des
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graisses et des vitamines liposolubles) et une voie d’excrétion pour le foie (protéines hépatiques,
cholestérol, stéroides). Les cellules biliaires sont activement impliquées dans la synthese, le

transport et la modification de la bile (Savary, 2014).

b. Les cellules sinusoidales (endothéliales) : sont des cellules endothéliales qui bordent la
paroi des vaisseaux sanguins (capillaire sinusoidal) (figure 5). Les echanges de nutriments et
macromolécules entre le secteur sanguin et les hépatocytes sont favorisés par la présence de
fenestrations (pores de 0,1 a 1 um) mais aussi par le fait que les cellules endothéliales du foie ne

reposent pas sur la membrane basale (Savary, 2014).

c. Les cellules de Kupffer : représentent 2% de la masse du parenchyme hépatique. Ces
macrophages sont situés dans la lumicre des sinusoides, attachés a 1’endothélium sinusoidal
(Smedsrod et al., 1994). Impliquées dans la phagocytose de particules étrangeéres et d'agents
biologiques, elles participent également a 1’élimination d’endotoxines et de diverses substances

nocives provenant du sang portal. Elles jouent aussi un réle dans I’immunité adaptative

(Savary, 2014).

d. Les cellules étoilées : précédemment appelées cellules de Ito, stockent la vitamine A et
ont une fonction physiopathologique. Sites majeurs de synthése de la matrice extracellulaire
hépatique, quand elles sont activées par un processus inflammatoire, elles se transforment en
myofibroblastes et jouent ainsi un réle important dans la fibrose hépatique. Ces cellules sont
présentes dans I’espace de Disse, espace compris entre les cellules sinusoidales et les cellules

hépatiques (Savary, 2014).

e. Les Lymphocytes et cellules dendritiques : on dénombre environ 10*° lymphocytes
dans le foie et plus précisément localisés le long des sinusoides. Le foie centralise une
importante partie de la réponse innée et une partie des éléments impliqués dans la réponse
acquise (Parker et Picut, 2005).

I11.2. Les principales fonctions du foie

Le foie est le siege de nombreuses fonctions métaboliques, immunologiques et endocrines.
Il regoit le sang oxygéné du cceur via la veine porte et du sang désoxygéné de l'intestin via

I’artére hépatique. Le sang circule a-travers un réseau de capillaires discontinus perméables
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appelés les sinusoides pour atteindre les veines centro-lobulaires. 1l joue un réle essentiel dans de

nombreuses fonctions vitales

e Une fonction glycogénique régulant le taux de glucose sanguin, en stockant le glucose
sous forme de glycogene.

e La synthese de la majorité des protéines plasmatiques (sérum-albumine, fibrogeéne,
complexe prothrombinique), a I’exception des immunoglobulines.

e Lasyntheése des protéines formant le systeme du complément

e La synthese et la dégradation des lipides et des lipoprotéines (LDL : low density
lipoprotein, VLDL : very low density lipoprotein, HDL : high density lipoprotein,
cholestérol).

e Une fonction d’uréogénése (élimination, sous forme d’urée, des substances produites par
la dégradation des acides aminés).

e Une fonction de détoxification de composés exogenes (xénobiotiques) et endogenes.

Il a également une fonction exocrine avec la sécrétion biliaire ; il produit un litre de bile par
jour et la sécrete via les canalicules biliaires dans les canaux biliaires vers le duodénum
(Savary, 2014).

111.3. Les fonctions de détoxication

L’organisme est sans cesse exposé a des composé€s exogeénes indésirables qu’il doit
éliminer. Ceux-ci incluent des polluants, des toxines naturelles et des médicaments. Un
xénobiotique hydrophile peut étre rapidement éliminé par des mécanismes de transport
membranaire. En revanche, s’il est hydrophobe, il doit étre métabolisé et rendu hydrophile pour
étre éliminé. Chez les mammiféres, le siege majeur de la biotransformation des xénobiotiques est
le foie, et celle-ci s’opere essentiellement au niveau des hépatocytes. Les processus de

biotransformation incluent habituellement plusieurs phases

eLa phase | (ou phase de fonctionnalisation) correspond principalement a des réactions
d’oxydation mais aussi a des réactions de réduction et d’hydrolyse, catalysés par les cytochromes
P450 (CYPs) (cholesterol side-chain cleavage).

e La phase Il (ou phase de conjugaison) est assurée par les enzymes dites de phase Il qui
catalysent le transfert d’un ligand endogeéne sur le métabolite de phase 1. Ces enzymes

comprennent les glutathion-S-transférases (GSTs), les UDP-glucuronyl-transférases (UGTS), les
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sulfotransférases, les N-acétyl transférases, les époxydes hydrolases, les méthyl transférases et les
acyl-CoA transférases (conjugaison a des acides aminés).

eLa phase Il1 correspond a I’excrétion des conjugués hors de la cellule. Ce processus
est assuré par des transporteurs membranaires actifs tels que la P-glycoprotéine (P-gp / ABCB1)

et les « multi drug resistance related proteins (MRP) » (Savary, 2014).

IV. La toxicité des pesticides
IV.1. L’immunotoxicité des pesticides

Les pesticides sont capables d’agir sur le systéme immunitaire selon différents
mécanismes entrainant des pathologies immunitaires plus fréquentes chez 1’enfant que chez
I’adulte (Merhi, 2008). Les effets destructeurs de ces substances sur le systeme immunitaire
sont encore principalement, étudiés sur des animaux de laboratoire ou des cultures cellulaires
et sur des utilisateurs de pesticides professionnels. Un rapport scientifique a récemment
analysé et résumé les résultats de plus de 100 études expérimentales sur les conséquences de
diverses familles de pesticides sur le systeme immunitaire. La majorité de ces études ont mis
en évidence des effets immunosuppresseurs des pesticides étudiés (Barnett et Rodgers, 1994).
Alors que les pesticides peuvent stimuler, supprimer ou déréglementer le systéeme
immunitaire, la plupart peut faire tous les trois, en fonction de la concentration, la durée de

I’exposition et la virulence du pesticide.

IV.1.1. L’effet des pesticides sur les cellules immunitaires
IV.1.1.1. L’effet sur les cellules Naturel-killer (NK)

Ces cellules dans I’état normal, sont responsables de la mort des cellules tumorales ou
des cellules infectees. Cette fonction peut étre inhibée par les organophosphorés selon trois
mécanismes: 1’induction de 1’apoptose de la cellule NK (figure 6), I’inhibition de la capacité
des NK a sécréter des substances cytotoxiques sans affecter leur liaison avec les cellules
cibles (Rowe et al. 2007) ou I’inhibition directe de la voie Fas/L.Fas essentielle pour leur
activité (figure 7) (Li et Kawada, 2006).

En Belgique, Van Den Heuvel et ses collaborateurs en 2002 ont montré que chez 200
adolescents belges, 1’exposition au biphényle polychloré (BPC) était associée négativement au
pourcentage d’€éosinophiles, au pourcentage de cellules NK et aux niveaux spécifiques d’IgE

contre 3 allergénes communs (Van Den Heuvel et al., 2002).
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Dans une autre étude, I’administration de la deltametrin pendant 28 jours selon les doses
0, 1, 5 ou 10 mg / kg. pc / jour, entraine chez les groupes recevant 5 ou 10 mg/kg une
augmentation de I'activité des cellules NK splénique (Madsen et al., 1996).

Selon Whalen et al., 2003, I’exposition des lymphocytes T et NK purifiés aux Triazines
(atrazine) et carbamates (manebe, métirame, et zirame) in vitro pendant des périodes allant de
1h & 6 jours, entraine une diminution significative de la fonction lytique des cellules NK. Et
d’aprés une autre étude de Whalen et al., 2002, I'exposition a court terme au butyltin (BT) a
causé des effets négatifs et persistants sur la capacité des cellules NK humaines a tuer les
cellules cancéreuses. Des études ont indiqué que le tributyltain induit la suppression de

I’activité cytotoxique des cellules NK (Aloice et al., 2006).

Pesticide —————a

FANFAN

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

Mort de la cellule par 'appoptose

Figure 6 : L’induction de I’appoptose de cellules NK par le pesticide.

En absence de pesticide En présence de pesticide

Substance,
cytotoxique -

Antigeéne

Figure 7 . Mécanisme d’action du pesticide sur les cellules NK.
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1V.1.1.2. L’effet sur les cellules lymphocytaires T

Les épidémiologistes de I'ex-Union soviétique ont remarqué depuis longtemps que le
nombre de lymphocytes T et leur fonctions sont supprimés apres I'exposition aux pesticides.
Par exemple, I’exposition des résidents des districts agricoles du sud de la Russie & des
pesticides avait baissé le taux de cellules T et augmenté le taux de maladies infectieuses chez
les individus exposés par rapport a la population témoin (Van Hammée et Wattiez, 1999).

Dans une étude in vitro de Row et ses collaborateurs en 2007 ont montré que
I’exposition a 1’Atrazine induit une inhibition de la capacité des cellules T cytotoxiques a
secreter des protéines lytiques, sans affecter leur liaison avec les cellules cibles, et un effet
immunomodulateur sur les lymphocytes T humaines (Row et al., 2007).

Des ¢études similaires ont montré que 1’exposition au carbamyl a inhibé la réponse des
lymphocytes T cytotoxiques (Rondgers et Ellefson, 1999).

Dans une cohorte de 207 enfants hollandais sains, des chercheurs ont trouvé une relation
positive entre 1’exposition prénatale aux BPC (polychlorobiphényles) et le nombre de
lymphocytes T cRyd * a la naissance, et le nombre de lymphocytes T totaux, CD8", TcRaf"
et TcRys ™ a 18 mois (Dallaire, 2006).

Des études similaires ont montré que les enfants se sont avérés, particulierement,
sensibles a l'effet suppresseur des cellules T lié a I’exposition aux pesticides
(Kovalchuk, 1990). Au Japon en 1998, Nagayama et ses collaborateurs ont trouvé une relation
positive entre 1’exposition au BPC et leur sous-produits par le biais du lait maternel et le ratio
CD4'/CD8" chez 36 nouveau-nés (Nagayama et al., 1998).

IV.1.1.3. L’effet sur les cellules lymphocytaires B

Des études in vitro et in vivo ont effectivement montre que les pesticides ont la propriété
de casser I'ADN et donc de favoriser les translocations. Les chromosomes 14 et 18 des
lymphocytes B échangent par erreur de 'ADN. Le géne bcl-2 se retrouvant associé au
chromosome 14, va alors étre surexprimé, aboutissant a la synthése massive d'une protéine
impliquée dans I'inhibition de la mort cellulaire. Ainsi, les cellules B, normalement destinées
a la mort, survivent de facon prolongée. Cette longue durée de vie augmente les risques de
plusieurs autres altérations genétiques leur conférant la capacité de se multiplier ; une des
caractéristiques des cellules cancéreuses (Pajon, 2011).

Dans une autre étude, il a été remarqué que I’exposition a certains pesticides diminue la

quantité des lymphocytes B au niveau de la rate et du thymus feetaux (Filipov et al., 2005),
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mais également sur des animaux adultes en entrainant une diminution de la production
d’immunoglobulines et de la prolifération des lymphocytes B (Fournier et al., 1992). En
outre, il a été noté que 1’exposition au propanil a augmenté le nombre de lymphocytes B issus
de la rate, sécréteurs d’IgM, 1gG2b, et IgG3 alors que le nombre des cellules B isolées de la
moelle osseuse et sécréteurs d’IgM et IgG reste inchangé par rapport au témoin
(Salazar et al., 2005). De plus, I’exposition au diazon entraine une légére diminution des

cellules B (Alluwaimi et Hussein, 2007).

IV.1.1.4. L’effet sur d’autres types cellulaires (Les macrophages, les monocytes,
granulocytes, et leucocytes etc.)

Selon (Punareewattana et al., 2001) I’application de la perméthrine sur la région dorsale
rasée interscapulaire de souris/f6N C57Bl a des doses de 0,5, 1,5 ou 5,0 ml/doses/jours
n’affecte pas la capacité phagocytaire des macrophages. Alors que le carbofuran peut affecter
la fonction des macrophages, en modifiant les équilibres des cytokines produites nécessaires
pour I’activation de ces derniers (figure 8).

Rondgers et xiong ont également rapporté que 14 ou 90 administrations quotidiennes du
malathion a provoqué une activation des macrophages et la dégranulation des basophiles
systémiques (Rondgers et xiong, 1997).

Certaines études cliniques ont montré, chez des travailleurs industriels, que les
pesticides organophosphorés se lient chimiquement aux estérases au niveau des cellules non
specifiques telles que les monocytes et les granulocytes, inactivant ainsi les estérases et du
méme coup les monocytes (Van Hammée et Wattiez, 1999).

Il a été signalé aussi, que l'inhalation du chlordane par des singes a différentes doses
allant de 100 a 1.000 pg/m3 pour une période de 90 jours, a induit une incidence
statistiquement significative de la leucopénie, méme a la plus faible dose testée
(Dallaire, 2006).
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Figure 8 : mécanisme d’action du pesticide sur les macrophages.

1VV.1.2. Effet sur les substances sécrétées
1V.1.2.1. Effet sur les immunoglobulines

Les premiéres évidences d’un effet immunotoxique des BPC (polychlorobiphényles) et
de leurs produits de dégradation chez I’humain proviennent de 1’évaluation des sujets ayant
consommé du riz contaminé lors de ’accident Yu-Cheng. Chang et ses collaborateurs en
1981 ont observé une diminution des concentrations d’IgA, d’IgM et une perturbation des
populations de lymphocytes T chez 30 sujets exposés, comparativement a 23 sujets sains
(Chang et al., 1981).

En 1976, une zone résidentielle a été contaminée au TCDD (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-
p-dioxine) suite a un accident industriel a Seveso, en Italie. Vingt ans aprés 1’accident,
Baccarelli et ses collaborateurs en 2002 ont évalué certaines fonctions immunitaires chez 62
sujets exposés et 58 témoins. Les auteurs ont identifié une association négative entre les
concentrations de TCDD et les niveaux d’IgG, sans que les autres immunoglobulines ou
protéines du complément ne soient affectées (Baccarelli et al., 2002).

André et al., 1983 ont montré que le carbamyl augmente le taux sériques d’IgG1 et
IgG2b chez la souris apres exposition par voie orale pendant un mois.

L’administration de fortes doses de Malathion (jusqu'a 715 mg/Kg) a des souris a
augmenté la genération des IgM et a stimulé des réponses prolifératives aux mitogenes
(Rondgers et Ellefson, 1999). Des changements de concentration des immunoglobulines ont

été également observés par (Barnette et al., 1980 ; Corsini et al., 2007).

26



Partie théorique

IV.1.2.2. Effet sur les Cytokines

Corsini et ses collaborateurs ont étudié les effets d’un herbicide, le Propanil, chez 7
ouvriers agricoles exposés du nord de I’Italie, comparés a 7 sujets non exposés. Il a été
remarqué que la production des cytokines TNF-a n’était pas modifiée, celle de L'IL-6 était
Iégérement augmenteée, et une réduction de la libération de I’IL.10 et de I’'IFN associée a une
diminution du ratio IFN/IL-4. Enfin, ces auteurs ont mis en évidence un effet concentration-
dépendant du propanil sur la réduction de la production d’IL.10 et de IFN-y, lors d’une étude
in vitro sur les lymphocytes humains (Corsini et al., 2007).

Alluwaimi et Hussein, 2007 se sont intéressés aux effets immunotoxiques d’un
insecticide organophosphoré trés répandu, le Diazinon, chez la souris. L’administration de 50
mg/Kg/j dans I’eau de boisson pendant 30 jours a provoqué une diminution progressivement
croissante de la libération des cytokines IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 et IFN-y par les splénocytes
en culture. L'administration intra-péritonéale du carbofuran (0,075, 0,15 et 0,3 mg / kg de
poids corporel) a entrainé une diminution de la production d’IL-2 par les splénocytes, la
production IFN-y a été significativement supprimée tandis que celle de 1’IL-4 n’a pas été
affectée. La production de facteur de croissance transformant-béta (TGF B) a partir de

splénocytes a également été significativement inhibée par le carbofuran.
IV.1.2.3. Effet sur le Complément

Les composants C3 et C4 du complément ont été évalués chez les travailleurs de sexe
masculin exposés régulierement aux pesticides pendant au moins un an, et comparer le taux
de ces composants avec celui des témoins sains. Les résultats ont montré que 1’exposition aux
pyréthrinoides (pesticides les plus couramment utilisés) ont diminué significativement le taux

du C4 tandis que le niveau du C3 demeure inchangé (Undeger et Basaran, 2001).
IVV.1.3. Effets sur les organes immunitaires

Des études récentes ont montré que 1’administration du propanil et son métabolite par
voie orale, induit une splénomégalie et une atrophie du thymus (Corsini et al., 2013).

Les pyréthroides synthétiques (deltaméthrine et a-cyperméthrine) ont été étudiés pour
leurs effets sur le systétme immunitaire. Plusieurs effets ont été observés chez les rats F344
males ayant regu, pendant 28 jours, des doses de 5 ou 10 mg / kg de deltametrine. Une
augmentation du poids des ganglions lymphatiques mésentériques, une diminution du poids

du thymus chez les animaux immunisés et une augmentation du nombre de sRBC-Plaque
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forming cells et de [lactivitt des cellules NK splénique ont été enregistrées
(Madsen et al., 1996). Dans une autre étude la deltaméthrine a induit une atrophie du thymus
chez les souris Balb /c et a alteré la phosphorylation des protéines-kinases ce qui pourrait
induire la mort cellulaire programmeée (Enan et al., 1996).

L’effet toxique de 1’atrazine a été observé sur la rate et le thymus chez des souris males
et femelles. Les chercheurs ont constaté la diminution du poids relatif des deux organes et
cela a été confirmé par la réalisation des coupes histologiques de la rate. Les examens ont
révelé une modification dégénérative : les rates sont apparues atrophiques, caractérisées par
I’effacement des centres germinatifs, par la diminution de la pulpe blanche et la congestion de
la pulpe rouge (figure 9). L’observation au microscope électronique a transmission a montré
un grand caryopycnose, un élargissement de citerne péri nucléaire et mitochondrial, une
dégenérescence et une formation de corps apoptotiqgues dans les lymphocytes
(Zhang et al., 2011).

Figure 9 : Coupes histologiques de la rate chez la souris traitée par I’atrazine Sous microscope
photonique (Zhang et al., 2011).

(A) la rate des témoins (coupes histologiques normales)

(B) le groupe des traités avec 200mg/kg d’ATR, les centres germinaux spléniques sont effacés
et atrophiques, la diminution de la pulpe rouge (les fleches [’indiquent)

(C) Le groupe des traités avec 400m/kg d’ATR. Centres germinaux spléniques effacés et la
diminution de la pulpe blanche (triangles pleins), associés a la congestion évidente dans la
pulpe rouge (peut étre vu dans la rate, indiqués par les fleches)

L’exposition des souris par voie orale au mélange de 11 pesticides pendant 4 semaines,
a entrainé des modifications au niveau de la capacité proliférative in vitro des progéniteurs
hématopoiétiques (CFU-M, CFU-GM, BFU-E) de la moelle osseuse. Cet effet différe selon le
sexe et la dose des pesticides. Notons que les males étaient plus sensibles que les femelles. En

paralléle, 1’observation des colonies, apres étalement sur lames et coloration, a montré que le
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traitement avec le mélange de 11 pesticides a altéré la différenciation cellulaire au sein de
chaque colonie (Merhi, 2008).

IV.2. L hépatotoxicité des pesticides

Le foie est le premier organe qui fait face a toutes les molécules étrangéres emmenées
par la circulation et c’est ainsi qu’il est I'un des organes soumis a plus de dégats. Les
transaminases ASAT (Aspartate aminotransférase), ALAT (Alanine Amino Transférase) et
ALKP ou PAL (phosphatases alcalines) sont des enzymes hépatiques importantes et
responsables des processus de détoxication (Abbassy et al., 2012). Ces enzymes sont secrétées
dans la circulation sanguine et leur taux augmente dans le sang au cours des lésions
hépatocellulaires. Ces variations peuvent varier en fonction de la durée d'exposition et de la
dose. L'augmentation des activités de ces enzymes dans le sérum est indicative de Iésions du
foie, des reins et des muscles (yousef et al., 2006).

Des études antérieures, réalisées sur des rats adultes, ont montré que le méthomyl peut
induire I’endommagement du foie par 1’élévation des taux sanguins en transaminases
(ASAT et ALAT, PAL) (Djeffal, 2014).

Dans le cadre de la caractérisation de biomarqueurs de pollution, des cyprinidés ont été
exposés 14 jours a des concentrations sublétales de Cu (cuivre) ou de procymidone, deux
fongicides fréquemment employés en viticulture. L'hépatotoxicité du métal et du pesticide est
révélée par le développement des lyses hépatocytaires et la présence d'hépatocytes en
dégénérescence. Cependant, la plus grande part du parenchyme hépatique est composée
d'hépatocytes basophiles montrant un caractere ultra-structural de cellule au métabolisme
accru (développement de la taille du noyau, du réticulum endoplasmique granulaire et du
chondriome) (Paris palacios, 1999).

D’autres études a court terme sur les rats, ont démontré que la bioresmétrine administrée
a 1000 ppm provoque une légére augmentation du poids du foie et une réduction de celui du
thymus. En outre, I’administration de la bioresméthrine a des rats pendant 90 jours a provoqué
une augmentation du poids et de la graisse du foie accompagnée de modifications du taux des
enzymes dans le sang (phasphatase alcaline du sérum et aminotransférase de [’aspartate)
indicateur d’une lésion hépatique (FAO/OMS, 1991).

Selon Besteman et ses collaborateurs, le traitement des souris C57BL/6 gestantes soit
par 10 pg/kg/jour de TCDD ou 48 pg/kg/jour de DES (diethylstilbestrol) durant les jours 14 et

16 de gestation a conduit a une augmentation du poids du foie feetal et une anisocytose
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modérée (inégalite de la taille des cellules, les unes par rapport aux autres. S’observe dans les
dysplasies) et anisocaryose (inégalité de la taille des noyaux des cellules, les uns par rapport
aux autres) avec une augmentation du volume cytoplasmique et de la taille nucléaire , ainsi
qu’une augmentation de la basophilie cytoplasmique dans les hépatocytes
(Besteman et al., 2007).

L'effet de I'nexachlorobenzene (HCB) sur la fonction hépatique a été recherché chez
Mériones unguiculatus. Quatre lots d'animaux ont été gavés avec 0, 1,6, 4 et 16 mg/kg/j de
HCB pendant 30 jours. Le HCB a entrainé chez les animaux une hypertrophie hépatique trés
accentuée, particulierement chez les animaux traités par la plus forte dose. Des modifications
de l'architecture hépatique ont également été observées. Une nécrose cellulaire est apparue
chez les animaux recevant 1,6 mg/kg/j, accompagnée de congestions centrolobulaires et
périportales et de vacuolisations cytoplasmiques chez les animaux traités avec 4 mg/kg/j. Ces
mémes lésions sont accentuées avec la dose la plus forte. L'intoxication au HCB perturbe
certaines activités enzymatiques hépatiques. A fortes doses, ce pesticide a provoqué une
augmentation de l'activité ALAT, dont le taux plasmatique est triplé chez les méles par rapport
aux témoins (170x24,7 U/l ; 66£8,29 U/I) et doublé chez les femelles
(120£12,47 U/l ;565 U/I). Ce méme traitement a augmenté I'activité ASAT uniguement
chez les femelles (259+29 U/l ;244,66+18 U/I) (Bitri et al., 2007).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel biologique

Cette étude a éteé réalisée sur des souris males BALB/C, provenant de 1’animalerie de
I’Institut de Pharmacie de Constantine, agés de 6 a 7 semaines dont le poids corporel est
compris entre 23 et 35 grammes (figure 10). Ces animaux mammiferes sont de 1’ordre des
rongeurs et représentent 1’espéce des vertébrés la plus couramment utilisée dans les
différentes expérimentations et recherche scientifique. Ce sont des mammiferes populaires en
raison de leur disponibilité, leur taille, leur adaptation et la facilité de leur manipulation et

élevage ainsi que le taux de reproduction rapide (Willis-Owen et Flint, 2006). En outre, ces

animaux partagent 99% de leurs génes avec les humains.

RN L

wWe . v

Figure 10 : Matériel biologique (Les souris blanches).

Les souris sont élevées dans des cages en polypropyléne qui sont nettoyées
régulicrement. Les conditions d’élevage sont caractérisées par une température et une
photopériode naturelle. Leur besoin alimentaire journalier est composé d’aliment riche en
graine, du pain rassis et de I’eau. Les manipulations pratiquées sur ces souris sont effectuées
en respectant leur bien-étre, excluant tout état de stress susceptible d’interférer avec les
résultats.

Ces souris ont été soumises a une période d’adaptation de 10 jours environ.
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1.2. Matériel chimique

1.2.1. Powder Roach Killing

Powder Roach Killing « PRK » est un insecticide anti-cafard a usage domestique, de
fabrication chinoise. Il est mis sur le marché par I’entreprise « Beijing Green Leaf siecle
Daily- utilisation Chemicals Co., Ltd » fondée en 2001et située dans la ville de Pékin. Ce
pesticide est trés utilisé dans les maisons en Algérie. Ce produit a prouvé une efficacité tres
remarquable dans la lutte contre les cafards, cela est traduit par la satisfaction tres importante
de tous les utilisateurs. Powder Roach Killing est commercialisé sous forme d’une poudre
verte trés soluble dans I’eau, contenant 2,5 % d’acephate (Figure 11). Malheureusement, on
ignore tout sur sa composition chimique détaillée, ses propriétés biochimiques biologiques et

toxicologiques.

Figure 11: L’ insecticide Powder Roach Killing.
1.2.2. SPI-mat

SPI-mat est un insecticide anti moustique, a usage domestique, de fabrication
algérienne. Ce produit s’est révélé tres efficace contre les moustiques. Il est mis sur marché
sous forme de pastilles bleues (Figure 12). Comme pour Powder Roach Killing, on ne dispose

pas d’information concernant ses propriétés chimiques et toxicologiques.

Figure 12 : Pesticide SP1 mat sous forme de pastille.
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1.3. Méthodes

1.3.1. Protocole expérimental

Afin de réaliser la partie expérimentale de notre travail, nous avons établi deux

protocoles qu’on peut les résumer dans la figure 13 et 14.

Lot témoin traité Lot traité par la Lot traité par la Lot traité par la
avec de I’eau dose 40mg/kg dose 80 mg/kg dose 160 mg/kg
seulement (15 souris) (15 souris) (15 souris)
Pesée des animaux
I
[
Apres 24h /Sacrifice

Récupération
Du sang

FNS

Isolement des
Macrophages

Péritonéaux

Analyse des
enzymes
hépatiques

Comptage des
Cellules

Préléevement Prélévement des
de la rate organes : la rate
et le foie
Pesée de la
Rale Pesée des
organes
prélevés

Index phagocytaire K

La demi-vie du
carbone dans le
sang (tuz, min)

Isolement des

splénocytes

Comptage des
Cellules

Etude histologique
du foie et de la rate

Index phagocytaire
corrigé o

Figure 13 : Schéma explicatif du protocole expérimental N°1.

(PRK)
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I

Lot témoin
(15souris)

Lot de traités de
7 jours
(15 souris)

Lot de traités de
14 jours
(15 souris)

Lot de traités de
21 jours
(15 souris)

Pesée des animaux

Sacrifice

Récupération
Du sang

Prélevement des

Analyse des
enzymes
hépatiques

Isolement des Lavage )
Macrophages broncho- organes : la rate,
Péritonéaux et alveéolaire é%ﬂ?r:%ﬁ;
des Splénocytes
La demi-vie du
Pesée des carbone dans le
organes sang (tuz, min)
prélevés
Comptage des Comptage des
Cellules
Cellules
Etude Index
histologique de phagocytaire
la rate, foie et corricé a

Index phagocytaire K

poumons

Figure 14 : Schéma explicatif du protocole expérimental N°2.

(Spi-mat)
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1.3.1.1. Traitement

Aprés une période d’adaptation d’une semaine. Les souris utilisées dans le protocole
N°1 sont réparties en quatre lots contenant chacun quinze souris. Le premier insecticide
« PRK » est préparé sous forme d’une solution aqueuse qui est gavée aux animaux

(figure 15), une seule fois selon les doses suivantes :

- Les souris du premier lot (lot témoin) sont traitées avec de 1’eau seulement.
- Les souris du deuxieme lot sont traitées par une dose de 40mg/kg du poids corporel.
- Les souris du troisieme lot sont traitées par une dose de 80mg/kg du poids corporel.

-Les souris du quatrieme lot sont traitées par une dose de 160mg/kg du poids corporel.

Figure 15 : Méthode de gavage.

Les souris utilisées dans le protocole N°2, sont réparties également en quatre lots, le
premier lot contient 15 souris témoins, les trois autres lots contiennent 15 souris chacun. Ces
derniéres sont exposées chaque jour par voie respiratoire (inhalation) a une tablette de

SPI-mat et cela pendant 7, 14 et 21 jours.
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L’insecticide utilisé est mis dans un appareil spécifique branché a une source électrique
(Figure 16). Les cages contenant les souris traitées, sont mises sous des cartons avec une

petite ouverture afin de simuler les dimensions d’une chambre standard.

Figure 16 : L appareil spécifique pour 1’utilisation du pesticide.

1.3.1.2. Le Poids corporel

Concernant les souris traitées avec le pesticide PRK, le suivi du poids corporel des
animaux s'effectue avant et apres le traitement par I’insecticide. Pour les souris traitées avec le
deuxieme insecticide SPI-mat, la pesée des animaux s'effectue chaque jour durant toute la

période du traitement qui dure 21 jours.

1.3.1.3. L’activité phagocytaire K

L’activité phagocytaire du SRE (Systéme Réticulo Endothélial) est mesurée d’apres la
méthode de (Biozzi et al., 1953). Les souris ont été injectées avec du carbone colloidal a une
dose de 0,1 ml/10 g par la veine de la queue (figure 17.A) le mélange était constitué de 3 ml
de I’encre de chine (Noir), 4 ml de solution saline (0.9% NacCl) et 4 ml de solution de gélatine
3% (voir annexe)]. 44,7ul du sang ont été prises a partir de la veine orbitale apres 5 et 10 min
de I’injection (figure 17.B). Le sang a été déchargé dans 4 ml d'une solution de Na,COs a
0,1% (voir annexe). L'absorbance a été mesurée a 675 nm. L’activité phagocytaire est
exprimée par I’index phagocytaire K qui mesure la fonction de 1’ensemble des cellules

réticulo-endothéliales au contact du sang circulant et par I’index phagocytaire corrigé qui
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exprime cette activité par unité de poids des organes actifs : foie et rate. Ces deux index sont
calculés d’apres les formules :

inDO1 _1lin DR
tz

Ou DOL1 et DO2 sont les densités optiques aux temps tl et t2 de I’injection.

5 poids du corps

poids : foie + rate

Le taux de clairance est exprimé comme la demi -vie de carbone dans le sang
(demi-vie, min), calculée selon I'équation suivante: (Biozzi et al., 1953).

O G933
trz=——"—
E

Figure 17 : les différentes étapes de mesure de I’activité phagocytaire K.
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1.3.1.4. Préléevement sanguin

24 heures apres le traitement par 1’insecticide PRK, les souris sont sacrifiées et le sang
de chacune d’clles est récupéré soit dans des tubes a EDTA ou dans des tubes héparinés,
destinés au laboratoire d’ Analyse Médical pour la réalisation de la FNS (Formule Numérique
Sanguine). L'évaluation de la fonction hépatique est calculée par I'estimation de la
concentration des enzymes hépatiques : Aspartate Amino-Transférase (ASAT ou TGO),
Alanine Amino-Transférase (ALAT ou TGP) et la Phosphatase Alcaline (ALKP ou PAL).

Concernant les souris traitées par 1’insecticide SPI-mat, une semaine apres le traitement,
les souris sont sacrifiées et le sang est récupéré soit dans des tubes a EDTA ou dans des tubes
héparinés pour la réalisation de la FNS et I'évaluation des paramétres hépatiques (ASAT,
ALAT, ALKP, BILT et BILD), pour les périodes énumérées ci-dessus.

+ Formule Numérique Sanguine :

La mesure de la formule de numération sanguine a été effectuée en utilisant un automate
d’hématologie (Marque: ABACUS 3°™ génération). Le tube a EDTA contenant le sang est
placé dans 1’automate, et la mesure de la FNS commence. Au bout de 2 minutes les résultats

s’affichent sur I’écran, et on suite on les imprime.

+ Dosage des transaminases plasmatiques :

Les parametres sériques mesurés sont : aspartate aminotransférase (ASAT), alanine
aminotransférase (ALAT), phosphatase alcaline (PAL), et la bilirubine totale (BILT) et
directe (BILD). Le dosage de ces enzymes a €té réalisé en utilisant un analyseur automatique

(Cobas C311) et par la méthode cinétique selon la fiche technique du Kit (Roche).

1.3.1.5. Préléevement des organes

Apres le sacrifice et la dissection des animaux, la rate, le foie et les poumons sont
prélevés et pesés a l'aide d'une balance de précision (Sartorius). Les organes prélevés sont

conservés dans du formol % pour I’étude histologique (figure 18).
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Figure 18 : Prélevement des organes (la rate, le foie et les poumons).

1.3.1.6. Isolement des macrophages péritonéaux

Les macrophages péritoneaux sont isolés selon la méthode de Churchill et al. (1976).
Aprés avoir préparé et stérilisé les instruments ainsi que la planche a dissection avec de
I’alcool, la souris est placée sur la phase dorsale a 1’aide des aiguilles. Une boutonnicre
cutanée de 0.5cm fut ouverte sur la ligne médio-ventrale du tronc en avant de l'orifice
urinaire. La peau est proprement écartée pour découvrir les muscles péritonéaux (figure 19).
A T’aide d’une seringue stérile, 3ml de la solution PBS sont introduits dans la cavité
péritonéale. Aprés 5 minutes, le liquide de lavage est récupéré dans un tube stérile et
centrifugé 5 minutes a 1500 rpm. Le culot issu de cette premiére centrifugation est remis en
suspension dans 3ml de PBS et centrifugé 5 minutes & 1500 rpm (deux fois). A la fin du
dernier lavage, le culot est remis en suspension dans 3ml de PBS, a partir de laquelle 100ul
sont dilués dans 900ul de la solution bleu de Trypan. Enfin, des macrophages péritonéaux
sont comptés en utilisant la cellule de Malassez et leur pourcentage de viabilité est évalué par
le test (Trypan bleu exclusion test). Le nombre de macrophages péritonéaux par litre et la

viabilité sont calculés selon les équations suivantes :
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N= (wv) <f

N : le nombre de cellule par litre.
n : nombre de cellules comptées

v : volume de comptage par litre.
f : facteur de dilution.

Le pourcentage de viabilité est calculé selon I’équation suivante :

Viabilité (%) = (nombre total des cellules — nombre de cellules mortes) X 100
Nombre total de cellules

e Notons que les cellules mortes sont colorées en bleu.

Figure 19 : Le péritoine de la souris aprés injection du PBS.

1.3.1.7. Isolement des splénocytes

Aprés avoir sacrifié les animaux, la rate est prélevée, pesée puis placée dans une boite
de pétri contenant 3ml de solution de PBS et débarrassée de la graisse. A I’aide de deux
pinces, la capsule est vidée de son contenu cellulaire (figure 20 et 21). La suspension
cellulaire est ensuite placée dans un tube et centrifugée pendant 3 minutes a 100 rpm pour
éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est récupéré puis centrifugé pendant 10 min. a

1500 rpm. Le culot est remis en suspension dans 0.5ml de PBS, puis 4,5ml de la solution de
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lyse des globules rouges est ajoutée. Apres une période d’incubation de 10 min, la suspension
est centrifugée 10 min. a 1500 rpm (Daun et al., 1995 ; Ducan et al.,1995). Cette
centrifugation est suivie par 1’élimination du surnageant alors que le culot est remis en
suspension dans 3ml de PBS, centrifugé 10 min. a 1500 rpm. Cette derniére étape est répétée
deux fois. A la fin du dernier lavage, le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS. Aprés
avoir dilué 100ul de la suspension cellulaire dans 900l de la solution de bleu de Trypan, les
splénocytes sont comptés et le pourcentage de viabilité est calculé de la méme maniere de

celle des macrophages précédemment présentée.

Figure 20: Prélévement de la rate. Figure 21: La dilacération de la rate.

1.3.1.8. Lavage broncho-alvéolaire

Aprés le prélevement des poumons, un tube trachéal (3,5 mm) a été introduit dans la
bronche principale du lobe diaphragmatique droit. Ce dernier a été lavé 3 fois avec 3 ml d’une
solution de PBS (figure 22). Le liquide a été transvase dans des tubes de polycarbonate puis
centrifugé a 1500 g pendant 15 minutes. Le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS. Apres
avoir dilué 100pul de la suspension cellulaire dans 900l de la solution de bleu de Trypan, Un
comptage est effectue sur une cellule de malassez et les résultats sont exprimés en leucocytes
par litre de liquide récolté. Le pourcentage de viabilité est calculé de la méme maniére de

celle des macrophages précédemment présentée.
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e Le nombre des leucocytes par litre est calculé selon I'équation suivante:

N= (/v) I

e Le pourcentage de viabilité est calculé de la méme maniére de celle des

macrophages précédemment présentée

Figure 22 : Lavage broncho-alvéolaire.

1.3.1.9. Réalisation des coupes histologiques

a. Fixation des échantillons

Le foie, la rate et les poumons prélevés lors de la dissection des souris, sont
conservés dans du formol aldéhyde afin de réaliser des coupes histologiques. Apres
une observation macroscopique permettant de voir la taille et la forme de 1’organe,
une fixation dans le Bouin a base du formol a 4% pendant cing jours est réalisée. Cette
étape est indispensable pour conserver les caracteres morphologies et moléculaires tissulaires

en bloquant 1’autolyse.

Trois précautions doivent étre prises : le volume du fixateur (le formol) doit représenter
environ 10 fois le volume de la piece. Le récipient doit étre de taille suffisamment grande
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pour prévenir les déformations des organes. Les organes doivent étre coupés en tranches pour

faciliter la pénétration rapide et homogeéne du fixateur.

b. Imprégnation et inclusion : réalisation du bloc en paraffine

Les prélevements ayant acheve leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique
(figure 23). Les tissus contenus dans les cassettes sont déshydratés grace a un automate qui
fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70 %, 95
% et 100 %), puis dans des bains de xyléne qui constitue un agent éclaircissant donnant au
tissu une certaine transparence. Cette étape prépare les tissus a l'inclusion en paraffine. Elle

est realisée dans un automate appelé le circulateur (figure 24).

Figure 24 : Automate pour déshydratation.
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L’¢étape finale de I’inclusion est manuelle. Les pieces sont alors plongées dans des bains
de paraffine liquide. Une fois les tissus sont imbibés de paraffine, vient alors 1’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine pour la
réalisation des coupes. Cette opération fait appel a des appareils «dits a inclusion» (figure 25)
refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systeme de chauffage, un
petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc

de paraffine contenant le tissu.

Figure 25 : Appareil a inclusion.

C. Coupes et colorations : préparation de la lame

Les coupes histologiques sont réalisées a 1’aide d’un microtome réglé a 20p, pour
le dégrossissage, et 3a 5u pour les coupes de rubans (figure 26). Le ruban de paraffine avec
les tissus flottaient dans un bain marie a 40°C puis sont mis sur lames. Ces derniéres sont
incubées a 56°C pendant une nuit, en inclination avant de passer a la coloration. Cette étape
commence par |’éclaircissement du tissu en faisant passer les lames préparées dans deux
bains de xyléne pendant 5 minutes, suivi de la réhydratation dans deux bains d’alcool (de 70
puis 30% de concentration) pendant 5 minutes chacun, et enfin le rincage a 1’eau pendant une
minute. La coloration par I’hématoxyline est réalisée pendant 2 minutes afin de visualiser les
noyaux. Aprés ringage a 1’eau, une autre coloration a 1’éosine est faite de la méme maniére.

Aprés ringage a I’eau, les lames sont plongées dans deux bains d’alcool, dix fois dans chacun
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et sont laissées sécher. Les lamelles sont placées sur 1’échantillon au-dessus des lames
puis fixées avec une goutte de Baume de Canada avant d’étre remises dans 1’étuve a 56°C
toute la nuit . Les préparations sont ensuite séchées puis observées au microscope optique et
photographiées a 1’aide d’un appareil photo. (Martoja et Martoja, 1967 ; Rolls et al.,2008).

Figure 26 : Microtome.

1.3.2. Analyse statistique

Pour chaque lot, nous avons calculé la moyenne arithmétique (X) et I’erreur standard
(SEM) a la moyenne (X + SEM). La signification statistique de la différence entre deux
moyennes est évaluée par le test t de Fisher-Student. La différence entre deux moyennes
compareées est statistiguement significative si la probabilité p est inférieure a 0,05 (*); elle est
tres significative si p est inférieure a 0,01(**) et hautement significative si p est inférieure a
0,001(***).
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Résultats

Il. Résultats
11.1. L’effet de ’exposition au Powder Roach Killing

11.1.1. Effet de I’insecticide Powder Roach Killing sur le poids corporel des

Animaux

Les variations du poids corporel des animaux aprés le traitement par les différentes
doses de I’insecticide Powder Roach Killing sont représentées par la figure 27. Les résultats
montrent une perte de poids dose dépendante. Le poids a changé de 34,14+ 2,67 g a
33,85+2,34¢ pour les souris traitées par la dose 40 mg/kg et de 32,28+1,25 g a 31+1,41g pour
les traités par la dose 80 mg/Kg, alors que cette variation est plus importante de 34,14+3,13g a
32,14+3,57g chez les animaux traités par la dose 160 mg/kg. Cela a engendré une perte du
gain de poids corporel de (2,73%, 5,84 % et 7,73 %) pour les différentes doses testées
respectivement en les comparants au gain enregistré chez les animaux témoins qui est de
1,88% (figure 28).

L4 Avant le traitement M apres le traitement

40

30

25

20
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Poids corporel (g)

10

40 80 160 Doses (mg/kg.pc)

Figure 27 : Effet de I’insecticide Powder Roach Killing sur le poids corporel.

Variation du poids corporel chez les souris avant et aprés Le traitement par les différentes doses de
linsecticide Powder Roach Killing (n=60 souris males) Les résultats montrent une perte de poids
dose dépendante. La différence significative (*P<0.05).
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Figure 28 : Effet de I’insecticide Powder Roach Killing sur le taux du gain de poids corporel.

11.1.2. Effet de I’insecticide Powder Roach Killing sur les poids relatifs des organes
(La rate et le foie)

11.1.2.1. L’effet de Powder Roach Killing sur le poids relatif de la rate

Les résultats représentés par la figure 29, montrent une variation du poids relatif de la
rate sous l’effet du traitement. Ce poids a connu une augmentation significative
(3,41+0,47mgl/g ; 4,17+£1,36 mg/g) chez les animaux traités par les doses 40 et 80 mg/kg
respectivement par rapport aux témoins qui est (2,93+0,38 mg/g), cependant la dose de 160
mg/kg a induit une augmentation plus élevée (4,67+1,44 mg/g) que celle enregistrée chez les

traités par les doses 40 et 80 mg/kg, comparativement aux témoins.

11.1.2.2. L’effet de Powder Roach Killing sur le poids relatif du foie

Les résultats ont montre une diminution du poids relatif du foie des animaux traités par
rapport a celui des témoins (Figure 30). Le poids enregistré chez les animaux traités par les
doses 40,80 et 160 mg/kg était de (59,13 + 11,30 ; 50,53 + 11,60 et 55,98 + 37,08 mg/Q)
respectivement, alors que celui des témoins a atteint 62,09 + 6,46mg/g. Cette diminution était

statiquement significative chez les animaux traités par la dose 80 mg/kg.
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Figure 29 : L’effet de Powder Roach Killing sur le poids relatif de la rate.

Variation du poids relatif de la rate apres 24 de traitement par les différentes doses de [’insecticide
Powder Roach Killing (n=60 souris males) Les résultats montrent une augmentation de poids dose
dépendante. La différence significative (*P<0.05, **P<0.01) par rapport aux témoins.
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Figure 30 : L’effet de Powder Roach Killing sur le poids relatif du foie

Variation du poids relatif du foie aprés 24 de traitement par les différentes doses de l’insecticide
Powder Roach Killing (n=60 Souris males) Les résultats montrent une perte de poids dose
dépendante. La différence significative (**P<0.01) par rapport au témoin.
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11.1.3. L’effet de Powder Roach Killing sur la Formule Numérique Sanguine (FNS)

Les résultats obtenus ont mis en évidence une diminution non significative du taux des

lymphocytes, des granulocytes, une augmentation significative du nombre des globules blancs
et non significative du taux des monocytes (Tableau 2).

Tableau 2 : L’effet de Powder Roach Killing sur la Formule Numérique Sanguine.

Groupes Expérimentaux
Parameétres Témoin 40 mg /kg 80 mg /kg 160mg /kg
GB (103%/ pl) 7,03+ 0,43 7,36 £ 0,82 10,1 + 2,94** 10,25 £ 2,07***
% LYM 72,94 £ 7,59 67,92 £9,14 70,05 +4,73 71,75 6,72
% MON 4,82 £2,98 6,65+ 5,25 6,87 £2,20 5,95 +1,25
% GRA 23,57 £ 5,38 22,4+354 20,67 + 3,49 18,05 £ 1,09*

Les valeurs représentent la moyenne + écart-type. (n =60 souris males). La différence significative
(**P<0.01, ***P<0.001) par rapport aux témoins.

GB= Globules Blancs ; LYM=Lymphocytes ; MON= Monocytes ; GRA= Granulocytes.

11.1.4. L’effet de Powder Roach Killing sur le nombre de macrophages péritonéaux

Concernant les résultats des macrophages péritonéaux présentés dans la figure 31, on a
souligné une augmentation significative du nombre de ces cellules chez les souris traités par
rapport aux temoins. Cette augmentation est proportionnelle aux doses testées
(126 + 16,43; 137 £17,83 et 138 +£16,32 cell/L) pour les doses 40, 80 et 160 mg/kg du poids
corporel respectivement. Alors que le nombre de ces cellules, chez les souris témoins, n’a pas
dépassé la valeur de 66,25+8,61 cell/L.
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11.1.5. L’effet de Powder Roach Killing sur le nombre de splénocytes

Le traitement des souris par I’insecticide Powder Roach Killing a induit une
augmentation significative du nombre de splénocytes chez les souris traitées par les doses 40,
80 et 160 mg/kg ou le nombre enregistré était 122 + 23,54; 130 + 1,82; 131 +14,96 cell/L
respectivement, alors qu’il n’a atteint que (81 + 10,67 cell/L) chez les souris témoins
(figure 32).
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Figure 31 : L’effet de Powder Roach Killing sur le nombre de macrophages péritonéaux

Variation du nombre des macrophages péritonéaux aprés une exposition unique a [’insecticide
Powder Roach Killing (n=60 souris méles), Les résultats montrent une augmentation significative,
liée a la dose, du nombre des macrophages péritonéaux. La différence significative (***P<0.001) par
rapport au témoin.
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Figure 32 : L’effet de Powder Roach Killing sur le nombre de splénocytes
Variation du nombre des splénocytes aprés une exposition unique a /’insecticide Powder Roach
Killing (n=60 souris males), Les résultats montrent une augmentation significative, liée a la dose, du

nombre des splénocytes. La différence significative (**P<0.01, ***P<0.001) par rapport au témoin.
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11.1.6. L’effet de Powder Roach Killing sur les enzymes hépatiques
(ASAT, ALAT et ALKP)

Les transaminases (ASAT et ALAT) ainsi que ALPK dans le plasma reflétent ’activité
fonctionnelle du foie. Ces enzymes sont principalement utilisées dans 1’évaluation des
dommages et du dysfonctionnement hépatiques. Nos résultats ont prouvé que I’exposition au
Powder Roach Killing a causé une lésion hépatique chez les souris, démontrée par
I’augmentation  significative des niveaux plasmatiques des enzymes hépatiques

(ASAT, ALAT et ALKP)

Les résultats représentés par la figure 33 montrent que le traitement des souris par
I’insecticide Powder Roach Killing aux doses précédemment signalées, a conduit a une
augmentation significative de I’activité enzymatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT)
chez les souris traitées par les doses 80 et 160 mg/kg (308 + 68,91UI/L ; 381,67+50,99 UI/L)
respectivement et non significative chez les traités par la dose 40 mg/kg (181,47+19,5U1 /L)
comparativement aux témoins ou [’activité enzymatique n’a pas dépassé la valeur de

153,75+ 52,5 UI/L .

En outre, une augmentation significative de ’activité enzymatique a été notée pour
I’alanine aminotransférase (ALAT) (79,65 +23,65UI/L; 86,3 +29,28 UI/L), chez les animaux
traités par les doses 80 et 160 mg/kg respectivement et non significative chez les traités par la
dose 40 mg/kg (42,45 +25,68) par apport aux témoins qui était (26,75 + 4,71) (figure 34).

D’autre part, une augmentation significative de I’activité enzymatique de la phosphatase
alcaline (ALKP) a été obtenue chez les souris traitées par les doses 40 et 80 mg/kg
(121,25 = 27,66Ul/L ; 134,67 * 38,14UI/L) respectivement et non significative chez les
animaux traités par la dose 160 mg/kg. Cependant, cette augmentation (81,75 + 25,85 UI/L)
est moins élevée que celle observée chez les animaux traités par les doses 40 et 80 mg/kg,
mais elle reste toujours supérieure a celle des témoins qui n’a atteint que 78,25 + 12,86 UI/L

(figure 35).
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Figure 33 : L’effet de Powder Roach Killing sur I’activité enzymatique de ’ASAT

Variation de [’activité enzymatique de [’ASAT apres une exposition unique a !’insecticide Powder
Roach Killing (n=60 souris méles), Les résultats montrent une augmentation significative liee a la
dose d’aspartate aminotransférase (ASAT), la différence significative (*P<0.05, ***P<0.001) par

rapport au témoin.
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Figure 34 : L’effet de Powder Roach Killing sur I’activité enzymatique de I’ALAT

Variation de [’activité enzymatique de I’ALAT apres une exposition unique & [’insecticide Powder
Roach Killing (n=60 souris méales), Les résultats montrent une augmentation significative liée a la
dose d’alanine aminotransférase (ALAT), la différence significative (**P<0.01, ***P<0.001) par

rapport au témoin.
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Figure 35 : L’effet de Powder Roach Killing sur I’activité enzymatique de I’ALKP

Variation de [’activité enzymatique de I’ALKP aprés une exposition unique a [’insecticide Powder
Roach Killing (n=60 souris males), Les résultats montrent une augmentation significative du taux de
la phosphatase alcaline (ALKP), la différence significative (**P<0.01, ***P<0.001) par rapport au
témoin.

11.1.7. L’effet de Powder Roach Killing sur L’activité phagocytaire du systéeme
réticulo endothélial (SRE)

Concernant I’effet de Powder Roach Killing sur L’activité phagocytaire, les résultats ont
montré une diminution significative de I’index phagocytaire (K) chez les souris traitées par les
doses 80 et160 mg/kg (0,025+ 0,015 ; 0,015+0,0098) respectivement et non significative chez
les souris traitées par la dose 40 mg/kg (0,052+ 0,015) par rapport aux témoins (0,18+0,094)
(figure 36).

En outre, on a enregistré une diminution significative de 1’index phagocytaire corrigé o
(0,11£0,025) chez les animaux traités par la dose 160 mg/kg, et non significative
(0,21+0,057 ; 0,15+0,034) chez les animaux traités par les doses 40 et 80 mg/kg
respectivement par rapport a celle enregistrée chez les témoins (0,21+0,053) (figure 37).

Cependant, nous avons remarqué que la demi-vie (ty2) du carbone dans le sang a
augmenté significativement chez les souris traitées par les différentes doses du pesticide
(16,88+11,73mn ; 43,98+25,98mn ; 78,77+49,40mn) respectivement, alors que cette demi-vie

n’a pas dépassé 4,34+ 3,12 mn chez les témoins (figure 38).
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Figure 36 : L’effet de Powder Roach Killing sur I’index phagocytaire (K)

Variation de l'index phagocytaire (K) aprés une exposition unique & [’insecticide Powder Roach
Killing (n=60 souris males), Les résultats montrent une diminution significative liée a la dose de

['index phagocytaire (K), la différence significative (*P<0.05) par rapport au témoin.
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Figure 37: L’effet de Powder Roach Killing sur I’index phagocytaire corrigé a

Variation [’index phagocytaire corrigé o. aprés une exposition unique a /’insecticide Powder Roach
Killing (n=60 souris males), Les résultats montrent une diminution significative liée a la dose /’index
phagocytaire corrigé a, la différence significative (**P<0.01) par rapport au témoin.

54



Résultats

* %k sk

[Eny
o
o

80 %k k

40 v

20

La demi-vie-vie du carbone dans le
sang (t;, mn)

Témoins 40 80 160 Doses (mg/kg.pc)

Figure 38 : L’effet de Powder Roach Killing sur la demi-vie
Du carbone dans le sang

Variation du taux de clairance (t;,) aprés une exposition unique a !’insecticide Powder Roach Killing
(n=60 souris males), Les résultats montrent une augmentation significative liée a la dose du taux de
clairance (ty,,), la différence significative (***P<0.001) par rapport au témoin.

11.1.8. L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique du foie et de la
Rate

L’¢étude histologique des organes refléte 1’état général des animaux, notamment,
si ceux-ci, sont sujets a un traitement (Mestaghanmi et al.,2011). Le but de notre étude est
de chercher I’effet d’une exposition unique a I’insecticide Powder Roach Killing sur la
structure histologique du foie et de la rate chez des souris témoins et traitées par les
différentes doses (40, 80,160 mg/kg.pc).

11.1.8.1. L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique de la rate

Le traitement des souris par I’insecticide ne semble pas modifier la structure
macroscopique de la rate. Par contre, I’examen histopathologique de cet organe et
I’observation au microscope optique ont révélé diverses modifications dégénératives. Pour
les témoins, la coloration hématoxyline- €osine met en évidence les différents
constituants de la rate : la pulpe blanche, la pulpe rouge ainsi que les vaisseaux

sanguins (figure 39). En revanche, chez les souris traitées, les rates sont apparues

55



Résultats

hypertrophiques avec une abondance de fibres conjonctives, une dilatation et épaississement
de la paroi des artérioles avec un envahissement par les cellules sanguines ainsi que la
présence des foyers nécrotiques dans le parenchyme splénique (figures 40, 41, 42. A et B).

Ces anomalies sont de plus en plus importantes que les doses augmentent.
11.1.8.2. L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique du foie

Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques du foie des animaux de tous les
groupes (témoins et traités) sont représentées par les figures 43, 44, 45, 46 et 47.

Le foie des animaux témoins ont montré des caractéristiques histologiques et
morphologique normales. Les examens histopathologiques ont révélé une structure
classique du foie avec la veine centrolobulaire, des travées d’hépatocytes normaux,
canalicules biliaires et des capillaires sanguins sinusoides (figure 44).

En revanche, les animaux traités par 1’insecticide Powder Roach Killing ont montré
divers niveaux de modifications histologiques telles que certaines nécroses, lésions des
hépatocytes, des hémorragies centrolobulaires, un développement trés important du tissu

conjonctif de la veine centrolobulaire et une dysplasie hépatocytaire (figures 45, 46 et 47).

Figure 39 : La structure histologique de la rate des souris témoins. (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement x400)

1 : pulpe blanche 2 : pulpe rouge 3 : Capillaire sinusoide
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Figure 40 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique de la rate des souris
traitées par la dose 40 mg/kg.pc (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : Epaississement de la paroi des artérioles 2 : Envahissement par les cellules sanguines

Figure 41 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique de la rate des souris
traitées par la dose 80 mg/kg.pc (Coloration hematoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : Abondance de fibres conjonctives 2 : Fibrose
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Figure 42: L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique de la rate des souris
traitées par la dose 160 mg/kg.pc (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement A: x100, B: x400)

1 : Vaisseau sanguin dilaté 2 : Paroi conjonctive dilatée du vaisseau sanguin
3 : Envahissement par les cellules sanguines 4 : Travées fibreuses
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Figure 43 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure macroscopique du foie de
souris témoins et traitées par les différentes doses d’insecticide Powder Roach Killing

A : Foie d’une souris témoin

B : Foie d’une souris traitée par la dose 40 mg/kg.pc
C : Foie d’une souris traitée par la dose 80 mg/kg.pc
D : Foie d’une souris traitée par la dose 160 mg/kg.pc

Figure 44 : La structure histologique du foie des souris témoins.
(Coloration hématoxyline éosine) (Grossissement x400)

1: Travées d’hépatocyte 2 : Veine centrolobulaire.
3 : Canalicule biliaire 4 : Veine porte
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Figure 45 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique du foie des souris
traitées par la dose 40 mg/kg.pc (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement A: x400 et B: x1000)

1 : Hépatocyte binucléés 2 : Gonflement des hépatocytes.
3 : Cytoplasme clarifié et irrégulierement répartie

Figure 46 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique du foie des souris traitées
par la dose 80 mg/kg.pc (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement A: x400 et B: x1000.)

1:Zone de nécrose 2 : Hépatocytes clarifiés et ballonnisées

60



Résultats

Figure 47 : L’effet de Powder Roach Killing sur la structure histologique du foie des souris
traitées par la dose 160 mg/kg.pc (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement A et B: x400, C: x100)

1 : Dilatation des sinusoides 2 : hémorragies Centro lobulaire 3 : Lésion des hépatocytes
4 : développement du tissu conjonctif de la de la veine centrolobulaire  5: Dysplasies
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11.2. L’effet de I’exposition au SPI
11.2.1. L’effet du SPI-mat sur le poids corporel des animaux

Les résultats représentées par la figure 48, ont montré qu’il existe une légere
augmentation du poids corporel chez les traités de 7, 14 et 21 jours avec des valeurs de
(24,5t1g ; 25,8+1,03g; 23,5+1,32g) par rapport aux poids initial qui était
(23,4+1,19g ; 24+1,22g; 22+1,58g) respectivement. Cela a engendré un gain de poids
corporel de (4,7% ; 7,5% ; 6,81%) chez les lots traités 7, 14 et 21 jours respectivement.
Cependant ce gain reste toujours inferieur a celui observé chez les lots non traités ou on a
enregistré un taux du gain égal a (12,27% ; 17,02% ; 29,16%) (figure 49)

4 poids initial (g) M poids final (g)

30

25 T T

20 +—

15 +—

10 ——

Poids corporel (g)

7 jours e 21jours  iours d'exposition

Figure 48 : L’effet de SPI-mat sur le poids corporel des animaux
Variation du poids corporel aprés 7, 14 et 21 jours de traitement par [’insecticide SPI-mat (=60

souris males), Les résultats montrent une augmentation non significative du poids corporel chez les
traités par rapport au poids initial.
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Figure 49 : Effet de I’insecticide SPI-mat sur le taux du gain de poids corporel

11.2.2. L’effet de SPI1-mat sur le poids relatifs des organes (la rate, le foie et les
Poumons)

11.2.2.1. L’effet de SPI-mat sur le poids relatif de la rate

Le poids relatif de la rate a connu une diminution significative chez les traités de 7jours
(2,02+0,34 mg/g) par rapport aux témoins qui était (3,25+ 0,29 mg/g) alors que les traités de
14 jours présentent une grande baisse hautement significative de (1,90+0,49 mg/g). On a
constaté aussi une diminution significative du poids chez les traités de 21 jours

(1,76+0,31mg/g) comparativement aux témoins (figure 50).

11.2.2.2. L’effet de SPI-mat sur le poids relatif du foie

La figure 51 représente le poids relatif du foie des animaux témoins et traités par
I’insecticide SPI-mat apres 7,14 et 21 jours d’exposition. Les résultats obtenus ont montré une
réduction significative dans le poids relatif du foie chez les traitées
(55,23+ 3,50 mg/g ; 51,43 +2,82 mg/g ; 51,33+ 1,23 mg/g) respectivement par rapport aux
témoins qui était (61,98 +5,18 mg/qg).
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Figure 50 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le poids relatif de la rate

Variation du poids relatif de la rate aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition a [’insecticide SPI-mat
(n=60souris males), Les résultats montrent une perte de poids dose dépendante. La différence
significative (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) par rapport aux témoins.
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Figure 51 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le poids relatif du foie

Variation du poids relatif du foie apres 7, 14 et 21 jours d’exposition a l’insecticide SPI-mat
(n=60souris males), Les résultats montrent une perte de poids dose dépendante. La différence
significative (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) par rapport aux témoins.
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11.2.2.3. L’effet de SP1-mat sur le poids relatif des poumons

Concernant 1’effet du traitement par le pesticide sur le poids relatif des poumons, une
augmentation significative a été enregistrée chez les traités par rapport aux témoins. Le poids
des poumons a changé de (5,78£0,26 mg/g) chez les témoins au
(5,69+0,76mg/g ; 6,67+0,33 mg/g ; 7,38+1,05mg/g) chez les souris traitées de 7, 14 et 21

jours respectivement (figure 52).
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Figure 52 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le poids relatif des poumons

Variation du poids relatif des poumons aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition a [’insecticide SPI-mat
(n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation de poids dose dépendante. La différence
significative (**P<0.01, ***P<0.001) par rapport aux témoins.

11.2.3. L’effet du SPI-mat sur la Formule Numérique Sanguine

Les resultats obtenus ont mis en évidence une diminution significative du taux des
lymphocytes, du nombre des globules blancs et des plaquettes, une augmentation significative

du taux des monocytes, des granulocytes et du nombre des hématies (Tableau 3).

65



Tableau 3. L’effet de SPI-mat sur la Formule Numérique Sanguine

Résultats

Groupes Expérimentaux
Parameétres Témoin 7jours 14 jours 21jours
GB (10% pl) 10,63 £0,56 8,95+ 0,20** 5+ 0,71** 3,54 £ 1,28***
% LYM 86,52+ 4,45 | 83,90 £ 1,44** 80,92 + 1,52** | 69,46 +4,37 ***
% MON 7,5+ 0,30 10,02+ 0,43 ***|| 10,76+ 0,73** 13,15 + 1,45**
% GRA 6,01+ 0,57 755+1,61* 8,44 £1,33** 10,05 £ 1,36**
Hématies
9,37+ 0,36 10,71 £ 0,69 ** || 11,15+ 1,18** 11,16 + 0,65***
(103/ pl)
Plaquettes
726,75+ 85,78 511,75+ 69,35** 397,25 + 97,92*** [390,5 + 41,19***
(103/ pl)

Les valeurs représentent la moyenne + écart-type. (n =60 souris males). La différence significative
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) par rapport aux témoins.

GB= Globules Blancs; LYM=Lymphocytes ; MON= Monocytes ; GRA= Granulocytes.

11.2.4. L’effet de SPI-mat sur le nombre de macrophages péritonéaux

Les résultats des macrophages péritonéaux présentés dans la (figure 53) ont permis de
constater une diminution de ces cellules chez les traités par rapport aux témoins. Le hombre
des macrophages chez les traités de 7 jours est de (38,8 + 8,34 cells/L), une telle diminution
est observée aussi chez les traités de 14 jours mais non significative avec un nombre de
macrophages égal a (36+21,3cells /L) et une diminution significative de (19,8+4,14cells /L)
chez les traités de 21 jours. Alors que le nombre de ces cellules chez les souris témoins est de
(55,2+7,32 cells/L).
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Figure 53 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le nombre de macrophages péritonéaux

Variation du nombre des macrophages péritonéaux apres 7, 14 et 21 jours d’exposition a [’insecticide
SPI-mat (n=60souris males), Les résultats montrent une diminution significative du nombre des
macrophages péritonéaux. La différence significative (**P<0.01, ***P<0.001) par rapport au
témoin.

La viabilité était toujours supérieure a 98% ce qui prouve la précision de la manipulation.

11.2.5. Effet du SPI-mat sur le nombre des splénocytes

L’évaluation de D’effet du pesticide Spi mat sur le nombre des splénocytes a permis
d’enregistrer une diminution significative de ces derniers chez les traités de 7,14 et 21 jours
avec des valeurs de (79,2 cells /L 3,27 ; 69,4+6,65 ; 62,2+7,46 cells /L) respectivement, par
rapport aux témoins qui est de (91+5,70 cells /L) (figure 54).

11.2.6. Effet du SPI-mat sur le nombre des cellules totales de liquide
Broncho-Alvéolaire

Les résultats représentés par la (figure 55) ont révélé une augmentation significative du
nombre des cellules du liquide broncho-alvéolaire des souris traitées par rapport aux témoins.
Le nombre de ces cellules a changé de (37,8£3,56 cells/L) chez les témoins au
(62,2+4,54 cells/L ; 76,4+6,69cells/L ; 85,8+4,76cells/L) chez les souris exposées au

SPI1- mat pendant 7, 14 et 21 jours respectivement.
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Figure 54 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le nombre des splénocytes

Variation du nombre des splénocytes aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition a l’insecticide SPI-mat
(n=60souris males), Les résultats montrent une diminution significative du nombre des splénocytes.
La différence significative (*P<0.05, **P<0.01) par rapport au témoin.

La viabilité était toujours supérieure a 98% ce qui prouve la précision de la manipulation.
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Figure 55 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur le nombre des cellules totales de liquide
broncho-alvéolaire

Variation du nombre des cellules totales de liquide broncho-alvéolaire apres 7, 14 et 21 jours
d’exposition a ['insecticide SPI-mat (n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation
significative du nombre des cellules broncho-alvéolaire. La différence significative (**P<0.01,
***P<(.001) par rapport au témoin.

La viabilité était toujours supérieure a 98% ce qui prouve la précision de la manipulation.
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11.2.7. L’effet de SPI-mat sur les enzymes hépatiques
(ASAT, ALAT, ALKP, BILT et BILD)

Le traitement des souris par I’insecticide SPI-mat induit une augmentation de I’activité
enzymatique des transaminases: 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et 1’alanine
aminotransférase (ALAT). Une augmentation significative a été également notée pour la
phosphatase alcaline (ALPK) et non significative de la bilirubine directe (BILD) ainsi qu’une

diminution non significative de la bilirubine totale.

Les résultats représentés par la figure 56 ont montré une augmentation non significative
de I’activité de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) chez les groupes traités pendant 7,14 et
21 jours (164,25+17,41UIl/L ; 167,27+£15,49UI/L; 176,7248,19 UI/L) respectivement,

comparativement aux témoins ou I’activité enzymatique était de (139,8+31,39 UI/L).

En outre, une augmentation significative de 1’activité enzymatique a été notée pour
I’alanine aminotransferase (ALAT) (44,57+6,07 UI/L; 54,47+9,99 UI/L) chez les traités de 14
et 21 jours respectivement et non significative chez les traités de 7 jours (40,55+7,52 UI/L)

par apport aux témoins qui était de (36,4+1,98 UI/L) (figure 57).

D’autre part, nos résultats ont révélé une augmentation significative de I’activité
enzymatique de la phosphatase alcaline (ALKP) chez les souris exposées pendant 14 et 21
jours au SPI-mat (171,75+22,79 UI/L; 218,5+28,10 UI/L) respectivement, et non
significative chez les traités de 7 jours (169,5+17,40 UI/L) par apport aux témoins
(168,25+55,28UI/L) (figure 58).

En ce qui concerne la bilirubine totale et directe, les résultats obtenus ont montré une
augmentation de la concentration plasmatique en bilirubine directe (0, 350,20 pumol/Il ; 0,37+
0,17 pmol/l'; 0,37+ 0,09 pmol/l) chez les traités de 7,14 et 21 jours respectivement, par
rapport aux témoin (0,32+0,17umol/l) (figure 59), et une diminution significative de la
concentration plasmatique en bilirubine totale chez les traités de 21 jours (1,05+0,77umol/l) et
non significative (1,95+1,27 ; 1,58+0,28 umol/l) chez les traités de 7 et 14 jours
respectivement, en comparaison avec les témoins ou la valeur obtenue était 2,2+0,55 pmol/I
(figure 60).
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Figure 56 : L’effet de I’insecticide SPI1-mat sur I’activité enzymatique de I’ASAT

Variation de I'activité enzymatique de I’ASAT aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition @ ['insecticide SPI-
mat (n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation non significative d’aspartate
aminotransférase (ASAT).

~
o

2]
o

vl
o

-

w
o

ALAT (UL/L)

N
o

[uny
o
I

o
L

Temoin 7 jours 14 jours 21 jours jours d'exposition

Figure 57 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur ’activité enzymatique de I’ALAT

Variation de l’activité enzymatique de I’ALAT apreés 7, 14 et 21 jours d’exposition a l'insecticide SPI-
mat (n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation significative d’alanine
aminotransférase (ALAT). La différence significative (*P<0.05, **P<0.01) par rapport au témoin.
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Figure 58 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur I’activité enzymatique de I’ALKP

Variation de I’activité enzymatique de I’ALKP apres 7, 14 et 21 jours d’exposition @ l’insecticide SPI-
mat (n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation significative de la phosphatase
alcaline (ALKP), la différence significative (*P<0.05, **P<0.01) par rapport au témoin.
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Figure 59 : L’effet de I’insecticide SPI1-mat sur la concentration plasmatique en
Bilirubine Totale (BILT)

Variation de la concentration plasmatique en BILT apres 7, 14 et 21 jours d’exposition & ['insecticide
SPI-mat (n=60souris méles), Les résultats montrent une diminution significative de la bilirubine
totale, la différence significative (*P<0.05) par rapport au témoin.
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Figure 60 : L’effet de I’insecticide SP1-mat sur la concentration plasmatique en
Bilirubine Directe (BILD)

Variation de la concentration plasmatique en BILD apres 7, 14 et 21 jours d’exposition a [’insecticide
SPI-mat (n=60souris males), Les résultats montrent une augmentation non significative de la
bilirubine directe chez les traités par rapport aux témoins.

11.2.8. L’effet du SPI-mat sur I’activité phagocytaire du SRE

Les résultats représentés dans la (figure 61) ont montré une diminution significative de
I’index phagocytaire K chez les souris exposées au SPI-mat pendant 14 et 21 jours avec des
valeurs de (0,065+0,02 ; 0,04+0,03) respectivement et non significative chez les traitées de 7
jours (0,16+0,097) par rapport aux témoins (0,20+0,094).

En outre, une diminution significative de I’index phagocytaire corrigé a (0,14+0,034) a
été obtenue chez les animaux traités pendant 21 jours, et non significative
(0,20+0,035 ; 0,17+0,01) chez les traités de 7 et 14 jours respectivement, par rapport a celle
enregistrée chez les témoins (0,22+0,057) (figure 62).

Cependant, nous avons enregistré une augmentation significative de la demi-vie (ty2) du
carbone dans le sang (11,29+2,73mn ; 32,1+24,38 mn) chez les souris exposées au SPI-mat
pendant 14 et 21 jours respectivement et une augmentation non significative (6,29 + 4,82 mn)
pour les traitées de 7 jours par rapport au témoin ou la demi-vie n’a pas dépassé
4,34+ 3,12 mn (figure 63).
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Figure 61 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur 1’index phagocytaire (K)

Variation de ['index phagocytaire (K) aprés 7, 14 et 21 jours de traitement par l'insecticide SPI-mat
(n=60 souris males), Les résultats montrent une diminution significative de ’index phagocytaire (K).
La différence significative (**P<0.01, ***P<0.001) par rapport au témoin.
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Figure 62 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur 1’index phagocytaire corrigé (o)

Variation de l’index phagocytaire (o) apres 7, 14 et 21 jours de traitement par ['insecticide SPI-mat
(n=60 souris males), Les résultats montrent une diminution significative de /’index phagocytaire
corrigé (a). La différence significative (*P<0.05) par rapport au témoin.
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Figure 63 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur la demi-vie du carbone dans le sang (t,)

Variation du taux de clairance (ty,) apres 7, 14 et 21 jours d’exposition a l'insecticide SPI-mat (n=60
souris males), Les résultats montrent une augmentation significative du taux de clairance (ty,). La
différence significative (**P<0.01) par rapport au témoin.

11.2.9. L’effet de SPI-mat sur la structure histologique de la rate, du foie et des
Poumons

11.2.9.1. L’effet de SPI-mat sur la structure histologique de la rate

L’observation microscopique des coupes histologiques de la rate des souris révele une
structure normale de la rate chez les témoins (figure 64). L'aspect histologique de la rate chez
les souris exposées au SPI-mat pendant 7,14 et 21 jours montre des changements
histologiques caractérisés par une dilatation et épaississement de la paroi des artérioles, des
congestions vasculaires, des vaisseaux sanguins fibrosés, signes de souffrances cellulaires
ainsi que la présence de quelque foyer nécrotique dans le parenchyme splénique
(figures 65, 66 et 67).
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Figure 64 : La structure histologique de la rate des souris témoins.
(Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : pulpe blanche 2 : pulpe rouge 3 : Capillaire sinusoide

Figure 65 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur la structure histologique de la rate des traités
de 7 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : Vaisseau sanguin a paroi épaisse 2 : Infiltrat cellulaire de la paroi vasculaire
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Figure 66 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur la structure histologique de la rate des traités
de 14 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1: Vaisseau a paroi épaisse et fibrosée 2 : Fibros 3 : Capillaire sanguin

Figure 67 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique de la rate des traités de
21 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : Travées fibreuses 2 : Lésion cellulaire 3 : Epaississement de la paroi vasculaire
4 : Envahissement par les cellules sanguines 5 : Vaisseaux sanguin Fibrosé
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11.2.9.2. L’effet de SPI-mat sur la structure histologique du foie

L’observation des coupes histologiques du tissu hépatique des souris révele une
structure normale du foie chez les témoins (figure 68). Tandis que I'exposition des souris au
SPI-mat pendant 7,14 et 21 jours a induit des modifications dégénératives mineures dans la
structure histologique du foie caractérisées par une congestion cellulaire, congestion de la
veine centrolobulaire, dilatation des sinusoides, une bi nucléation trés importante, la présence
des petits foyers nécrotiques dans le parenchyme hépatique ainsi qu’une destruction
hépatocytaire (figure 69, 70 et 71). Ces altérations de la structure affectent la fonction

hépatique et peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet organe.

11.2.9.3. L’effet de SPI-mat sur la structure histologique des poumons

L’examen microscopique a montré chez les témoins, des poumons normaux avec leur
différent constituant : Bronchiole, alvéoles, vaisseaux sanguins et des amas de cartilage ces
derniers sont observés au grossissement x100 (figure 72. A et B).

En revanche, chez les exposés de 7 jours, on a observé des hemorragies intra alvéolaires
et une congestion vasculaire (figure 73. A, B, C et D).

Pour les traités de 14 jours, on a constaté¢ la présence d’un infiltrat inflammatoire
péri-bronchiolaire et vasculaire chronique mononuclée avec la présence de lymphocytes et

plasmocytes (figure 74).

Chez les exposés de 21 jours, on a pu observer un grand épaississement et congestion de
la paroi vasculaire, hyperplasie des fibroblastes et une hyperplasie du revétement alvéolaire ce

qui entraine une réduction de la lumiére alvéolaire (figure 75. A, B, C et D).
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Figure 68 : La structure histologique du foie des souris témoins. (Coloration
hématoxyline-éosine) (Grossissement x100)

1: Travées d’hépatocyte 2 : Veine centrolobulaire.

Figure 69: L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique du foie des traités de
7 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : hépatocytes bi nucléés 2 : hémorragie centrolobulaire
3 : canal biliaire interlobulaire 4 : Iésion des hépatocytes
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Figure 70 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique du foie des traités de
14 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : dilatation des sinusoides 2 : destruction des hépatocytes 3 : hépatocytes clarifiés et ballonnisées

Figure 71 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique du foie des traités de
21 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1 : hépatocytes bi nucléés 2 : petit foyer nécrotique 3 : congestion cellulaire
4 : dilatation des sinusoides 5 : alveolisation des hépatocytes 6 : cellules de Kupffer
7: congestion vasculaire 8: nécrose péri vasculaire
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Figure 72 : La structure histologique des poumons des souris témoins. (Coloration
hématoxyline-éosine) (Grossissement A: x100 et B: x400)

1: Bronchiole 2 :alvéoles 3 :vaisseaux sanguins 4 : des amas de cartilage

Figure 73 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique des poumons des
traités de 7 jours (Coloration hématoxyline-éosine)
(Grossissement A: 100, B et C: x400, D: x1000)

1: Congestion vasculaire 2 : Des hémorragies intra alveolaires
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Figure 74 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique des poumons des traités
de 14 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement x400)

1: infiltrat inflammatoire péri-bronchiolaire et vasculaire mononuclée lymphoplasmocytaire

Figure 75 : L’effet de I’insecticide SPI-mat sur structure histologique des poumons des traités
de 21 jours (Coloration hématoxyline-éosine) (Grossissement A: x100, B et C: x400, D: x1000)

1: Un épaississement de la paroi vasculaire 2 : Congestion vasculaire
3: Une hyperplasie du revétement alvéolaire 4 : hyperplasie des fibroblastes
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I11. Discussion

111.1. Effet du traitement sur le poids corporel des animaux

Le suivi de la masse corporelle chez les souris traitées par les deux types
d’insecticides Powder Roach Killing et SPI-mat montre une baisse de poids corporel et
de gain de poids chez les lots traités par Powder Roach Killing et une diminution dans
le gain du poids corporel chez les lots traités par SPI-mat comparativement aux lots
témoins. La réduction du taux de gain de poids corporel est utilisée comme indicateur
de toxicité et de détérioration de 1’état de santé génerale des souris. Cette diminution
peut étre due a I’effet des pesticides sur le tractus gastro-intestinal par perte de 1’appétit
et / ou une mauvaise absorption des aliments provoquant ainsi une réduction dans la
consommation d’aliments et de 1’eau chez les souris traités par le pesticide
(mosbah, 2009 ; Venkateshwarlu et al., 1997). Ces résultats sont en accord avec de
nombreuses publications, notamment celles de Mestaghanmi et ses collaborateurs ou
ils ont noté une diminution significative de la prise alimentaire et du poids
corporel chez des rates traités par le chlorure d’aluminium du 9¢éme au 13éme jour de
gestation par rapport aux témoins. De méme, une diminution dans le gain pondéral et
la consommation d’eau a été observée chez des rats traités par 2.13 mg/ animal/j de
cypermethrine (Elbetieha et Da’as, 2001). L’insecticide Spinosad a été administré par
voie orale a des rats males albinos en trois doses différentes, aprés 3 semaines de
traitement, le gain de poids corporel chez les rats traités a été diminué de facon
significative en comparaison avec le témoin (Mansouri et al., 2007). En outre,
I’exposition des rats a une dose de 13.5 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) pendant 8
semaines a induit une diminution du gain de la masse corporelle (Gaol et al., 2006).
Des souris exposees au Topical permethrin pendant 10 jours ont montré aussi une
diminution du poids corporel par rapport au témoins (Punareewattana et al., 2001). En
outre, I’administration de la cyromazine (CYR) et le chlorpyrifos (CPF) a des rats
males pendant 28 jours a entrainé une réduction significative du poids corporel
(Heikal et al., 2012). Selon (Djefal, 2014), I’administration du méthomyl a raison de
8mg par kg chez les rats, a provoqué une diminution significative du poids corporel et
une baisse du gain de poids chez le lot traite comparativement au lot témoin. De plus,

I’administration de lambda cyhalothrin par voie orale a également entrainé une
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réduction dans le gain du poids corporel chez les rats males et femelles

(Ratnasooriya et al., 2002).

111.2. Effet du traitement sur les cellules immunitaires circulantes

Le traitement des souris par PRK a entrainé une augmentation significative du
nombre de globules blancs (leucocytose) chez les animaux traités par rapport aux
témoins. Cette augmentation est considérée comme I'un des mécanismes de défense du
systeme immunitaire face a la situation défavorable causée par le gavage du pesticide.
Plusieurs études ont montré que le traitement avec les pesticides augmentent les
mécanismes de defense du systeme immunitaire de l'animal (Yousef et al., 2003;
Celik et Suzek, 2008 ; Celik et al.,2009) . Une étude récente a montré que le traitement
des souris par la deltaméthrine a entrainé une augmentation dans le nombre des
globules blancs (Tewari et Gill, 2014). Le méme résultat a été obtenu aprés un
traitement au diazinon (Al-Attar et Al-Taisan, 2010). En outre, I’administration de la
deltaméthrine chez les poissons Multispinis ancistrus a induit une leucocytose 96 h
apreés l'injection du pesticide (Pimaco et al., 2007). De plus, des doses élevées de
cypermethrine 150 ou 300 mg/kg/j ont provoqué une augmentation significative des

globules blancs (Sayim et al., 2005).

Par contre, I’exposition des souris au SPI-mat pendant trois semaines a entrainé
une diminution significative du nombre de globule blancs (leucopénie). Donc dans ce
cas, I’insecticide SPI-mat a exercé un effet immunosuppresseur sur la production des
globules blancs notamment des leucocytes de la lignée lymphoide mais pas celle de la
lignée myéloide, cela a été confirmé par la baisse du taux de lymphocytes du sang.
Ces résultats sont approuvés par d’autres chercheurs qui ont montré que 1’inhalation
de chlordane par des singes a différentes doses pendant une période de 90 jours a induit
une incidence statiquement significative de la leucopénie, méme a la plus faible dose
testée (Dallaire, 2006). Dans une autre étude, ’exposition aigue des poissons au
pesticide organophosphoré le diazinon, a révele une réduction du nombre de globules
blancs (Kopriicl et al., 2006). De plus, I’exposition des rats males au cypermethrine a

également induit une leucopénie (Abbasy et Mossa, 2012).
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Concernant les lymphocytes du sang, on a constaté une diminution du taux de ces
cellules chez les souris traitées par les deux types d’insecticides PRK et SPI-mat cela
peut étre expliquée d’une part, par la migration de ces cellules vers les organes
périphériques telle que la rate d’ou on a enregistré une hypertrophie de cet organe pour
les souris traité par PRK, et d’autre part, par I’inhibition de la production de la lignée
lymphoide sous I’effet du traitement par le pesticide. Une étude in vitro a indiqué que
le carbofuran a inhibé la prolifération des lymphocytes en supprimant les voies de
signalisation telle que la voie de I'lL-2 dépendante de la lignée de cellules T
(Casal et al.,1993). De méme, les résultats de 1’étude in vitro ont montré que
I’exposition des cellules a deux composés organophosphorés (l'oxyde de
triphénylphosphine et de tétra -o- cresylpiperazinyldiphosphoamidate) a induit une
suppression significative de la prolifération des lymphocytes spécifiques de l'antigene
(Esa et al., 1988). Chez la truite arc en ciel, ’injection de lindane a 10mg/kg pendant 1
mois a aussi entrainé une lymphopénie (Dunier et al., 1995). De méme, 1’exposition
des rats au Diazinon a une concentration de 300 mg/kg pendant 45 jours a provoqué
une diminution du nombre des lymphocytes T et B ainsi que la suppression de leurs
fonctions (Handy et al., 2002). Ces résultats sont en accords aussi avec ceux de
(Thomas et al., 1987) ou ils ont constaté une diminution du nombre des lymphocytes B
aprés 1’exposition des rats a deux pesticides (isopropoxyphényle et méthylcarbamate).
Cependant nos résultats s’opposent avec les travaux de (Al-Attar et Al-Taisan, 2010)
ou le pourcentage de lymphocytes du sang périphérique a été significativement
augmenté apres six semaines de traitement par 12,8 mg/kg de diazinon en
comparaison avec le témoin. Les mémes résultats sont obtenus par
(Tewari et Gill, 2014) ou ils ont trouvé que le traitement des souris par la deltaméthrine

a entrainé une lymphocytose.

La diminution du taux de granulocytes chez les souris traitées par PRK peut
étre expliquée par le fait que le pesticide entraine une cytotoxicité directe vis-a-vis de
ces cellules, ce qui se traduit par leur diminution. Ou il provoque une inhibition de la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques de la moelle osseuse (CFU-GM)
qui donnent naissance aux cellules polynucléaires. Cette derniére probabilité a été
confirmeée par les travaux de Merhi et ses collaborateurs en 2008 ou ils ont constaté
une augmentation des colonies spécifiques de la lignée (CFU-GM), chez les souris

exposées chroniquement a un mélange de 11 pesticides. En outre, le taux des cellules
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différenciées appartenant a ces colonies a révélé une diminution de la lignée
granulocytaire (Merhi, 2008).

Par ailleurs, la moelle osseuse des souris femelles nées des méres traitées par
différentes doses de chlordane durant la gestation, ont présenté une diminution de la
capacité de différenciation vers la lignée granulo-monocytaire (Blyler et al., 1994).

De méme, le pourcentage des neutrophiles a montré une réduction significative
chez les rats traités par le diazinon pendant une période de 6 semaines par rapport aux
témoins (Al-Attar et Al-Taisan ,2010). D’autres résultats ont montré une neutropénie
chez les souris traitées par ’insecticide deltaméthrine pendant une période de 30 jours

(Tewari et Gill, 2014).

Par contre, le traitement par I’insecticide SPI-mat a entrainé une augmentation
du taux de granulocytes. Cette augmentation confirme la probabilité de 1’existence
d’une réaction inflammatoire quelque part dans 1’organisme des animaux traités par le
pesticide, car une inflammation est toujours accompagnée par la production des
cytokines telle que I’'IL-12 qui induit I’augmentation des leucocytes polynucléaires
dans la circulation. Cela a été également prouvé par I’existence d’un infiltrat
inflammatoire aux niveaux des coupes histologiques des poumons ainsi qu’une
augmentation de leurs poids. Selon Klemmer et ses collaborateurs en 1980 I’exposition
d’un groupe d’individus au pentachlorophénol (PCP) a provoqué une augmentation des
basophiles (Klemmer et al.,, 1980). De méme, I’exposition des rats wistar au
hexachlorobenzen (HCB) a induit une augmentation des éosinophiles et des basophiles

périphériques (Vos et al., 1979).

Le traitement des souris par les deux types d’insecticides a conduit a une
augmentation du taux des monocytes chez les traités par rapport aux témoins et qui
peut étre expliquée soit par I’inhibition de la migration des monocytes a partir du sang
vers les tissus sous I’effet du pesticide « cas des souris traitées par SPI-mat ou on a
constaté une diminution du nombre des macrophages péritonéaux », ou par I’induction
de la production de la lignée myéloide pour augmenter le nombre des phagocytes. Cela
a été confirmé par I’augmentation du nombre des macrophages chez les souris traitées
par PRK en réponse a I’inflammation observée au niveau de la vessie (figure 75) et
causée par le traitement. Ces résultats s’accordent avec les travaux de Sayim et ses

collaborateurs en 2005 ou ils ont trouvé que des doses élevées de cypermethrie ont
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provoqué chez le rat, wune augmentation significative des monocytes
(Sayim et al., 2005). De méme, I’exposition des rats wistar au hexachlorobenzen
(HCB) a induit une augmentation des monocytes périphériques (Vos et al., 1979).
Cependant, nos résultats s’opposent avec les travaux de Dallaire et ses collaborateurs
en 2006 ou ils ont effectué des recherches sur une cohorte de 207 enfants hollandais
sains. Les chercheurs ont pu trouver une relation négative entre 1’exposition
post-natale aux pesticides et le nombre de monocytes (Dallaire, 2006). Lors de
I'tvaluation de l'immunotoxicité de cing pyréthrinoides synthétiques (SPs) et trois
métabolites communs en utilisant un modéle in vitro, Zang et ses collaborateurs en
2010 ont montré que (SPs) et leurs métabolites sont cytotoxiques pour les monocytes
(Zang et al., 2010).

Nos résultats ont mis en évidence aussi chez les souris traitées avec SPI-mat,
une augmentation du nombre des globules rouges et une diminution du nombre des
plaquettes sanguines (Thrombopénie). Cette diminution en nombre des plaquettes peut
entrainer un risque hémorragique. Généralement la thrombopénie est d’origine toxique
cela peut étre expliquée par le fait que le pesticide affecte la production de cellules par
la moelle osseuse, agissant directement sur les précurseurs plaquettaires, ou bien il
entraine une diminution des plaquettes déja formées (par dégradation, séquestration,
perte ou consommation). Ces résultats sont en accords avec plusieurs études
notamment celles de Schaalan et ses collaborateurs en 2012 ou ils ont étudie la
corrélation entre les niveaux de certains  pesticides chlorés PC
(I'nexachlorocyclohexane, le DDT, hepta-chlorépoxyde, a- et B-endosulfan, aldrine,
I'endrine, la dieldrine) dans le lait maternel et les tendances hémorragiques de leurs
enfants, ainsi que le réle possible d'une immunosuppression liée a ce phénomeéne. Cette
étude a examiné le sang de 180 nouveau-nés présentant des tendances altérées de
saignement et de leurs meres, et 180 nouveau-neés normaux et leurs meres (servant de
témoins). Les résultats obtenus ont montré une diminution significative de la
numération plaquettaire, des globules blancs et des lymphocytes. Ils ont conclu que le
transfert maternel de PC par l'allaitement ou a travers le placenta, était suffisant pour
atteindre des niveaux de PC similaires dans le sérum de leurs enfants; cela est corrélé
avec des manifestations des tendances hémorragiques altérées chez ces nourrissons.
(Schaalan et al., 2012). De méme, l'exposition des rats au dichromate de potassium

pendant 30 jours a entrainé une diminution du nombre des plaquettes sanguines

86



Discussion

(Krim, 2014). En outre, des doses élevées de cypermethrine 150 ou 300 mg/kg/j ont
provoqué chez le rat, une baisse du nombre des plaquettes sanguines
(Sayim et al., 2005). Egalement, une diminution de la numération plaquettaire a été
observée chez les souris exposées chroniqguement a un mélange de 11 pesticides
(Merhi, 2008).

Concernant ’augmentation du nombre des globules rouges, elle peut étre
expliquée par le fait que le pesticide induit une augmentation du taux sanguin
d’hormone (érythropoiétine) EPO stimulant 1’érythropoiése (Guilpain et Jeunne, 2012)
qui est souvent secondaire a une hypoxie. Le traitement des rats par la deltaméthrine
pure ou formulée a entrainé des changements significatives en nombre des globules
rouges, ce nombre a augmenté chez les rats traités par la deltaméthrine pure
(5,26x10° mm™®) et diminué chez les rats traités par la deltaméthrine formulée
(2,48 x10° mm™) en comparaison avec le témoin ou le nombre des globules rouges
était de (3,97 x10° mm® (Abbasy et Mossa, 2012 ). Cependant, nos résultats
s’opposent avec les travaux de plusieurs recherches particulierement
(Youcef et al., 2003 ; Krim, 2014 ; Merhi, 2008) ou ils ont enregistré une diminution
du nombre des globules rouges suite a I’exposition aux pesticides. Par contre, le
traitement des rats par I’insecticide lorsban a montré une légére diminution du nombre
des globules rouges et une augmentation du nombre des plaquettes sanguines
(Moshbah, 2008).

111.3. Effet du traitement sur les cellules immunitaires tissulaires

En ce qui concerne I’augmentation des splénocytes chez les souris traitées par
PRK, elle est due a la migration des lymphocytes du sang vers les organes
périphériques y compris la rate, cela a été confirmé par la baisse du taux de
lymphocytes du sang et 1’augmentation du poids de la rate. Dans d’autres études il a
été noté que I’exposition des souris BALB/c au hexachlorobenzen (HCB) a une dose
de 5 mg HCB/kg de poids corporel maternel a provoqué chez leurs descendants, une

augmentation significative de cellules T spléniques (Vos, 1986).

Cependant, pour les souris traitées au SPI-mat, nos résultats ont montré une

diminution du nombre des splénocytes, confirmée par la diminution du poids de la rate.
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Cela peut étre expliqué par le fait que le pesticide entraine une cytotoxicité directe
envers ces cellules, ce qui se traduit par leur diminution. Cette derniére probabilité est
confirme par plusieurs études dont celles de (Prater et al., 2002) ou ils ont trouvé que
I’exposition a une seule dose de perméthrine pendant 8 heures a inhibé la prolifération
des lymphocytes T spléniques et a provoqué 1’apoptose dans les thymocytes. Une
réduction du nombre de splénocytes a été aussi observée chez des souris immunisées
par I’ovalbumine (OVA) et ensuite traitées par du pentachlorophénol (PCP) ou
dibenzo-p-dioxines polychlorés (PCDD) seuls ou combinés (Chen et al., 2013) . En
outre, I’exposition orale des souris a 1’Atrazine a induit I’apoptose des splénocytes par
la voie Fas/LFas (Zang et al., 2011). Une étude in vitro a montré que le Mancozébe
entraine une réduction dose-dépendante de la prolifération des lymphocytes et des
splénocytes de rats (Medjdoub, 2013).

Concernant I’augmentation du nombre des macrophages péritonéaux chez les
souris traitées par PRK, elle peut étre due a 1’état inflammatoire observé au niveau de
la vessie (une cystite) chez tous les animaux traités par le pesticide étudié. Car
I’inflammation s’accompagne toujours par le recrutement des phagocytes vers le site
inflammatoire (figure 76). Ce résultat s’accorde avec les travaux de (Jin et al., 2010)
ou ils ont montré que 1’administration d’atrazine au cours du développement
embryonnaire du poisson zebre Danio rerio a conduit a une perturbation du systeme
immunitaire avec une augmentation de recrutement des phagocytes et un impact sur

I’expression de I’interleukine IL-1b.

D’un autre c6té, nous avons observé une diminution du nombre de ces cellules
chez les souris traitées avec SPI-mat. Cela est expliqué par I’inhibition de la migration
des monocytes du sang vers les tissus sous 1’effet du pesticide et/ou la migration de ces
derniers vers un autre site dans 1’organisme ou il se peut qu’il y ait une réaction
inflammatoire vis-vis du pesticide. A ce niveau d’autres cellules telles que les cellules
T produisent des substances chimiotactiques telles que le MAF et le MIF. Le MAF
attire les macrophages péritonéaux vers un site inflammatoire et une fois ces derniers
arrivés le MIF inhibe leur migration vers d’autres sites. Cette derniére possibilité est
fondée par 1’observation d’un site inflammatoire au niveau des poumons deS souris
traitées. On peut conclure que le pesticide SPI-mat a inhibé la migration des monocytes

du sang vers les tissus et a provoqué une réaction inflammatoire. Une étude indiquant
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que D’exposition au carbafuran réduit de maniére significative le nombre des

macrophages (Jeon et al., 2001), confirme le résultat obtenu.

Concernant le nombre des cellules totales du liquide broncho-alvéolaire (LBA),
on a constaté une augmentation significative du nombre de ces cellules chez les souris
traitées avec SPI-mat comparativement aux témoins. Ce résultat est en accords avec
celui de Vos et ses collaborateurs en 1983, ou ils ont trouvé que 1’exposition au
hexachlorobenzéne (HCB) non seulement, a un effet sur les cellules endothéliales des
organes lymphoides des rats mais aussi elle induit la prolifération des cellules
endothéliales tapissant les capillaires et les veinules pulmonaires, accompagnés par des
infiltrats périvasculaires de lymphocytes et des mastocytes et l'accumulation des
macrophages dans les alvéoles (Vos et al., 1983). Chez un groupe de 92 agriculteurs,
Cormier et ses collaborateurs en 1986 ont enregistré une augmentation des
lymphocytes alvéolaires (plus de 22% des cellules totale du LBA) chez les groupes
d’agriculteurs atteint de la maladie FLD « Farmers’Lung Disease », ils ont conclu
¢galement que 1’augmentation du nombre de ces cellules peut étre également observée

en I’absence de la maladie cliniqguement évidente (Cormier et al., 1986).

Figure 76: L’effet de I’insecticide Powder Roach Killing sur la vessie
(Cystite).
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111.4. Effet du traitement sur ’activité phagocytaire du systéme réticulo-

endothéliale (SRE)

Connaissant I’importance de la fonction phagocytaire des macrophages du SRE
dans la décence de I’organisme, il serait en effet important d’étudier I’impact de ces
deux types de pesticides PRK et SPI-mat sur I’activité phagocytaire du SRE qui est
exprimée par 1’index phagocytaire K mesurant la fonction de I’ensemble des cellules
réticulo-endothéliales au contact du sang circulant et par I’index phagocytaire corrigé
(o) qui exprime cette activité par unité de poids des organes actifs : foie et rate ainsi
que le taux de clairance qui est exprimée comme la demi -vie de carbone dans le sang
(t12). Nos résultats ont montré une diminution de I’activité phagocytaire du SRE chez
les souris traitées par les deux types d’insecticides, ce qui se traduit par une diminution
de I’index phagocytaire K et 1’index phagocytaire corrigé (o) et I’augmentation de la
demi-vie du carbone dans le sang. La diminution progressive de la vitesse de
phagocytose du carbone colloidal pourrait étre le résultat d'une compétition croissante
entre les particules de pesticides et le carbone colloidal. Un tel mécanisme a été montré
lorsque le carbone colloidal et une autre substance particulaire se trouvent en
compétition pour les sites membranaires des macrophages. L’administration de quatre
doses de carbamyl (0.375, 0.75, 1.50 et 3 mg/100 g) a des rats méles a entrainé une
diminution de I’index phagocytaire du SRE en fonction de la dose de carbamyl
administrée (Pipy et al., 1977). Le carbaryl semble donc avoir un impact sur les
cellules du SRE et notamment sur les cellules de Kupffer du foie responsables de 80-
90% de I'épuration sanguine du carbone colloidal (Pipy et al., 1977).

Des études ont démontré que la capacité des macrophages a phagocyter, tuer les
bactéries pathogenes, et produire des cytokines inflammatoires est supprimée par le
propanil (Salazar et al., 2008). L’exposition des souris males a certains pesticides
organophosphorés (fenitrothion, fenthion, diazinon et Ethyl-p-nitrophenyl EPN,
polychlorobiphényles PCB et cyclophosphamide) a entrainé une diminution
significative de 1’index phagocytaire K et de 1’index phagocytaire corrigé (o) chez tous
les groupes traités avec la plus forte dose du pesticide notamment, celui traité par PCB
qui montre une fonction phagocytaire plus réprimée que les autres (Chang et al., 1986).
Selon Punareewattana et al., en 2001, I’application de la perméthrine sur la région
dorsale rasée interscapulaire de souris/6N C57BI a des doses de 0,5, 1,5 ou 5,0

ml/doses/jours n’a pas affecté la capacité phagocytaire des macrophages. En outre,
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I’exposition des rats Sprague-Dawley au HCB ‘aérosols’ a entrainé une suppression de
I’activité bactéricide pulmonaire et une augmentation de I’activité phagocytaire des
macrophages alveolaires et aucun effet n'a été observé au niveau des macrophages du
péritoine (Sherwood et al., 1989). Dans une autre étude ce méme pesticide a diminué
I’activité des récepteurs Fc des macrophages alvéolaires et par conséquent, il a diminué

leur capacité phagocytaire (Ziprin et Fowler, 1977).

I11.5. Effet du traitement sur Pactivité des enzymes hépatiques

Le foie, principal organe de détoxification, est capable de neutraliser toutes les
substances toxiques. Vu son rbole dans la transformation des xénobiotiques
environnementaux, le foie présente un grand risque de dommages
(Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011). Les transaminases (ASAT et ALAT) ainsi que
ALPK, BILT et BILD dans le plasma reflétent I’activité fonctionnelle du foie. Ces
enzymes sont principalement utilisées dans 1’évaluation des dommages et du
dysfonctionnement hépatiques. Nos résultats ont révélé une augmentation de 1’activité
enzymatique de I’ASAT, ’ALAT, ALPK cela pour les deux pesticides testés ainsi
qu’une augmentation de la concentration en BILD et une diminution de la BILT chez
les souris traitées avec SPI-mat. L’augmentation de I’activité de ces enzymes dans le
sang peut étre due pratiquement a des Iésions tissulaires dans le foie, les reins et le
ceeur qui menent a l’altération de la perméabilité membranaire donc la fuite des
enzymes du tissu vers le plasma ou également a une augmentation de la synthese ou a
une diminution du catabolisme des aminotransférases (Farag et al., 2010). En outre,
I’existence des affections hépatiques peuvent conduire a I’augmentation des niveaux de
I’ALAT plasmatique et a 1’apparition de la nécrose du foie (Rahman et al., 2000 ;
El-Demerdash et al., 2012). Yousef et ces collaborateurs en (2006) ont rapporté que
l'augmentation des phosphatases et des activités transaminases dans le sang pourrait
étre due a la nécrose du foie (yousef et al., 2006) . Cela a été également confirmé par
nos résultats d’histopathologie ot nous avons remarqué des zones de nécrose au niveau
des coupes histologiques du foie.

L’augmentation de I’activité enzymatique de ces enzymes est en accord avec les
résultats de plusieurs recherches (Chargui et al., 2012 ; Vijayavel et Balasubramanian,
2007 ; Nayak et al., 2004 ; Ra0,2006 ; Heikal et al.,2013). De méme, une étude récente
a montré que le traitement des souris par les doses 0,1 et 0,5 mg/kg de poids corporel
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pendant 15 et 30 jours a entrainé une augmentation statistiquement significative des
enzymes hépatiques (ASAT, ALAT et ALKP) (Tewari et Gill, 2014). Des résultats
similaires ont été signalés par d’autres études montrant une augmentation des activités
des transaminases chez les animaux et les humains aprés l'exposition au pesticide
(Mossa et al., 2011 ; Abbasy et Mossa, 2012). Il a été noté que 1’exposition aigué ou
chronique a [I’insecticide chlorpyriphos a induit une élévation importante des
transaminases ASAT et ALAT (Goel et al., 2006).

Nos résultats ont montré aussi une augmentation en bilirubine directe et une
diminution en bilirubine totale chez les souris traités avec SPI-mat. Les variations de la
concentration plasmatique en bilirubine indiquent un dysfonctionnement dans le foie.
Ces observations sont en accord avec d’autres études (EIl-Demerdash et al., 2004;
Ben Amara et al., 2011 ; Djefal, 2014; Yousef, 2004 ; Youcef et al., 2003), ou ils ont
montré une augmentation de la concentration en bilirubine aprés I’exposition aux

pesticides.

111.6. Effet du traitement sur le poids et la structure histologique de la rate,
le foie et les poumons.

111.6.1. Effet du traitement sur le poids et la structure histologique du foie

Les résultats de 1’étude histologique du foie confirment les observations
biochimiques constatées (augmentation des niveaux plasmatiques des enzymes
hépatiques) au niveau de cet organe. Dans la présente étude les modifications
histopathologiques du foie peuvent étre résumées comme suit: une congestion
cellulaire, congestion de la veine centrolobulaire, dilatation des sinusoides, une bi
nucléation trées importante, Infiltrat de cellules inflammatoires autour du canal biliaire
interlobulaire, alveolisation (vacuolisation) des hépatocytes indiquant 1’accumulation
de lipides, la présence des foyers nécrotiques dans le parenchyme hépatique ainsi
qu’une dysplasie hépatocytaire ; ces altérations de 1’histoarchitecture du foie sont plus
abondantes chez les souris traitées par PRK que chez celles traitées par SP1-mat. Cela a
été également soutenu par les niveaux plasmatiques des enzymes hépatiques qui sont
plus élevés chez les souris traitées par PRK que chez celles traitées par SPI-mat. Cela
peut étre expliqué par le fait que le premier pesticide est gavé au animaux ce qui

permet d'atteindre directement le foie, alors que le deuxiéme est inhalé donc il va
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influencer d’autres organes tels que les poumons, c’est d’ailleurs ce qui est confirmé

aussi par notre étude d’histopathologie réalisée au niveau des poumons.

En outre, nous avons observe une diminution dans le poids relatif du foie chez
les souris traitées par les deux types de pesticides par rapport aux témoins. Ces
résultats s’accordent avec les travaux de plusieurs recherches notamment ceux de
Merhi et ses collaborateurs en (2008) ou ils ont enregistré une diminution significative
du poids du foie chez des souris males exposés chroniquement a un mélange de 6
pesticides, alors que les souris femelles n'a pas montré d'importants changements dans
le poids du foie (Merhi, 2008).

L’exposition aigué ou chronique des rats a ’insecticide chlorpyriphos induisait
une atrophie hépatique et une destruction de I’histoarchitecture du foie
(Goel et al., 2006). Cependant I’administration de la cyromazine (Cyr) et le
chlorpyrifos (CPF) seuls ou combinés a des rats males pendant 28 jours consécutifs a
entrainé une augmentation significative du poids relatif du foie accompagné par des
altérations histologiques au niveau de cet organe (Heikal et al., 2013). De méme, la
taille du foie a augmenté chez les souris traitées par 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
durant les jours 11-13 de gestation ainsi que des altérations dans la structure
histologique du foie (Weinstein et al., 2008). En effet, le traitement des rats par des
doses de 50, 100 et 200 mg/kg/ j de Methoxychlor pendant 7 jours, n’a montré aucun
changement dans le poids relatif du foie (Latchoumycandane et al., 2002). Egalement,
I’administration de la deltaméthrine par voie orale chez les souris n’a pas affecté la
structure histologique du foie (Tewari et Gill, 2014).

Par contre, I’histologie du foie des rats traités par le méthomyl a 8 mg/kg de poids
corporel pendant 3 semaines a révélé des changements histologiques caractérises par
une congestion de la veine centrolobulaire et une destruction hépatocytaire
comparativement aux témoins (Djeffal, 2014). De méme, l'exposition des rats au
dichromate de potassium a induit des modifications dégénératives dans la structure
histologique du foie (Krim, 2014). En outre, I'histologie du foie des souris traitées avec
le méthomyl pendant 30 jours a montré une dilatation des sinusoides, dilatation de la
veine centrolobulaire, des hépatocytes hypertrophiés, la dégénérescence nucléaire avec
I'infiltration de cellules mononucléaires (EI-Demerdash et al., 2012). Idem pour le foie

des rats exposés au diméthoate pendant 30 jours (Ben Amara et al., 2011).
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111.6.2. Effet du traitement sur le poids et la structure histologique de la

rate

Notre étude a révélé des modifications histologiques de la rate des souris traitées
par les deux types d’insecticides. Le méme résultat a été confirmé par une étude menée
sur des rates gestantes. Il a été démontré que 1’administration de chlorure d'aluminium
le chlorure d’aluminium (AICI3) a différentes doses durant les jours 9-13 de
gestation a affecté la structure histologique de la rate chez la rate gestante et de leur
progénitures (Mestaghanmi et al., 2011). Egalement, les analyses histopathologiques
chez les rats et les chiens ont indiqué que 1’exposition au hexachlorobenzeéne (HCB) a
provoqué I'nyperplasie lymphoide de la pulpe blanche, hématopoiése extra-médullaire

dans la pulpe rouge avec abondance de granulocytes polynucléaires (Vos, 1986).

En outre, le poids relatif de la rate a connu une augmentation chez les souris
traitées par 1’insecticide Powder Roach Killing par rapport aux témoins. Cette
augmentation est due a une hypertrophie de la rate (splénomégalie) cela a été
confirmée par la numération des cellules de la rate ou nous avons remarqué une
augmentation du nombre de splénocytes chez les souris traitées par rapport aux
témoins. Des études récentes ont montré que 1’administration du propanil et son
métabolite par voie orale, induit une splénomégalie (Corsini et al., 2013) . Selon
Merhi et ses collaborateurs, le traitement des souris par un mélange de 6 pesticides a
entrainé une augmentation significative du poids de la rate (Merhi, 2008). De méme,
I’exposition des souris au 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin durant les jours 11-13 de
gestation a provoqué chez leurs descendants une augmentation du poids relatif de la
rate accompagnée par des anomalies architecturales au niveau de cet organe
(Weinstein et al.,2008).

Par contre, chez les souris traitées par SPI-mat on a constaté une diminution du
poids relatif de la rate. Ce résultat est en accord avec les travaux de Zang et ses
collaborateurs en (2011), ou ils ont révélé une baisse du poids relatif de la rate chez
des souris gavees par les différentes doses de 1’atrazine ainsi que des modifications
dégenératives dans la structure histologique de la rate (Zhang et al., 2011). Les mémes
résultats sont obtenus par (Prater et al., 2002) ou ils ont constaté une diminution, liée a

la dose, du poids de la rate chez des souris femelles C57BL/6N exposées a une dose
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unique de la perméthrine. Une atrophie de la rate a été également observée chez les

rongeurs suite a I’exposition & des composés organostanniques (Appel, 2004).

111.6.3. Effet du traitement sur le poids et la structure histologique des

poumons

L’exposition aux pesticides peut provoquer des effets néfastes sur la santé et sur
les différents organes ou tissus, incluant le tractus respiratoire et les poumons. Nos
résultats ont révélé des altérations dans la structure histologique des poumons
caractérisées par des congestions vasculaires, des infiltrats de cellules inflammatoires,
épaississement des parois vasculaires, des hémorragies intra alveéolaires et une
hyperplasie du revétement alvéolaire ce qui entraine une réduction de la lumiére des
alvéoles. En outre, une hyperplasie des fibroblastes responsables de la fibrose

collagene a été notée.

Ces altérations sont accompagnées par une augmentation du poids relatif des
poumons. |l a été remarqué que le traitement par le chlorure d’aluminium (AICI3) par
voie intra péritonéale, entrainait des altérations histologiques des poumons chez la
rate gestante et de leur progénitures. Chez les meéres gestantes, une diminution du
diametre alvéolaire, une inflammation attestée par la présence de cellules
inflammatoires avec une nécrose cellulaire notamment pour les fortes doses. Cette
nécrose a été aussi observée chez les feetus dont les méres ont été traitées par les fortes
doses d’AlCI3. L’action du chlorure d’aluminium est plus marquée chez les meres que
chez leurs feetus (Mestaghanmi et al., 2014). En outre, une étude a montré que
I’exposition au HCB a induit des Iésions inflammatoires pulmonaires avec
accumulations des macrophages alvéolaires et une prolifération de I'endothélium des
vaisseaux pulmonaires, auxquelles ont assist¢ un infiltrat périvasculaire
composé de granulocytes éosinophiles et des monocytes (Michielsen et al., 1997 ;
Michielsen et al., 1999). Egalement, une augmentation du poids des poumons a été
observée chez des rats et cobayes exposés par inhalation a 6,1mg d’Al/m3 (sous forme
de chlorhydrate d’aluminium) a raison de 6h/j, 5j/semaine pendant 2 ans

(Stone et al., 1979).
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Il est d'usage de considérer les pesticides comme uniques produits liés aux
besoins agricoles, notamment comme désherbants ou anti parasitaires, mais derriére
ce mot se profilent d'autres besoins tels que l'entretien des voies routiéres, les
végétaux, les opérations de dératisation ou de désinsectisation...etc. De ce fait, nous
constatons que les pesticides sont présents un peu partout autour de nous
particulicrement dans divers usages quotidiens et cela a travers 1’utilisation des
pesticides a usage domestique.

Quelle gue soit leur utilisation, les pesticides ont un codt de plus en plus élevé
pour I’environnement et la santé humaine. Les risques potentiels pour la santé sont
percus a travers la détection des résidus de pesticides partout : dans 1’eau bien sir,
mais aussi dans D’air, les brouillards, 1’eau de pluie, les aliments consommés et
finissent finalement dans nos organismes.

Plusieurs recherches ont démontré que les pesticides sont en effet fréquemment
mis en cause dans I’apparition de certaines pathologies dans les populations
concernées. Des effets cancérigénes, neurotoxiques ou autres ont été mis en évidence.
En outre, il a été prouvé que I’exposition aux pesticides provoque des dommages au
niveau du systéme immunitaire et hépatique.

Méme si les études concernant les effets des pesticides sur le systeme
immunitaire et hépatique sont encore limitées, certaines soulévent la probabilité d’un
lien entre 1’exposition a ces produits et I’augmentation des risques d’étre atteint de
maladies infectieuses. Des effets comme la chute de production d’anticorps et des
réactions d’hypersensibilités retardées pourraient aussi étre associés a 1’exposition a
certains pesticides. Plusieurs pesticides communément utilisés pourraient supprimer la
réponse normale du systéme immunitaire a 1’invasion de virus, de bactéries, de
parasites et de tumeurs.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail est d’examiner I’effet d’une exposition
a deux insecticides qui sont tres utilisés dans les maisons en Algérie. Un est de
production chinoise, souvent utilisé contre les cafards « Powder Roach Killing » et
1’autre de production locale, sous forme de pastille « SPI-mat », souvent utilisé contre
les mouches et les moustiques. On a choisi comme cibles de ces pesticides, certains

systemes qui sont responsables du bon fonctionnement de 1’organisme (le systéme
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immunitaire par son role dans la défense et le foie qui est le site de détoxification des
substances toxiques). Et afin d’atteindre notre but, il était nécessaire de mettre en
ceuvre des techniques utilisées en expérimentation animale (élevage et la
manipulation des souris) d’immunologie (isolement des macrophages péritoniaux,
alvéolaires et des splénocytes ainsi que la mesure de I’activité phagocytaire du SRE),
d’exploration de ’activité enzymatique du foie, d’histologic (réalisation des coupes
histologiques aux niveaux du foie, de la rate et des poumons).

Concernant I’effet de I’exposition aigue au Powder Roach Killing, les resultats
obtenus ont mis en évidence une diminution du poids corporel des souris et de gain de
poids, des altérations immunologiques traduites par:

» Une augmentation du nombre des globules blancs, des macrophages
péritonéaux, des splénocytes et du taux des monocytes, ainsi qu’une
augmentation du poids relatif de la rate.

» Une diminution du taux des lymphocytes, des granulocytes.

» Une diminution de I’activité phagocytaire du SRE

> Des altérations de la structure histologique de la rate.

Les résultats obtenus montrent aussi des dommages au niveau du systeme hépatique
traduit par :

» Une augmentation des niveaux plasmatiques des enzymes hépatiques (ASAT,
ALAT et ALPK).

» Une diminution du poids relatif du foie accompagnée par des altérations
histologiques au niveau de cet organe.

En outre, une inflammation au niveau de la vessie a été observée.

En ce qui concerne ’effet de 1’exposition pendant trois semaines au SPI-mat,
les résultats obtenus révélent une légére augmentation de poids corporel et une
diminution dans le gain de poids, des perturbations immunologiques récapitulées
comme suit:

» Une diminution du nombre des globules blancs, des macrophages
péritoneaux, des splénocytes, des plaquettes sanguines, du  taux des
lymphocytes ainsi qu’une diminution du poids relatif de la rate

» Une diminution de I’activité phagocytaire du SRE
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» Une augmentation du nombre des cellules totales du liquide broncho-
alvéolaire, du taux des monocytes, des granulocytes et du nombre des globules
rouges.

> Des altérations de la structure histologique de la rate

Le traitement par SPI-mat a induit aussi une hépatotoxicité traduite par :

» Une augmentation des niveaux plasmatiques des enzymes hépatiques (ASAT,
ALAT et ALPK, BILT et BILD).

> Une altération structurale du tissu hépatique et une diminution de poids du foie.

A cela s’ajoute des altérations de la structure histologique des poumons ainsi qu’une
augmentation de leur poids.

Nous sommes néanmoins persuadé que cette étude mérite d’étre poursuivie,
cela permettra sans doute de progresser dans le difficile acces de ce nouveau champ
de connaissance situé a I’interface de I’'immunologie et la toxicologie des pesticides.
Il s’avere intéressant d’approfondir ces conclusions par :

> Diversifier les tests immunologiques en se basant sur ’analyse des différents
effecteurs solubles et cellulaires et en utilisant les techniques de la culture
cellulaire afin de mieux comprendre les mécanismes immunitaires.

» Augmenter la période d’exposition afin d’étudier la toxicité chronique de ces
deux pesticides.

» Mener une étude histologique élargie sur I’action du pesticide sur d’autres
organes tels que les organes centraux du systeme immunitaire (la moelle
osseuse et le thymus).

» Chercher I'impact d’une exposition in utero a des pesticides a usage
domestique.

» Etudier I'immunotoxicité humaine des pesticides a usage domestique surtout
pour lesquels il existe des preuves convaincantes de laboratoire sur la capacité
a affecter le systeme immunitaire et hépatique.

Finalement, on peut dire que les pesticides ne sont pas des produits ordinaires.
Leur usage doit étre I'objet de nombreuses précautions, car de ces dernieres dépend la
sécurité des usagers et de I’environnement. En revanche, lorsque la relation entre la
santé et I'exposition aux pesticides est soutenue par des preuves suffisantes de
relations causales, il y a un besoin de politiques et programmes visant a minimiser

I'exposition de la population a ces produits.
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Annexe

Solutions utilisées

Solution de PBS « phosphate buffered saline » PH=7.2

Na ClI
Na2HPO4
KH2PO4
KCI

Eau distillée

Solution de lyse
NHA4CI

Eau distillée

H CI 0.1 Normalité
H Cl

Eau distillée

Na OH 0.1 Normalité
Na OH
Eau distillée
Bleu de trypan
Bleu de trypan

Eau distillée

Solution saline (0.9% NaCl)
NaCl

Eau distillée

84
1.159
0.2¢g
0.2¢g

1000 ml

0.83¢

100 ml

0.93 ml

90.7 ml

049

100 ml

0.2¢
100 ml

100 ml



Annexe

Solution de gélatine (3%)
La gélatine

Eau distillée

Solution du carbone colloidal
L’encre de chine (Noir)
Solution saline (0.9% NaCl)

Solution de gélatine (3%)

Solution de Na,COj3 (0,1%)
Na,CO3

Eau distillée

39
100 mli

3ml
4 ml

4 ml

0,19

100 mli
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macrophages, splenocytes, monocytes and an increase in spleen weight. Histological
examination revealed some alterations in the histological structure of the spleen, which
could explain the variation of certain parameters studied. In the other hand an
inflammation in the bladder was also observed. Based upon these results, we suggest
that PRK can be considered as an immunotoxic product by its damage on immune
organs and cells.
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INTRODUCTION

The man is one of the living creatures that compose the biosphere, but he is susceptible to be attained by
numerous aggressions of different nature that can harm his well being, especially the toxic substances of the
environment like the pesticides. In addition to their main role, the pesticides can also be harmful to the human
being as well as the animals living where the insecticides are being sprayed [1]. Indeed, the severity of
poisoning depends on the toxicity of the product, on the mode of its penetration, on the absorbed dose and on
the physiology and the age of the subject matter [2]. The entire population can be daily exposed to a nhumber of
insecticides. Also, the risk of accidental poisoning, very low, but not null, and the exposure for a long time, even
at low doses, can be very serious for human health. Moreover, a large public is not informed enough about the
risks of pesticides which are allowed to be used in homes. On the other hand, the majority of household
pesticides used in Algeria is not controlled enough, among these, the insecticide Powder Roach killing was
chosen for our study. This product is considered to be a good solution for the problem of cockroaches. Powder
Roach killing proved to be efficient against the fight of cockroaches, this satisfaction is declared by all its users.
Unfortunately, we ignore everything about its chemical composition, its biochemical, biological and
toxicological properties. For the reasons mentioned above, we are interested to carry out a study on its acute
effects on the immune system of the mice. Because of the importance of the immune system in the defense of
the hosts against external aggression, it was chosen as the target to study the effect of the household pesticide
cited above.

MATERIALS AND METHODS

Chemical material (Powder Roach killing):

Powder Roach killing (PRK) is an insecticide, anti-cockroaches for domestic use, from a Chinese
production. It is commercialised by "Beijing Green leaf siecle Daily utilisation chemicals Co, Ltd"company.
Corresponding Author: Mairif Samah, Laboratory of "Biology, Water and Environment" Faculty of Natural and Life

Sciences, Earth Sciences and the Universe. University 08 Mai 1945 —Guelma 24000- Algeria.
E-mail: samehbio09@hotmail.fr
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Formed in 2001 and situated in the city of Beijing. This pesticide is very used in the houses in Algeria. It really
represents a radical solution for the problem of the cockroaches. PRK is commercialised in the form of a green
powder that contains 2 .5 of acephate. The information related to its chemical and toxicological properties as
well as the lethal dose of 50% (LD50) of this product are unknown. PRK is very soluble in water.

Biological Material:

This study is carried out on Male Mice BALB C, aged between 6 and 7 weeks where the body weight is
between 23 and 35 grams. The mice are kept in cages made of polypropylene that are cleaned regularly.
Breeding conditions are characterized by a natural temperature and photoperiod. Their daily nutrition is
composed of food rich in grains, stale bread and water. On these mice was carried out with respecting their
wellbeing and excluding any stress condition which be able to interfere by the results.

Experimental protocol:
In order to realise the experimental side of our work, we have established a protocol that we can summarise
in (figure 1)

Treatment:

In order to realise the experimental part of our work, we have established a protocol that we can summarise
in (figure 1).The mice used in our experiment are divided into four groups, each of them contains eight mice.
The insecticide is prepared as an aqueous solution which is gavaged to the animals once, according to the
following doses
*The mice of the first lot are treated with a dose of 40mg/kg weight body
*The mice of the second lot are treated with a dose of 80 mg/kg weight body
*The mice of the third lot are treated with a dose of 160 mg/kg weight body
*The mice of the fourth lot (control group) were treated with water only.

[ | I 1
Lot reated with a Lot treated with a Lot treated witha control group
dose of 40mg/kg dose of SOmg/kg dose of 160mg/kg were treated
weight body weight body weight body with water only
(8 mice) (8 mice) (8 mice) (8 mice)
[ Sacrfice ||
Blood Isolation of peritoneal Removal of the histological
recovery macrophages een cuts of the
I spleen
[Seteen Weienine ]
|[ BNF | [ Ceti Counting

Fig.1: Diagram of the experimental protocol.

Blood sample collection:
24 hours after treatment, the mice are sacrificed and their blood is collected in EDTA tubes destined to
medical laboratory of analyses for the realisation of BNF (Blood Numerical Formula).

Isolation of peritoneal macrophages:

After preparing and sterilizing the instruments with alcohol, the mouse is placed on the dorsal phase. A skin
buttonhole of 0.5cm was made on media-ventral line of the trunk ahead the urinary orifice. The skin was
properly spaced to discover the peritoneal muscles. With a sterilized syringe, 3ml of Phosphate Buffered saline
solution (PBS) was inoculated in the peritoneal cavity. After 5mns, the washing liquid was retrieved in a
sterilized tube and centrifuged for 5mns at 1500 rpm. The pellet was reset in suspension with 3ml of PBS and
centrifuged again for 5mns at 1500 rpm (two times). After the last washing, the pellet was reset in suspension
with 3 ml of PBS, from which 100ul were diluted in 900 pl of the trypan blue solution. At last, the peritoneal
macrophages were counted using the Malassez cell and their viability was evaluated by the Trypan blue
exclusion test

Isolation of splenocytes:

After sacrificing the animals, the spleen was isolated, weighed and placed in a petri dish which contained 3
ml of PBS solution. With two clips, the spleen capsule was emptied of its cellular content. The cell suspension
was placed in a tube and centrifuged for 3mns at 100 rpm to eliminate the cell debris. The supernatant was
retrieved, than centrifuged for 10mns at 1500 rpm. The pellet was suspended in 0.5 ml of PBS and then 4.5ml of
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lysis solution of the red blood cells were added. After an incubation period of 10 min, the suspension was
centrifuged for 10 min at 1500 rpm [3,4], followed by the elimination of the supernatant however, the pellet was
resuspended in 3 ml PBS, centrifuged for 10 min at 1500 rpm. This last step was repeated twice. After the last
washing, the pellet was reset in suspension with 3 ml of PBS, from which 100l were diluted in 900 pl of the
trypan blue solution. The splenocytes were counted and the viability was evaluated using the Trypan blue
exclusion test described previously.

Realization of histological cuts:

The isolated spleen from mice was conserved in Formol aldehyde in order to realize histological cuts. After
a macroscopic observation, the organ was placed in the Bouin’s solution for five days. Then, the successive
passages of the spleen in alcohol baths with ascending concentrations were performed. The dehydration was
followed by three treatments with xylene to clarify the specimen. This step was followed by the impregnation of
the organ with the paraffin. The histological sections were realized using a microtome, stained with
hematoxylin-eosin and observed with an optical microscope [5, 6].

Statistical analysis:

For every group, we have calculated the arithmetic mean (X) and the standard error (SEM) of the mean (X
+ SEM). The statistical significance of the difference between two means is evaluated by the test T of Fisher-
Student. The difference is statistically significant if the probability P is less than 0.05(*); very significant if P is
less than 0.01(**) and highly significant if P is less than 0.001(***).

Results:
The Effect of Powder Roach killing on the relative spleen weight:

The results represented in (Figure 02) showed an increase in the relative weight of the spleen of treated
animals compared to controls. The spleen weights recorded in animals treated with the different doses (40, 80
and 160 mg / kg) were (3.41 £ 0.47; 4.17 + 1.36 and 4.67 £ 1.44 mg / g) respectively. However, the spleen
weight of the controls was (2.93 + 0.38 mg / g). This increase was significant with the doses 40 and 80 mg/kg,
and non significant in mice treated by the dose 160 mg/kg, compared with controls.

Spleen relative weight (mg/kg)

Control 40 80 160  Doses(mg/Kg.pe)

Fig. 2: Variation of the spleen relative weight after a single exposure to the Powder Roach Killing insecticide
(n = 32 male mice) the results show a dose-related decrease. Statistically significant (* P <0.05, ** P
<0.01, *** P <0.001) compared to control.

The Effect of Powder Roach killing on blood numerical formula:

The results obtained showed no-significant decrease in the rate of lymphocytes and granulocytes. In
contrast of that, a significant increase in the number of white blood cells and a non-significant in the rate of
monocytes were recorded (Table 1).

Table 1: The effect of Powder Roach killing on blood numerical formula (BNF).

Experimental Groups
parameters
Control 40mg kg Bimg kg 160mg kg
GE (10#/ uly 703 0,43 726 £ 082 101 £2.84%* 1028 2,075+
B3 LYM T1e4% 750 67921014 TO05+4.73 71,75 6,72
o MON 482 £2 08 6,65+ 528 687 £2 30 EREx] 25
5 GR4A 2357+538 241354 2067+ 340 18 05 £ 109+
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The values represent the mean + standard. (N = 32 male mice). Statistically significant (* P <0.05, ** P
<0.01, *** P <0.001) compared to control.
GB (WBC) =White blood cells; LYM=Lymphocytes; MON= Monocytes; GRA= Granulocytes.

The effect of Powder Roach killing on the number of splenocytes:

The treatment of the mice with the insecticide PRK caused a significant increase of the splenocytes in mice
treated with doses of 40,80 and 160 mg / kg where the recorded number was (122+23.54 ; 130+1.82 ;
131+14.96 cells/L) respectively. However, it reached only (81 % 10.67) Cells/L in the control mice (Figure 03).

The number of splenocytes
(X107 CelliL)
o w 6 B B &
o o o o (=] (=]
*
*

&
=)

N
5 o

Control 10 80 160 Doses(mg/Kg.pc)

Fig. 3: Variation in the number of splenocytes after a single exposure to the Powder Roach Killing insecticide
(n = 32 male mice), results show a significant dose-related increase in the number of splenocytes,
statistically significant (* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001) compared to control group.

Viability has been always greater than 98%, which shows the accuracy of the manipulation.

The effect of Powder Roach killing on the number of the peritoneal macrophages:

Concerning the peritoneal macrophages, the results represented by the (Figure 04), noted a significant
increase of the cell number in the treated mice compared to the controls. This increase was proportional to the
doses tested (126 + 16.43; 137 + 17.83 and 16.32 + 138 cells/L) for the doses 40, 80 and 160 mg/kg
respectively. However, the number of these cells in the control mice reached (66.25 + 8.61 cells / L).

The number of peritonial macrophages
(X 10® Cell/L)

Control 40 30 160  Doses(mg/Kg.pc)

Fig. 4: Variation in the number of peritoneal macrophages after a single exposure to the Powder Roach Killing
insecticide (n = 32 male mice), results show a significant dose-related increase in the number of
peritoneal macrophages, statistically significant (* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001) compared to
control group.

Viability has been always greater than 98%, which shows the accuracy of the manipulation.

The effect of Powder Roach killing on the histological structure of the spleen:

The histological study of the organs reflects the general state of the animals, namely, if these, are subject to
treatment [7]. The aim of our study is to elucidate the effect of a single exposure to PRK insecticide on the
histological structure of the spleen of mice treated with the different doses (40, 80 and 160 mg/kg) of the
insecticide. This treatment does not appear to alter the macroscopic structure of the spleen. However, the
histopathological examination of this organ revealed various degenerative changes. For the controls, the
hematoxylin-eosin coloration highlights the normal presence of the spleen constituents (the white pulp, the red
pulp and the blood vessels) (Figure 05.A). In contrast of that, the spleen in treated mice appears to be
hypertrophic with an abundance of connective fibres, an invasion of the blood cells, dilation and a thickening of
the arterioles wall
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Fig. 5: Histological structure of the spleen of control mice and treated with different doses of Powder Roach
Killing insecticide (hematoxylin-eosin staining). (Magnification x400). A: Spleen of control mice(1:
white pulp 2: red pulp 3: capillary sinusoid) B: Spleen of mice treated with a dose 40mg/kg
(1:Thickening of the arteriolar wall 2: Invasion by blood cells) C: Spleen of mice treated with a dose
80mg/kg (1: Abundance of connective fibers 2: fibrosis) D: Spleen of mice treated with a dosel160
mg/kg (1: Dilated blood vessel 2: dilated connective wall of the blood vessel 3: Invasion by blood
cells).

Dicussion And Conclusion:

The relative weight of the spleen was increased in the treated mice compared to the controls. This increase
is due to the spleen hypertrophic (splenomegaly). This is confirmed by the number of cells where we have
remarked an increase in the splenocytes number in the treated mice compared to controls. Also, recent studies
have shown that administration of propanil and its metabolite orally induced splenomegaly [8]. In the other
hand, it was found that the exposure to the 2.3.7.8. tetrachlorodibenzo-p- dioxin at the 11-13th days of mice
gestation caused, to their descendants, an increase of the spleen weight [9]. However, our results opposed to
Zang’s results and his collaborators [10] where they revealed a decrease in the relative spleen weight in mice
stuffed with an atrazine at different doses. The same results were obtained by Prater [11] where they found a
decrease in the relative spleen weight dose-dependent in C57BL / 6 N female mice exposed to a single dose of
permethrin.

The Effect of Powder Roach killing on blood numerical formula (BNF):

The decrease in the granulocytes rate can be explained by the fact, that the pesticide causes a direct
cytotoxicity towards these cells, resulting in their reduce, or it causes inhibition of the differentiation of the
hematopoietic progenitor cells from bone marrow (CFU-GM) that give rise to polynuclear cells. The latter
probability was confirmed by the work of Merhi [12] where, the results have shown an increase in the specific
lineage of (CFU-GM) colonies in mice chronically exposed to a mixture of 11 pesticides. Furthermore, the rate
of differentiated cells from these colonies revealed a decrease in granulocyte lineage. In addition, the bone-
marrow of the female mice born from mothers treated with different doses of chlordane during gestation, present
a decreased capacity to differentiate to granulocyte-monocyte lineage [13]. Similarly, the neutrophiles
percentage in the rats treated with the diazinon for six-week, showed a significant reduction compared to the
controls [1]. Other study showed a neutropenia in mice treated with a deltamethrin for 30 days [14].

The remarkable increase of the number of white blood cells (leukocytosis) in treated animals compared to
the controls is considered as one of defense mechanisms of the immune system to the unfavourable situation
caused by gavage of the pesticide. Several studies showed that the treatment with the pesticides increases the
defense mechanisms of the immune system of the animal [15-17]. A recent study showed that the treatment of
the mice by the deltamethrine causes an increase in the number of the white blood cells [14]. The same result
has been obtained after a diazinon treatment [1]. In addition the use of deltamethrine induced a leucocytose in
Multispinis Ancistrus fish, 96 hours after injection of the pesticide, compared to the control animals [18].
Moreover, high doses of cypermethrine 150 or 300 mg/kg/day caused a significant increase in the white blood
cells [19].

Concerning the decrease in the blood lymphocytes, this can be explained by the migration of these cells
toward peripheral organs such as the spleen where a hypertrophy of the organ was recorded, and/or by the
inhibition of the lymphoid lineage production as an effect to the pesticide treatment. Another study in vitro
indicated that the carbofuran inhibits the lymphocyte proliferation by deleting the signalling ways like the IL -2-
dependent way to the T cell lineage [20]. Similarly, the results of one recent study in vitro showed that the cells
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exposure to two composed organophosphorus (triphenyl phosphine oxide and the tetra -O- cresy piperazine
phosphoramidate) induced a significant deletion of the proliferation of lymphocytes specific to antigens [21].
From another side, exposure to a single dose of permethrin for 8 hours inhibits the proliferation of splenic T
cells and induces apoptosis of thymocytes [11].

However, the increase in the rate of monocytes can be explained by the inhibition of the monocytes
migration from the blood to the tissues under the effect of the pesticide and /or the induction of the myeloid
lineage production in order to increase the number of phagocytes. This fact is confirmed by the increase in
number of the macrophages as an answer to the inflammation observed at the level of the bladder caused by the
treatment. This result was supported by Sayim et al. who found that the High doses of cypermethrin have caused
in rats, a significant increase of monocytes [19]. However, these results are in opposition with research
conducted in a cohort of 207 healthy Netherlanders children where researchers have remarked a negative
relationship between the post-natal exposure to pesticides and the number of monocytes [22].

Concerning, the splenocytes increase, it is due to lymphocytes migration toward the peripheral organs,
including the spleen; this has been confirmed by the decrease in the lymphocytes rate in the blood and by the
increase in the spleen weight. Some results showed also a decrease of the splenocytes in mice treated for 48
hours with the permethrin [11]. On the other hand, a reduction in the splenocytes number was observed in the
mice immunized by ovalbumine (OVA) and then treated with pentachlorophenol or dibenzo-p- dioxins
polychlors alone or combined [23].

The increase in the number of peritoneal macrophages, is probably caused by the inflammation state
observed at the level of the bladder (cystitis) in all animals treated by the pesticide studied (Figure 06). The
same result was found by Jin and his collaborators [24] where they showed that the use of Atrazine during the
embryonic development of the zebrafish (Danio rerio) leads to a disruption of the immune system and to an
increase in the phagocyte recruitment.

Fig. 6: Bladder inflammation (cystitis).

In addition, our study has revealed a histological modification of the spleen in the treated mice by PRK
insecticide. The same result has been confirmed by a studies conducted on pregnant rats which proved that the
use of aluminium chloride in different doses at the 9 and 13 days of gestation has affected the histological
structure of the spleen in the pregnant rat and in its off springs [7]. Also, the exposure to Atrazine caused
degenerative modifications in the histological structure of the mice spleen [10].

Conclusion:

It is usually considered that pesticides are linked only to agricultural products including needs such as weed
killers or anti parasitic. But, behind this word stands other needs as the maintenance of the roads, the vegetation,
the rodent control, the pest control...ect. Therefore, we find that pesticides are present everywhere around us
especially in various everyday uses and that through the use of household pesticides.

In this context, we are interested in studying the effect of Powder Roach Killing, a pesticide for domestic
use, on the murine immune system. The results obtained showed a decrease in lymphocytes and granulocytes, an
increase in the number of white blood cells, peritoneal macrophages, splenocytes and monocytes. Moreover, the
study revealed a microscopic alteration of the histological structure of the spleen and an increase in its weight.

Finally, pesticides are not ordinary products; their use must be subject to numerous precautions and used
without abuse with strict respect to the recommendations and the precautions of use, because to them depends
the users' security and a healthy environment.
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