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LISTE DES ABREVIATIONS   
 
ADN :   Acide Desoxyribo Nucleique. 

AOEL: Admissible Operator Effect Level. 

BSA: Bovine Serum Albumin.  

B.T : Bleu de trypan. 

C.N.T : Centre National de Toxicologie. 

CAT : Catalase. 

ChE : Cholinestérase. 

Cpp : Le Comité de la prévention et de la précaution 

DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane. 

DJA: Dose Journalière Admissible. 

DMEM : Milieu Minimum Essentiel d'Eagle modifié par Dulbecco.  

DMSO : Dimethyl Sulfoxyde.  

DTNB : 5,5’-dithiobis (2- acide nitrobenzoique,)  

EDTA : Ethylène Diamine Tétra-Acétate.  

ERO : Espèces réactives oxygénées. 

GPx : Glutathion Peroxydase. 

GR : Glutathion Réductase. 

GSH : Glutathion. 

GSSG : Glutathion Oxydé.  

GST : Glutathion S-Transférase.  

HNE : Hydroxynonenal. 

IFEN : Institut Français de l’environnement 

I.N.P.V : Institut National de la Protection des Végétaux. 

I.P.A : Institut Pasteur d’Alger. 

IC50 : Concentration d’inhibition à 50% 

Ineris : Institut national de l’environnement industriel et des risques. 

LMR : Limites Maximales de Résidus. 

MDA: Malondialdehyde  

NOAEL: No-Observed Adverse Effect Level 

PBS: Phosphate Buffer Saline  

SOD : Superoxyde Dismutase  

SVF : Sérum de Veaux Fetal  

TBA: Acide Thiobarbiturique  

TMB: 3-3, 5-5’ Tetramethyl Benzidine  

TNB : Acide 2-Nitro-5-Thiobenzoïque  

TTE : Triton X-100, Tris-HCl, EDTA  

UI : Unité Internationale  

UV : Ultra Violet 
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Introduction 

Les produits phytosanitaires de protection des cultures – plus communément appelés 

pesticides – sont un des piliers de la production végétale d’une agriculture intensive. : se sont 

des substances chimiques minérales ou organiques, de synthèse ou naturelles qui sont utilisés 

depuis longtemps, destinés à assurer la destruction, ou à prévenir l’action des animaux, 

végétaux, micro-organismes dits nuisibles. Ils sont classés selon deux critères, leur cible : en 

insecticides, fongicides, rodenticides et herbicides ; et leur appartenance chimique : en 

organochlorés, organophosphorés, carbamates, pyréthrinoïdes, triazines et les urées 

substituées (Moeys, 2007).  

Les pesticides sont soupçonnés de présenter un risque pour la santé de l’homme et pour 

son environnement. Ils sont fréquemment impliqués dans la réduction de la biodiversité 

terrestre et ils sont retrouvés dans l’air, le sol, les lacs et les rivières ainsi que dans les eaux 

douces souterraines et les eaux côtières (Sun et Hardy, 2000 ; Moore et al., 2001 ; Hasheesh 

et al 2011). En effet, les atteintes structurales et fonctionnelles engendrées par les pesticides 

sur la composante biologique de la biodiversité aquatique (Paul-Pont, 2010). 

Par ailleurs, outre leur caractère fortement mutagène et cancérigène, les pesticides 

peuvent entraîner à l’échelle de l’organisme d’importantes perturbations du système nerveux, 

cardiovasculaire, immunitaire, gastro-intestinal, endocrinien, hépatique, rénal, respiratoire et 

reproducteur. Plusieurs études ont également montré l’influence de l’environnement extérieur 

et intérieur sur le développement et l’entretien des allergies (Sailaja et al., 2006 ; Atreya, 

2008 ; Balaazi, 2009 ; Landau-Ossondo et al., 2009). 

Néanmoins, les événements cellulaires et moléculaires occasionnés sous l’effet des 

pesticides sont encore mal connus et font l’objet d’une forte mobilisation scientifique. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit le travail de ce mémoire présenté dans ce manuscrit. 

L’objectif  modeste est d’apporter notre contribution à la compréhension des mécanismes 

intrinsèques impliqués dans le phénomène de cytotoxicité induit par différents pesticides afin 

d’évaluer les risques réels encourus par l’homme. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés particulièrement à l’étude des effets 

cytotoxiques de six pesticides comptant parmi les plus utilisés en Algérie. Trois insecticides : 

le chlorpyryfos (organophosphoré), la cyperméthrine (pyréthrinoide) et l’acétamipride 
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(néonicotinoide) également utilisés dans la lutte anti vectorielle. Deux fongicides : le 

mancozèbe (carbamate) qui fait l’objet d’un retrait définitif pour lequel l’iprodione 

correspond à son produit de substitution. Et enfin, un herbicide la métribuzine (triazine) 

Pour ce fait, une approche expérimentale faite in vitro, par la culture d’une lignée 

cellulaire épithéliale, notamment des cellules rénales de reins de singe vert d’Afrique (Lignée 

Vero) afin d’évaluer la cytotoxicité et de déterminer les intervalles cytotoxiques à 20, 50 et 

80%, par l’étude de l’effet des concentrations croissantes des pesticides pendant 24 heures, et 

ceci par le test du rouge neutre. 

D’autre part, notre travail a été complété par l’étude biochimique du métabolisme 

cellulaire en analysant la perturbation de la balance oxydative occasionnée par les pesticides. 

Dans ce contexte, le dosage du malondialdehyde, un marqueur de la peroxydation lipidique a 

été effectué dans les surnageants de cultures cellulaires. L’étude des systèmes de défense non-

enzymatique a également été abordée par le dosage du glutathion impliqué dans la 

détoxification cellulaire. 

Par ailleurs, des expériences complémentaires visant à élucider l’effet des pesticides sur 

les macromolécules cellulaires comme les protéines ont été faites par le dosage des protéines 

totales par la méthode de Lowry. 

Enfin, l’effet des pesticides sur l’intégrité de la structure de l’ADN cellulaire a été 

analysé par l’utilisation d’un test qualitatif par électrophorèse sur gel d’agarose.  
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1. Définition des pesticides 

Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les substances 

(molécules) ou produits (formulations) qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient 

utilisés dans le secteur agricole ou dans d'autres applications. La substance ou le 

microorganisme qui détruit ou empêche les organismes nuisibles de s’installer sur les 

végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux est dénommée substance active 

(anciennement dénommée matière active), à laquelle sont associés dans la préparation un 

certain nombre de «formulants» (mouillants, solvants, anti-mousses, …) qui la rendent 

utilisable par l’agriculteur (ACTA, 2005). 

Les pesticides à usage agricole peuvent être désignés de différentes façons : produits 

phytosanitaires pour les firmes qui les fabriquent et les vendent, produits 

phytopharmaceutiques pour la réglementation et produits agro-pharmaceutiques pour les 

scientifiques agronomes. 

- Les produits phytopharmaceutiques : ils sont utilisés principalement pour la 

protection des végétaux en agriculture contre les attaques de champignons parasites, 

d’insectes, d’acariens, de rongeurs ou encore pour lutter contre les adventices ou "mauvaises 

herbes". Leurs utilisations peuvent s’élargir à d'autres secteurs ; aménagement des paysages et 

entretien des abords d'axes de transport.  

- Les produits phytosanitaires « les substances actives et les préparations contenant un 

ou plusieurs substances actives qui sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont 

livrées à l'utilisateur et destinées à : 

- Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou 

à prévenir leur action ; 

- Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse 

pas de substances nutritives; 

- Assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou 

produits ne fassent pas l’objet de dispositions particulières du Conseil ou de la Commission 

concernant les agents conservateurs ; 

-   Détruire les végétaux indésirables; 
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- Détruire des parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des 

végétaux » (INERIS 2005) 

- Les biocides: Ce sont des préparations contenant une ou plusieurs substances actives 

destinées à détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, à en prévenir 

l'action ou les combattre de toute autre manière par une action chimique ou biologique. Les 

biocides sont destinés à des usages domestiques, par exemple dans des applications comme la 

protection du bois contre les champignons ou les termites, les insecticides ménagers, les 

produits antiparasitaires (anti-acariens, antipuces).  

1.1. Classification des pesticides  

 Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle 

variété de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est 

complexe. D’une manière générale, ils peuvent être classés en fonction de la nature de 

l’espèce à combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance 

active qui les compose. Selon l’index de l’ACTA qui référence les principaux produits 

autorisés et commercialisés. 

- Le premier système de classification repose sur le type de parasites à contrôler. Il 

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

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

- Le deuxième système de classification tient compte de la nature chimique de la 

substance active majoritaire qui compose les produits phytosanitaires. Les principaux groupes 

chimiques comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les 

pyréthrinoïdes, les triazines et les urées substituées. 

1.2. Evaluation du risque d’un produit phytosanitaire 

L’évaluation du risque d’un produit phytosanitaire pour l’homme est constituée d’une 

batterie de tests; tests de toxicité (aiguë, à court et à moyen terme), de mutagénèse, de 

cancérogénèse, et de tests de toxicité pour la reproduction (non faits en Algérie). 

a. Les tests de toxicité : Les tests de toxicité aiguë DL50 orale, DL50 cutanée et CL50 

inhalatoire chez le rat, irritation cutanée et oculaire chez le lapin, sensibilisation cutanée chez 
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le cobaye, permettent d’estimer la dose létale ainsi que les effets irritants ou sensibilisants 

d’un produit, ils durent en général  28 jours.  

b. Les tests de mutagénèse et de génotoxicité : Les tests de mutagénèse sont réalisés chez 

les procaryotes et sur des cellules de mammifères. L’étude de génotoxicité se fait via la 

réalisation des tests d’aberrations chromosomiques tels que des tests de clastogénèse sur des 

cellules de mammifères in vitro.  

c. Les tests de cancérogénèse : Sont conduits sur deux espèces animales exposées par voie 

orale (2 ans chez le rat et 18 mois chez la souris). 

d. Les tests de toxicité pour la reproduction : Ces tests correspondent à des études réalisées 

sur plusieurs générations chez les rongeurs, et concernent les effets sur la fertilité et la 

gamétogénèse chez les parents ainsi que le développement pré/post-natal, la mortalité et la 

croissance des petits. De plus, les effets tératogènes ou les effets sur l’organogénèse suite à 

des expositions pendant des périodes critiques du développement seront également examinés 

chez la rate (J6-J15-J17) ou la lapine (J6-J18). 

L’ensemble de ces tests va permettre de définir les seuils toxicologiques de référence 

dans le but d’assurer la sécurité de l’opérateur et du consommateur. 

- AOEL (Admissible Operator Effect Level) qui, en définition, fixe le niveau de danger 

acceptable pour l’opérateur (ou les professionnels). Cette dose (exprimée en mg substance/kg 

de poids corporel/j) est calculée à partir de la dose NOAEL obtenue chez l’animal le plus 

sensible (souvent rat) et selon le type d’exposition. NOAEL : No-Observed Adverse Effect 

Level ou Dose Sans Effet Nocif Observé (DSENO) pour chaque espèce. 

- DJA (Dose Journalière Admissible ou Admissible Daily Intake ; ADI) qui est définie 

comme un seuil de sécurité sanitaire à long terme et représente la quantité de produit qui peut 

être ingérée par un individu quotidiennement et pendant toute une vie sans risque pour la 

santé. La DJA, exprimée en mg/kg de poids corporel/j, est fondée sur la valeur NOAEL 

obtenue après des tests à long terme chez l’espèce animale la plus sensible (rat ou souris). 

- LMR (Limites Maximales de Résidus) qui sont définies pour les cultures autorisées au 

traitement. Les LMR (mg de substance/kg de produit agricole) sont établies par les autorités 

en fonction de l’évaluation des résidus trouvés au cours d’essais aux champs. L’ensemble des 
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LMR fixées pour les denrées végétales, les denrées animales et l’eau doit conduire au respect 

de la DJA et de chaque substance évaluée afin d’éviter tout risque inacceptable de toxicité 

aiguë ou chronique. Contrairement aux aliments courants, les aliments infantiles sont soumis 

provisoirement à une LMR unique de 0,01 mg/kg dans le produit fini. (INERIS) 

2. Les molécules phytosanitaires épandues  

Après la seconde guerre mondiale, l’intensification de l’agriculture a initié puis 

généralisé l’utilisation de produits phytosanitaires (Guimont, 2005). Et aucun secteur 

n’échappe à cette utilisation de pesticides, qui répond depuis plusieurs années à un besoin de 

productivité et de qualité des cultures. 

Ils permettent en effet la lutte contre les adventices (herbicides), contre les insectes 

ravageurs (insecticides) ou les maladies fongiques (fongicides). Cependant, le monde 

agricole, poussé par la recherche scientifique, a pris conscience des effets néfastes de ces 

pesticides pour l’environnement et a quelque peu modifié ses pratiques culturales.  

L’épandage intensif de produits phytosanitaires est désormais banni : les doses 

appliquées ont été revues à la baisse depuis plusieurs années et les molécules jugées trop 

nocives ont été retirées du marché. Toutefois, même si l’agriculture est plus raisonnée de nos 

jours, l’usage de pesticides reste courant et nécessaire dans bien des cas pour rester 

compétitif.  

Les molécules épandues s’avèrent être très généralement utilisées dans la lutte anti-

acridienne, la lutte anti-vectorielle, en viticulture, dans la culture de pomme de terre, ainsi que 

dans la culture des agrumes en Algérie. Les molécules suivies dans le cadre de notre étude ont 

été choisies en fonction de leur disponibilité, ainsi que leur fréquence d’application en 

territoire national. 

La cyperméthrine, le chlorpyrifos, ainsi que l’acétamipride, figurent sur la liste des 

insecticides les plus utilisés en Algérie de part leur utilisation dans le domaine agricole, et 

aussi dans la lutte anti-acridienne (Ref. M.A.D.R 2009)  Le mancozèbe fongicide très utilisé 

sur tout le territoire national, dans la lutte contre le mildiou (culture de la vigne, la tomate et la 

pomme de terre), pendant de longue période, est en ce moment en voie de retrait du marché, 

et remplacée par l’iprodione, fongicide quatre saisons à large spectre efficace contre la 

fusariose, la plaque brune, la brûlure en plaques, la tache de la feuille, lutte contre la 
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moniliose (pêcher, abricotier).   Présentement en Algérie, la métribuzine figure parmi les  

désherbants  les plus utilisés sur les cultures de tomate, de pomme de terre, et des poivrons. 

2.1. Les insecticides  

Afin de s’affranchir des insectes nuisibles et ravageurs des cultures, la stratégie 

«insecticide» choisie actuellement, obéit aux techniques les plus utilisées en protection des 

cultures, il s’agit d’un épandage alternatif d’un insecticide organophosphoré et d’un 

pyréthrinoïde de synthèse. La lutte contre les ravageurs s’avère indispensable. Les insectes 

nuisibles sont en effet responsables des pertes de rendement et d’une baisse de qualité des 

productions (Kreiter et al., 2008).  

2.1.1. Les organophosphorés 

Les organophosphorés sont des pesticides qui ont en commun leur mode d’action sur le 

système nerveux des ravageurs. Ces insecticides ont en général une toxicité aiguë plus élevée 

que les organochlorés, mais ils se dégradent beaucoup plus rapidement.  

- Le chlorpyrifos (C9H11Cl3NO3PS) de poids moléculaire 350.62g/mole, est un 

insecticide organophosphoré utilisé pour lutter contre les moustiques, les mouches, divers 

nuisibles dans les cultures par épandage sur le sol ou le feuillage, les nuisibles de maison et 

les larves aquatiques. Il sert aussi à lutter contre les ectoparasites chez les ovins et les bêtes à 

cornes. Le chlorpyrifos agit par contact, ingestion et inhalation sur un grand nombre 

d’insectes néfastes, il inhibe l'activité catalytique des cholinestérases.  

La cholinestérase (ChE), est une enzyme qui régule la transmission de l’influx nerveux 

entre cellules nerveuses au niveau de la synapse. Elle a pour fonction de catalyser l’hydrolyse 

de ce neuromédiateur de façon à ce que la stimulation du récepteur cesse, ce qui libère la 

synapse pour une transmission ultérieure. Le chlorpyrifos, en tant qu’inhibiteur se fixe de 

manière irréversible sur la ChE à la place de l’acétylcholine et empêche ainsi l’arrêt de la 

transmission de l’influx nerveux ; l’insecte est alors victime d’une tétanie neuro-musculaire 

entraînant sa mort (Charpentier et al., 2000).  

Chez l’homme, le chlorpyrifos est facilement absorbé par le tube digestif et sa 

métabolisation est rapide. Les métabolites sont excrétés principalement dans les urines et, à 

un degré moindre, dans les fèces; les principaux métabolites sont le phosphate de trichloro-
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3,5,6 pyridyle-2 et le trichloro-3,5,6 pyridinol-2. On a décelé de petites quantités de 

chlorpyrifos non métabolisé dans le sang, le cerveau et le foie après ingestion accidentelle par 

les humains (Lores et al., 1978) 

Le chlorpyrifos est fortement absorbé par le sol; on ne prévoit donc pas qu'il ait 

beaucoup tendance à la lixiviation. Il persiste dans le sol pendant des périodes allant de 60 à 

120 jours (Worthing., 1983). Sa dégradation est principalement attribuable à l'action 

microbienne. Ses produits de dégradation comprennent le trichloro-3,5,6 pyridinol-2, qui est 

ensuite scindé en composés organochlorés et en dioxyde de carbone.  

2.1.2. Les pyréthrinoïdes 

Les pyréthrinoïdes, sont le fruit de synthèses chimiques complexes, reproduisant la 

structure et l’action biologique de molécules naturellement présentes dans une variété de 

chrysanthème. Les pyréthrinoïdes représentent plus de 30% du marché mondial des 

insecticides, outre leurs applications agricoles et industrielles (traitement des denrées 

stockées), ils sont très utilisés en santé publique, surtout dans la lutte anti-vectorielle.  

- La cyperméthrine (C22H19CI2NO3), de poids moléculaire 416.31 g/mole, est un 

pyréthrinoïde photostable, à large spectre d’activité, présentant une persistance d’action 

prolongée et des propriétés de biodégradabilité. Pour ces raisons, la cyperméthrine a été très 

largement utilisée à travers le monde pour la protection d’une grande variété de cultures.  

Sa demi-vie dans les sols varie de 30 jours, Ce paramètre, représente le potentiel de 

dégradation de cette substance active, et sa vitesse de dégradation dans le sol. 

La cyperméthrine, module l’activité du canal ionique sodium. Action toxique au niveau 

des axones par interférence avec le fonctionnement du canal sodium au niveau du système 

nerveux central et du système nerveux parasympathique, par stimulation de décharges 

nerveuses à répétition causant la paralysie (Cassida et al 1983). 

2.1.3. Les néo-nicotinoïdes 

Classe d’insecticides neurotoxique, tel que l’imidaclopride, présent sur le marché de 

l’agrochimie depuis 1994. Regroupe des insecticides accusés de provoquer la disparition des 

abeilles comme le Gaucho. Les néonicotinoïdes fonctionnent comme l’acétylcholine un 
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neurotransmetteur, et se fixent sur son récepteur au sein des synapses des cellules nerveuses 

modifiant ainsi l'influx nerveux.  

- L'acétamipride (C10H11CIN4) de poids moléculaire 222.67 g/mole, appartient à la 

famille des néonicotinoïdes, dernière génération des insecticides biocides. L'acétamipride est 

très stable au pH, aux UV ce qui permet aux formulations qui la contiennent d'assurer une 

protection longue durée. Cette matière active présente un très bon profil éco-toxicologique. 

L'acétamipride agit sur la région post-synaptique des insectes en bloquant les récepteurs 

d'acétylcholine ce qui entraîne une élimination rapide des insectes. Cette molécule agit surtout 

par ingestion, et par contact (Iwasa et al 2004). 

2.2. Les fongicides  

Les fongicides sont des agents phytosanitaires destinés à combattre les champignons 

pathogènes des plantes cultivées. En effet, ces champignons, en s'attaquant aux tissus des 

plantes, causent des pertes de rendement très importantes et abîment les cultures.  

- Le mancozèbe de poids moléculaire 271.3 g/mole, est un fongicide appartenant à la 

famille des di-thiocarbamates. Ce sont des composés peu volatils, peu ou pas hydrosolubles et 

dépourvus d’activité anticholinestérasique.  

Ils représentent la classe d’anticryptogamiques la plus employée actuellement en raison 

de son efficacité (inhibition de la germination des spores fongiques), de sa polyvalence, de sa 

faible rémanence et de sa faible toxicité. L’exposition de la population générale, provient des 

résidus alimentaires (épinards, salades, légumes). 

- L’iprodione dont la formule brute est: C13H13Cl2N3O3, et de masse molaire : 330.2 

g/mole, est un fongicide de contact qui appartient au groupe chimique des dicarboximides 

(Orth et al., 1992 ; Ronis et al., 1995 ; Choi et al.,1996). 

L’iprodione inhibe la germination des spores et bloque le développement de nombreux 

champignons à l’origine des pourritures. Il est employé sur des légumes, des fruits à pépins, 

des cultures de racines, coton, et des tournesols, et peut également être employé comme 

fongicide après la moisson et comme traitement de graine (Pomer and Lorenz., 1987).  
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2.3. Les herbicides  

Les herbicides sont destinés à éliminer les mauvaises herbes en agriculture pour 

prévenir ainsi les phénomènes de concurrence vis-à-vis de la plante et limiter le 

développement des ravageurs et des maladies par le microclimat créé.  

Même si les herbicides sont conçus pour cibler les végétaux, ils peuvent être toxiques 

pour l’être humain et la faune. L’impact des herbicides sur l’environnement varie 

considérablement, en particulier leur toxicité et leur persistance dans l’environnement.  

- La métribuzine (C8H14N4OS) de poids moléculaire 214.29 g/mole, est un herbicide 

de la famille des triazines, employé en prélevée et en post-levée pour lutter contre les 

mauvaises herbes qui parasitent diverses cultures agricoles.  

La dégradation microbienne est la principale voie d'élimination de la métribuzine du sol. 

Elle serait rapidement détoxifiée par désamination via un champignon du sol Cunninghamella 

echinulata. Le degré de lixiviation de la métribuzine dans la nappe phréatique est fonction 

inverse de la teneur du sol en matières organiques. Sa demi-vie dans les sols varie de deux à 

quatre mois, et dans les eaux stagnantes, elle est d'environ sept jours (Pritchard, 1986).  

L'apport maximal de métribuzine absorbée avec les aliments est, en théorie, de 0,12 

mg/jour, lorsque le calcul est fondé sur les limites maximales de résidus tolérées.  

3. Devenir des produits phytosanitaires dans l’environnement  

Malgré un souci croissant de protection de l’environnement, lors de l’utilisation des 

produits phytosanitaires, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans 

l’environnement, principalement dans l’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol 

(Pimentel, 1995). Ils peuvent alors être soumis à différents processus, notamment la photo-

dégradation (Marcheterre et al., 1988) ; la dégradation par le phénomène d’hydrolyse aqueuse 

(Wolfe et al., 1990) ou de biodégradation grâce aux micro-organismes présents dans le sol 

(Colin, 2000) ; la rétention dans le sol jusqu’à la formation de résidus liés (adsorption) (par 

exemple l’accumulation des fongicides à base de cuivre dans les sols) ; le transport vers 

d’autres compartiments environnementaux par des processus physicochimiques 

(volatilisation) ou via un vecteur, l’eau par lixiviation ou ruissellement ou les particules de sol 

(désorption) (Van Der Werf, 1996) (Figure 1). 
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Figure 1 : Devenir des pesticides dans l’environnement après application (Schreck, 2005) 

3.1. Contamination des sols  

Les pesticides dans les sols peuvent provenir des activités agricoles mais également des 

activités d’entretien des espaces verts et jardins ou de désherbage des réseaux routiers et 

ferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol dépend du sol (humidité, taux de 

matière organique, pH) et du pesticide. Il est connu que les insecticides organochlorés sont 

assez persistants dans l’environnement et certains, bien qu’interdits d’usage, peuvent rester 

présents dans le sol pendant plusieurs années (lindane, alpha-HCH). A l’heure actuelle les 

insecticides utilisés (organophosphorés, pyréthrinoïdes, carbamates et autres) se dégradent 

rapidement, par contre les herbicides sont assez persistants dans les sols et leurs produits de 

dégradation sont souvent stables. D’autres sources de contamination des sols proviennent des 

industries produisant et/ou procédant au stockage des substances phytosanitaires. 

3.2. Contamination des eaux  

Une des conséquences environnementales majeures de l’agriculture intensive actuelle 

est la dégradation de la qualité des eaux. Cette dégradation se traduit, pour les eaux de surface 
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comme pour les eaux souterraines, par une pollution liée à la dissémination des intrants 

agricoles que sont les produits phytosanitaires, les engrais minéraux azotés et phosphatés ou 

encore les effluents d’élevage (IFEN, 2007). Les pesticides peuvent facilement pénétrer dans 

le sol et les sources d'eau (Lennartz et al, 1997; Louchard et al, 2001). 

La contamination par les pesticides est le plus souvent un phénomène irrégulier. Il est à 

noter que des pics de concentration sont fréquemment observés dans les quelques heures qui 

suivent les épisodes pluvieux (Schulz, 2001; Neumann et al, 2003) et que la contamination 

des eaux de surface est d'autant plus élevée que la surface des bassins versants est faible 

(Schulz, 2004). Par ailleurs, dans certaines régions, une part significative de la contamination 

des eaux peut parfois provenir du dépôt de substances transportées par voie aérienne 

(Blanchoud et al., 2002) ou beaucoup plus fréquemment découler d'usages autres 

qu'agricoles, qu'il s'agisse du désherbage des infrastructures de transport ou industrielles, des 

parcs et jardins ou bien d'utilisations domestiques (Gerecke et al., 2002; Revitt et al., 2002; 

Schiff et al., 2002; Blanchoud et al., 2004). 

3. 3. Contamination de l’air  

a. Air extérieur  

La présence de pesticides est observée dans toutes les phases atmosphériques en 

concentrations variables dans le temps (avec parfois un caractère saisonnier, en lien avec les 

périodes d’application) et dans l’espace (selon la proximité des sources). L’air et l’eau 

pouvaient être contaminés, de manière locale, mais aussi à distance des lieux de traitement. 

Cette contamination est chronique. Des composés peu volatils ou interdits ont parfois été 

observés. Dans le cas spécifique de traitements en serre, des concentrations élevées ont pu 

être observées juste après l’application et malgré une décroissance, ces concentrations 

peuvent rester à un niveau significatif pendant plusieurs jours après le traitement (INERIS, 

2005). 

b. Air intérieur  

Les pesticides peuvent contaminer l’air intérieur non seulement suite à leur application 

ou leur stockage dans les logements, mais également du fait du transport des produits utilisés 

à l’extérieur (agriculture, jardins, parcs) par l’intermédiaire des chaussures, des vêtements, des 

animaux domestiques ou par l’air (INERIS, 2005).  
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4. Les possibles modes d’expositions de l’homme aux pesticides  

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans l’agriculture, mais aussi par divers 

autres acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et 

vétérinaire. Des problèmes de résidus dans les légumes, les fruits, sont aussi mis en évidence. 

L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des voies d’exposition, 

ces substances pouvant pénétrer dans l'organisme par contact cutané, par ingestion et par 

inhalation. La grande variété de produits rend difficile l’évaluation des expositions des 

populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou 

manipulateurs), ou de la population générale (Figure 2). 

 

Figure 2 : Modes d’exposition de l’homme et des milieux par les pesticides (CPP, 2002) 

4.1. Exposition professionnelle  

L’exposition professionnelle concerne essentiellement les personnes manipulant les 

produits, au moment de la préparation, de l’application et du nettoyage des appareils de 

traitement. Les agriculteurs constituent une population particulièrement exposée qui forme un 

groupe sentinelle pour l’observation d’éventuels effets des pesticides. Cependant, les données 

des bilans de surveillance ne portent souvent que sur des manifestations toxiques aiguës ou 

subaiguës. Dès lors, d’une part, une partie non négligeable de la population exposée 

(exploitants non salariés, saisonniers, etc.) n’est pas prise en compte et, d’autre part, les effets 

chroniques ne peuvent être relevés systématiquement. De plus, l’exposition professionnelle 

aux pesticides des agriculteurs est très variable et complexe selon les exploitations agricoles. 
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Elle est le plus souvent saisonnière et correspond à une succession de journées d’utilisation de 

produits chimiquement différents au cours de la saison et souvent également au cours d’une 

même journée (CPP, 2002).  

L’absorption des pesticides par la peau est révélée comme la voie d’exposition la plus 

significative en milieu agricole (Jakubowski and Trzcinka-Ochocka, 2005). Par ailleurs, bien 

que les équipements de protection individuelle (gants, masques, combinaisons) constituent les 

principales mesures de prévention mises en œuvre afin de réduire l’exposition des 

professionnels.  

4.2. Exposition non professionnelle  

L’ensemble de la population peut être exposé aux pesticides lors des usages 

domestiques ou d’entretien des jardins mais surtout à des résidus de ces pesticides au travers 

de son environnement (eau, air, particules en suspension, poussières) et de son alimentation. 

Les chiffres de l’OMS indiquent que la contamination des aliments par les pesticides est la 

voie d’exposition de loin la plus importante. Les évaluations de risque attribuent 90% de 

l’exposition à l’alimentation contre 10% à l’eau.  

4.3. Exposition de l’enfant  

L’exposition de l’enfant aux pesticides peut avoir lieu très tôt, in utero via le placenta 

suite à l’exposition de la mère (Saunders et al., 2004), mais également après la naissance, soit 

directement par exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison 

ou le jardin ou habiter dans une zone agricole) (EEA and WHO, 2002) ou via le lait maternel 

(Jurewicz et al., 2006) et l’alimentation (CEC, 2002; Jurewicz et al., 2006), soit indirectement 

pour les enfants de parents professionnellement exposés. Il est à noter que l’alimentation a été 

montrée comme une source d’exposition majeure des enfants aux pesticides 

organophosphorés (Lu et al., 2006; 2008). Quant aux pesticides organochlorés, ils seront 

essentiellement transmis via le lait maternel (Campoy et al., 2001).  
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5. Effets des pesticides sur la santé de l’homme  

5.1. Effets cancérigènes  

5.1.1. Cancers chez l’adulte (Exposition professionnelle)  

Chez les agriculteurs, malgré une espérance de vie plutôt supérieure à la moyenne du 

fait  d’une sous-mortalité par maladies cardiovasculaires et par cancer en général, la mortalité 

et l’incidence de certains types de cancers sont augmentées par rapport à la population 

générale (Romieu et al., 2000; Wolff et al., 2000). Bien que de nombreuses études 

épidémiologiques suggèrent que cette augmentation serrait corrélée avec l’exposition aux 

pesticides, cette relation reste toujours confuse et non conclusive. 

Globalement, ces études ont montré une augmentation de la fréquence des dommages à 

l’ADN (Lebailly et al., 1998; Garaj-Vrhovac and Zeljezic, 2000; Simoniello et al., 2008), des 

aberrations chromosomiques (cassures, translocations) (Lander et al., 2000; Roulland et al., 

2004; Sailaja et al., 2006; Muniz et al., 2008) de la présence de micronoyaux (Gomez- 

Arroyo et al., 2000; Bolognesi et al., 2002; Costa et al., 2006), d’adduits à l’ADN (Le Goff et 

al., 2005) dans les lymphocytes du sang périphérique ainsi qu’une augmentation des bases 

oxydées de type 8-OH-dG dans le plasma (Muniz et al., 2008). Ces études confortent 

l’hypothèse selon laquelle les pesticides pourraient être au moins en partie à l’origine de 

certains cancers. 

5.1.2. Cancers chez l’enfant  

Les cancers constituent la deuxième cause de mortalité chez les enfants après les 

accidents domestiques (Savitz, 2001; Damstra, 2002; Nasterlack, 2007). Les leucémies 

représentent le groupe de cancers le plus fréquent chez l’enfant, suivies par les tumeurs 

cérébrales puis les lymphomes. Plusieurs facteurs peuvent être impliqués dans l’étiologie de 

ces cancers tels que l’exposition aux polluants environnementaux et en particulier les 

pesticides (Nasterlack, 2007). 

5.2. Effets sur le système endocrinien et la reproduction  

Plusieurs pesticides, parmi lesquels des insecticides (DDT, Endosulfan, Dieldrine, 

Methoxychlore, Dicofol, Toxaphène) des nématicides (Aldicarbe) des herbicides (Alachlore, 

Atrazine, Nitrofène, 2,4D) des fongicides (Mancozèbe, Vinchlozoline) figurent sur la liste des 

perturbateurs endocriniens. Certaines de ces molécules sont aujourd’hui interdites en Europe 
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mais peuvent néanmoins toujours être présentes dans notre environnement (Cravedi et al., 

2007). 

 Plusieurs études se sont intéressées aux effets des pesticides sur la reproduction, en 

particulier sur la fertilité masculine. Les pesticides peuvent agir au niveau de la 

spermatogénèse via des altérations des hormones ou des effets génotoxiques (Toppari et al., 

1996). Par exemple une étude a montré une baisse significative du nombre et de la qualité des 

spermatozoïdes chez des ouvriers exposés au Chlordécone (Taylor et al., 1978), un pesticide 

xéno-oestrogène (Shelby et al., 1996). D’autres études ont souligné l’effet des métabolites 

d’un fongicide, la Vinchlozoline, sur la reproduction sur les rats (Anway et al., 2005).  

Par ailleurs, une étude réalisée auprès d’agriculteurs travaillant en serre au Danemark, a 

montré une relation inverse entre la concentration de spermatozoïdes, d’une part, et l’intensité 

de l’exposition ou le nombre d’années d’activité en serre, d’autre part (Abell et al., 2000).    

5.3. Effets neurologiques et neurocomportementaux  

Pour certains pesticides, la neurotoxicité est le mécanisme même de leur mode d’action 

(organophosphorés et inhibition de l’activité de l’acétylcholinestérase). Les effets aigus 

survenant à doses importantes chez les utilisateurs (surtout les agriculteurs) sont maintenant 

assez bien documentés notamment en raison des intoxications accidentelles (ou volontaires) 

(Kamel et Hoppin, 2004). Ces effets informent sur la neurotoxicité potentielle de certains 

produits, principalement les organophosphorés et les carbamates, mais également les 

pyréthrinoïdes qui sont capables d’induire des paresthésies et des convulsions à des doses 

massives, et les dérivés de l’urée qui sont associés à différentes altérations tels que des 

troubles neurologiques centraux, une polyneuropathie, ainsi que les anciens organochlorés 

(comme DDT) qui peuvent entraîner des convulsions épileptiformes. 

Quant aux effets chroniques, les principales données disponibles concernent 

l’exposition aux pesticides avec une implication importante des herbicides et des insecticides 

et en particulier les organochlorés, organophosphorés et carbamates et les troubles 

neurocomportementaux (Baldi et al., 2001) et neurodégénératifs (Baldi et al., 2003b) (tels que 

la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer) mais également des troubles du système 

nerveux périphérique (troubles neuromoteurs et neurosensoriels) (Stokes et al., 1995; Cole et 

al., 1998 ; Priyadarshi et al., 2000; Ritz and Yu, 2000; Priyadarshi et al., 2001; Baldi et al., 
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2003a; Ascherio et al., 2006; Brown et al., 2006 ; Elbaz and Tranchant, 2007 ; Hancock et al., 

2008).  

En revanche, il existe peu d’études épidémiologiques concernant les conséquences de 

l’exposition aux pesticides sur le développement neuronal chez l’enfant. Néanmoins selon 

certains auteurs, l’exposition in utero aux pesticides organochlorés pourrait entraîner des 

altérations au niveau cognitif (Jacobson and Jacobson, 1996) comme des retards au niveau 

psychomoteur (Ribas-Fito et al., 2003). D’autres études ont montré que l’exposition 

chronique aux pesticides serait potentiellement associée à un retard dans le développement 

des enfants (surtout la coordination motrice et l’effet sur la mémoire) (Keifer et al., 1996).  

Le Chlorpyrifos a montré des effets délétères sur le développement du système 

cholinergique cérébral chez des enfants exposés in utero et ceci même à très faibles doses 

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

Par ailleurs, certains pesticides comme les carbamates et les organophosphorés 

provoquent une inhibition de l’activité de l’acétylcholinestérase au niveau du système 

nerveux périphérique ou central entraînant une hyperexcitabilité des cellules neuronales et des 

effets potentiellement neurotoxiques (Moser, 2007). Une inhibition de la neurotransmission 

provoquée par la diminution de l’activité de l’acétylcholinestérase cérébrale a également été 

liée à une suppression de la sécrétion d’hormones stimulant les gonades (hormone de 

stimulation folliculaire (FSH) et hormone lutéinisante (LH)) pouvant entraîner des effets sur 

la fertilité (Lyons, 2000).  

5.4. Effets sur l’immunité  

Les pesticides sont capables d’agir sur le système immunitaire selon différents 

mécanismes entraînant des pathologies immunitaires plus fréquentes chez l’enfant que chez 

l’adulte. Cependant, les résultats des études épidémiologiques sont contradictoires. Certaines 

études ont montré que l’exposition chronique aux pesticides peut jouer un rôle dans le 

développement de certaines pathologies respiratoires comme l’asthme et la bronchite 

chronique (Salameh et al., 2006a; Salameh et al., 2006b). D’autre part, l’exposition de 

l’enfant aux pesticides organochlorés (en particulier le DDE) a été associée à des altérations 

d’ordre immunologique, comme par exemple une augmentation des immunoglobulines IgE, et 

un développement d’otites chroniques et d’asthmes bronchiques (Karmaus et al., 2001). Ces 
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effets ont été observés essentiellement à la suite d’une exposition in utero ou via le lait 

maternel (p,p’-DDE et dieldrin) (Dewailly et al., 2000). De plus, certaines études ont montré 

des perturbations de la production des cytokines (Phillips, 2000).  

5.5. Stress oxydant induit par les pesticides (xénobiotiques) 

Plusieurs études expérimentales in vitro ont permis de montrer que certains pesticides 

(l’Endosulfan, la Roténone, et des organophosphorés/Chlorpyrifos), peuvent induire un stress 

oxydant entraînant des perturbations de processus de régulation de la survie et de la 

prolifération cellulaire comme par exemple certaines voies de signalisation cellulaire 

(MAPkinase, FAS/TNF) et certaines caspases (Ledirac et al., 2005; Lee et al., 2008a; 

Saulsbury et al., 2008). Il a été montré que des effets neurotoxiques (Drechsel and Patel, 

2008; Rio and Velez-Pardo, 2008), immunotoxiques (Li and Kawada, 2006) ainsi que des 

effets cancérigènes (Antherieu et al., 2007) et génotoxiques (Bagchi et al., 1995; Calviello et 

al., 2006) étaient liés à une augmentation de la libération d’espèces réactives de l’oxygène en 

présence des pesticides. 

De plus, sur des cellules mammifères, l’Alachlore, le Chlorpyrifos, le Mancozèbe et le 

Monochrotophos ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques (Bagchi et 

al., 1995; Calviello et al., 2006) et des bases oxydées de type 8-OH-dG (Calviello et al., 

2006) ainsi qu’une présence de micronoyaux (Peitl et al., 1996). 

La vinclozoline ainsi qu l’iprodione diminue le taux de glutathion intracellulaire, et 

augmente le taux de radicaux libres dans les cellules HepG2 (Radice et al., 1998). Dans les 

follicules ovariens isolés, le methoxychlore entraine une diminution des activités 

enzymatiques régulant le statut oxydo-réducteur (SOD, catalase, super-oxyde dismutase) et 

modifie l’activité respiratoire des mitochondries. (Gupta, RK., et al., 2006). Le malathion 

(organophosphoré) inhibe l’activité des enzymes de régulation du stress oxydant, diminue la 

production d’ATP et altère la matrice mitochondriale. (Delgado EHB et al., 2006). Le 

traitement  des rats avec du chlorpyrifos (insecticide) conduit à une diminution des activités 

des enzymes du type SOD, catalase, à une déplétion en glutathion intracellulaire dans le foie, 

le rein et le cerveau des animaux traités avec 100mg/kg; (forte dose). (Verma RS et al., 2007). 

L’alachlore et le chlorpyrifos, induisent in vitro (cellules PC12 neuronales) un stress oxydant 

conduisant à une peroxydation lipidique, des cassures simples et double brins de l’ADN, ainsi 

qu’à une induction de protéine heat shock. (Bagchi D., et al., 1996). 
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6. Le stress oxydant  

Les substances oxygénées réactives sont continuellement produites dans les cellules, 

notamment lors du métabolisme oxydatif, ou leur génération peut être stimulée par un grand 

nombre de drogues ou de xénobiotiques, notamment des métaux lourds : mercure, plomb, 

cuivre, cadmium, nickel (Doreswamy et al., 2004; Balestrasse et al., 2005 ; Groppa et al., 

2007), ou des toxines de micro-organismes (cyanobactéries, bactéries, fungi, végétaux, 

algues, xenobiotiques…) (Silva et al., 2007 ; Klaric et al., 2008), l’alcool, le tabac ou les 

médicaments peuvent également produire des espèces oxygénées (Videla et al., 2000 ; Haorah 

et al., 2005).  

6.1. Les espèces réactives de l’oxygène  

Les substances oxygénées réactives regroupent les radicaux libres (le radical 

superoxyde O2

˙, le radical hydroxyle OH˙, le radical peroxyle ROO˙, le Radical alkoxyle 

RO˙, et le monoxyde d’azote NO) et leurs dérivés oxygénés non radicalaires (le peroxyde 

d'hydrogène H2O2, l’acide hypochlorique HOCl, l’oxygène singulet 1O2, et l’ion peroxynitrite 

ONOO
–
) (Cadenas et Davies, 2000, Ré et al., 2005). 

6.2. Conséquences du Stress oxydant  

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de 

biomolécules par oxydation des protéines, des lipides, des glucides ou de l'ADN, mais aussi 

des lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés 

notamment lors de l'oxydation des lipides. 

6.2.1. Oxydation des protéines et protéolyse  

Les protéines sont les plus sensibles aux attaques radicalaires, surtout celles qui 

comportent un groupement sulfhydryle (SH). L’oxydation des protéines induit une 

dérégulation des signaux cellulaires de prolifération ou de défense (Barouki, 2006). Les 

protéines oxydées ou dénaturées sont plus sensibles aux systèmes protéolytiques cellulaires 

pour ainsi éviter leur accumulation intracellulaire. Les systèmes impliqués dans l’élimination 

de ces protéines sont distribués dans la cellule, le protéasome et la calpaine au niveau 

cytosolique, le lysosome, la mitochondrie et enfin les voies protéolytiques nucléaires 

(Mehlhase et Grune, 2002).  
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6.2.2. Attaque radicalaire de l’ADN 

Les ERO peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles d’entraîner 

des mutations ponctuelles dans le génome, ou d’altérer l’expression des gènes qui aboutiront 

soit à l’arrêt du cycle cellulaire ou à la mise en route du suicide programmé des cellules 

(apoptose) si le niveau d’endommagement est trop élevé (Frelon, 2001).  

Le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant 

un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaîne simple brin 

(Figure 3). Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la 

peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l'ADN de 

type MDA-guanine ou éthénodérivés. L'attaque radicalaire des protéines (histones, enzymes 

et facteurs de la réplication ou de la transcription) entraîne des pontages des protéines ou des 

adduits sur des bases de type lysinoguanine (Cooke et al., 2003 ; Favier, 2003).  

 

Figure 3 : Lésions de l’ADN provoquées par une attaque radicalaire du patrimoine 

génétique des cellules (Favier, 2003) 

6.2.3. Peroxydation lipidique  
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Sous des conditions de stress oxydatif, les acides gras insaturés subissent une 

peroxydation lipidique et forment par conséquent des espèces aldéhydes réactives qui sont 

cytotoxique et génotoxique par leur capacité de modifier de façon covalente les protéines et 

l’ADN (Sowell et al., 2004). 

La peroxydation lipidique affecte principalement les lipides de la membrane cellulaire 

modifiant la fluidité et la perméabilité de la membrane et peut aussi altérer le fonctionnement 

de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Tang et al., 2002). 

Cette peroxydation touche donc plus particulièrement les acides gras insaturés libres ou 

estérifiés qui sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle, les phospholipides, 

les glycolipides, le cholestérol esters et le cholestérol lui-même sont également touchés 

(Favier, 2003). 

Le radical peroxyle, après évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, 

peut libérer une variété d’aldéhydes, insaturés toxiques comme : trans-4-hydroxy-2-

nonenal, acroleine et 4-oxo-2-nonenal (Srivastava et al. 2000). Ces électrophiles peuvent 

réagir avec les bases d’ADN pour former, des etheno-adduits (Pang et al., 2007). Le 4-

hydroxy-2-nonenal (HNE) peut former des adduits covalents avec le 2’-deoxyguanosine, 

adduits très mutagène car il induit la transversion du G:C en T:A dans les cellules humaines, 

il peut induire l’agrégation des lipides de faible densité (LDL) et causer des liaisons croisées 

entre les protéines. L'hydroxynonenal (HNE) peut indirectement contribuer à la carcinogenèse 

en se liant de façon covalente aux enzymes réparant l’ADN (Hubatsch et al., 1998; Sowell et 

al., 2004). Comme le 4-HNE, le MDA, un autre produit final de la peroxydation lipidique, est 

capable de former des adduits avec les acides aminés libres et d’autres protéines formant de 

nouveaux produits tels que les adduits MDA-lysine et carboxymethylysine, ce qui induit de 

profondes altérations de leurs propriétés biochimiques (Praticò, 2002). Il a également été 

rapporté que le MDA pouvait réagir physiologiquement avec divers nucléosides (deoxy-

guanosine, cytidine) en formant des adduits (Chaudhary et al., 1994) (Figure 5). 

7. Les systèmes antioxydant 

Les organismes vivants sont continuellement exposés à des espèces chimiques toxiques 

exogènes et endogènes, leur capacité d’adaptation biologique se traduit par  différentes 

stratégies pour contrer l’effet des composants toxiques et leurs métabolites. Parmi ces 

mécanismes de défense, telles que la liaison et l’internalisation, les biotransformations 
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catalytiques, les cellules possèdent un large ensemble d’enzymes capables de transformer 

différentes molécules chimiques comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), 

la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GR), ainsi que des antioxydants non 

enzymatiques organiques tels que les vitamines C, A et E, le glutathion, ou l’ions métalliques 

comme le fer, le cuivre et le sélénium qui participent à la détoxification cellulaire (Atencio et 

al., 2008).  

7.1. Système de défense Non-enzymatique  

7.1.1. Le glutathion  

Parmi les défenses non-enzymatique, le tripeptide glutathion (γ-glutamyl-cysteinyl-

glycine; GSH) joue un rôle pivot non seulement chez les humains et les mammifères, mais 

chez tous les vertébrés, insectes, plantes et micro-organismes (Figure 4). Grâce à la fonction 

thiol de la cystéine, le glutathion est un composé important pour le maintien de l'état redox de 

la cellule. Cette fonction thiol peut aussi fixer des fonctions électrophiles et sert donc à la 

détoxification de nombreux xénobiotiques et carcinogènes qui contiennent une telle fonction, 

il participe aussi dans la biosynthèse de l’ADN, de protéines et de leucotriènes (Arranz et al., 
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2008). 

 

Figure 4 : Synthèse du glutathion et vue générale de son métabolisme dans la 

plante.  
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Le glutathion est retrouvé en concentration assez élevée (1-10 mM) dans les cellules 

sous forme réduite ou oxydée GSSG, les deux étant en équilibre l’une avec l’autre. Il est 

synthétisé dans le cycle glutamyl par l’action consécutive de la glutamylcystéine synthétase. 

De plus, le glutathion a des rôles multifonctionnels dans la régulation du métabolisme 

cellulaire et la défense contre les ERO, notamment : le radical hydroxyle (OH·), l’acide 

hypochlorique (HOCl), les radicaux alkoxy (RO·), les peroxyradicaux (ROO·), superoxyde 

(O·2), ainsi qu’avec divers radicaux contenant du nitrogène et du carbone à travers la 

formation de GS· ou radicaux thiyl (Halliwell et Gutteridge, 1999).  

En plus de son rôle de « scavenger direct» des radicaux libres, le glutathion sert de 

cofacteur pour différentes enzymes impliquées dans la défense antioxydante, ces enzymes 

inclues la glutathion peroxydase, la glutathion réductase et la glutathion S-transférase. Le 

glutathion peut aussi servir de source de nitrogène et de sulfure pour les champignons et 

participer à des réactions impliquant la synthèse des protéines et des acides nucléiques. Il 

participe également à la régénération de l’ascorbate en recyclant les formes oxydées de la 

vitamine C (Noctor et Foyer, 1998). 

7.1.2. Autres molécules anti-oxydantes  

La vitamine C est un piégeur des espèces réactives de l’oxygènes à spectre large, elle 

peut réduire directement les radicaux péroxyles, hydroxyle et superoxyde ainsi que le 

péroxynitrite et empêche l’oxydation des LDL (Cossu et al., 1997 ; Chen et al., 2000 ; Carr et 

Frei, 2002). Comme les caroténoïdes, la vitamine E (-tocopherol) peut inhiber la 

peroxydation lipidique et ainsi protéger les tissus des dommages oxydatifs (Barja et al., 1996 ; 

Chen et Tappel, 1996 ; Khalil, 2002 ; Stahl et al., 2002). Les flavonoïdes sont des 

polyphénols avec des activités anti-oxydantes. La carnosine, est un agent chélateur qui forme 

un complexe avec des métaux comme le fer et le cuivre, elle les empêche ainsi de participer 

aux réactions d’oxydoréduction indispensables à la génération des ERO (Berlett et al., 1999). 

Le zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation d’espèces oxygénées induites par 

le fer ou le cuivre (Mezzetti et al., 1998). Le sélénium participerait aux réactions redox vitales 

qui impliqueraient l’échange d’atome  plutôt que des réactions de transfert d’électron (Giles et 

Jacob, 2002 ; Soares, 2005). 

 



CHAPITRE I                                                                                                                                      GENERALITES 
 

 Page 25 

7.2. Système de détoxification enzymatique  

7.2.1. Fonction de détoxification des glutathion S-transférases   

Les Glutathion S-transférases (GSTs; EC 2.5.1.18) possèdent principalement deux 

activités détoxifiantes, elles participent à l’inactivation et la dégradation d’une large gamme 

de composés électrophiles endogènes et exogènes par la formation de conjugués glutathion 

(Bartling et al., 1993; Wilce et Parker, 1994 ; Hayes et Pulford, 1995 ; Seidegard et Ekstrom, 

1997; Rossjhon et al., 1998 ; Chelvanayagam et al., 2001 ; Rowsey et al., 2001 ; Wagner et 

al., 2002). La réaction du glutathion (GSH) avec les substrats électrophiles peut être 

représentée par le schéma suivant: 

GSH   +   R-X   →   GSR   +   HX 

Elles peuvent aussi protéger la cellule par leur activité peroxydasique, qui consiste à 

réduire les peroxydes organiques en composés moins réactifs (Ketterer et al., 1990 ; Dulhunty 

et al., 2001; Faucet-Marquis, 2005). 

7.2.2.  Les glutathion peroxydases  

Les glutathion peroxydases (GPxs) représentent la principale défense enzymatique 

contre le stress oxydatif causé par les hydroperoxydes. Elles réduisent le peroxyde 

d’hydrogène et les hydroperoxydes organiques, comme les hydroperoxydes d’acides gras, en 

alcools correspondants (Arthur, 2000 ; Herbette et al., 2007). Le glutathion sous sa forme 

réduite (GSH), intervient comme donneur d’électron dans les réactions catalysées par la 

glutathion peroxydase. (Arrigo, 1999 ; Sies, 1999 ; Mates et al., 1999). La molécule du 

peroxyde d’hydrogène est réduite en deux molécules d’eau par le glutathion, la réaction 

génère le radical thiyl GS˙ dont l’oxydation produit le GSSG. 

H2O2   +   2GSH      2H2O   +   (GS˙+ GS˙)      GSSG 

7.2.3.  La glutathion réductase  

Le fonctionnement de la glutathion réductase (GR ; EC 1.6.4.2) est couplé à la 

glutathion peroxydase. Son rôle est de régénérer le glutathion sous forme réduite au depens du 

NADPH. Deux isoformes sont distribuées dans le cytosol et les mitochondries. L’isoforme 

dépendante du sélenium réagit fortement avec le H2O2 et les peroxydes organiques. La 
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fonction principale de l’isoforme indépendante du sélenium qui réagit faiblement avec les 

peroxydes organiques, est la détoxification de molecules cancérigenes (Giles et Jacob, 2002). 

GSSG   +   NADPH + H
+
      2GSH   +   NADP

+ 

7.2.4. La thioredoxine réductase  

Les thioredoxines agissent comme agents réducteurs principalement dans la 

réduction/détoxification des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogène, mais aussi 

dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Moran et al., 2001). 

7.2.5. Les superoxyde dismutases 

La superoxyde dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1) est une métalloenzyme antioxydante 

capable d’éliminer l’anion superoxyde par une réaction de dismutation (Ilyukha, 2001). Son 

rôle est de transformer dans les mitochondries, les radicaux superoxydes en peroxydes 

d’hydrogène (H2O2) étant beaucoup moins réactifs, et empêche ainsi la formation du 

peroxynitrite, elle protège les membranes contre les radicaux O2
-
˙, NO˙ et ONOO˙ (Salvemini 

et al., 2001; Hussain et al., 2004 ; Menvielle-Bourg, 2005) (Figure.5). 

2O2
-
˙   +   2 H

+
      H2O2   +   O2 

7.2.6. Les catalases  

L’étape finale de la détoxification des ERO se produit par l’élimination de l’excès de 

H2O2 par les catalases. Ces dernières catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogène en 

dioxygène et eau selon l’équation bilan :  

H2O2 + H2O2  ----- Catalase ------>  2 H2O + O2 

Les catalases (CAT; EC 1.11.1.6) sont principalement présentes dans la matrice des 

peroxysomes, leur activité varie selon l’espèce, la lignée, les différents tissus et l’état de 

développement, leur activité peut être inhibée par de fortes concentrations de H2O2 (Van 

Lente et Pepoye, 1990 ; Yu et al., 1998; Okuno et al., 2008). 
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Figure 5 : Voies métaboliques de l’oxygène et des espèces réactives de l’oxygène : Rôle des 

enzymes antioxydantes (Morel et Barouki, 1998 ; Serteyn et al., 2003 ; Favier, 2003; Nohl et 

al., 2005 ; Barouki, 2006). 
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Matériel et Méthodes 

I. Matériel  

I.1. Matériel biologique 

 Les Cellules Vero (American Type Culture Collection), issues de reins de singe 

vert d’Afrique ont été fournies par le Laboratoire d’Immunologie de l’Institut Pasteur 

d’Algérie.  

I.2. Choix du modèle d’étude 

La lignée Vero a été utilisée afin d’étudier l’effet des pesticides sur un tissus épithélial. 

Les cellules Vero sont des cellules issues de reins de singe vert d’Afrique (Cercopithecus 

aethiops) (Macfarlane et Sommerville, 1969). Ce sont des cellules normales non cancéreuses 

(Phonnok, 2008) et présentent une phase exponentielle de croissance, elles entrent en 

différenciation spontanée dès qu’elles atteignent la confluence. Les cellules Vero ont en effet, 

conservé les caractéristiques de différenciation, entre autre la capacité d’inhibition de contact, 

l’intégrité des chromosomes dont le nombre reste diploïde et la croissance en monocouche. La 

culture des cellules Vero est obtenue par passages en série effectués tous les 3 à 4 jours 

(Freshney, 1987). 

Habituellement utilisées pour la production ou le contrôle de vaccins viraux (Govorkova 

et al., 1996 ; Crill et Roehrig, 2001; Balamurugan et al., 2006). Ces cellules ont été utilisées 

dans plusieurs études portant sur l’optimisation des milieux de culture (Nahapetian et al., 

1986), pour l’étude de phénomènes métabolique ou cellulaire (Huang et al., 1997), et pour 

l’étude de la toxicité de certaines molécules (Konowalchuk et al., 1977 ; Oliveira et al., 

2002; Li et al., 2003; Giron et al., 2005; Bouaziz et al., 2006). 

I.3. Réactifs et produits chimiques 

Les produits chimiques de bonne qualité analytique ainsi que les réactifs sont fournis 

par les firmes suivantes : 

 Les différents pesticides (Chlorpyrifos, Cyperméthrine, Acétamipride, 

Métribuzine, Mancozèbe, Iprodione) ont été gracieusement fournis par le Ministère de 

l’Agriculture.  
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Milieu de culture : Milieu Minimum Essentiel d'Eagle modifié par Dulbecco (DMEM), 

Tris-HCl, Sérum de veau fœtal (SVF), Antibiotiques : Pénicilline, Streptomycine, Trypsine, 

Dimethysulfoxide (DMSO), Bleu de bromophenol, Bromure d’ethidium, réactif de Folin 

ciocalteu (Sigma); Colorant vitaux : Bleu trypan (Sigma), Rouge neutre (Merck); L-glutamine 

(Eurobio); 5,5’-Dithiobis (2-acide nitrobenzoique) (DTNB), Sodium dodecylsulfate (SDS), 

Ethanol, Chlorure de sodium (NaCl), Formaldéhyde, Acide borique, Carbonate de sodium 

anhydre (Na2CO3), Potassium sodium tartrate-4-hydrate (C4H4KNaO6H2O) (Merck); Acide 

thiobarbiturique (TBA), Acide sulfosalycilique, Chlorure de calcium (CaCl2), Ethylène 

diamine tétra-acétate (EDTA), HCl (Prolabo); Acide acétique (Panreac); Acide 

trichloracétique (TCA), Phénol (Fluka); Soude caustique (NaOH) (Nentech). Agarose 

(Invitrogen).  

II. Méthodes 

II.1. Etude de l’effet des pesticides sur la viabilité cellulaire 

Afin d’évaluer l’effet toxique potentiel des pesticides et de déterminer leurs intervalles 

de cyototoxicité (≈ 20%, 50% et 80%), nous avons procédé à des tests de cytotoxicité en 

déterminant l’effet de la variation des concentrations de pesticides sur la viabilité d’une lignée 

cellulaire épithéliale, des cellules issues des reins de singes verts d’Afrique (Lignée Vero). 

1.1. Entretien des cellules Vero 

Les cellules Vero sont conservées congelées à -180°C dans du milieu minimum 

essentiel d'Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) contenant 10% de sérum de veau fœtal 

(SVF), 10% de DMSO et 1% du mélange d’antibiotique (pénicilline à 100 UI/ml et 

streptomycine à 100 µg/ml). Les cellules sont rapidement décongelées à température ambiante 

sous agitation, puis incubées dans 12 ml de milieu DMEM contenant 10% de SVF et 1% 

d’antibiotiques dans des boites de 25 cm
2

pendant 3 heures à 37°C sous atmosphère humide et 

avec 5% de CO2. Après incubation, le milieu est remplacé par un volume égal de DMEM 

complet.  

A confluence, les cellules adhérentes sont détachées du support par addition d’un 

volume minimum de solution de trypsine versene, puis incubées à 37°C pendant 5 à 10 

minutes (Nahapetian et al., 1986). La suspension cellulaire est remise dans du milieu DMEM 
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complet contenant 10% de sérum de veau fœtal, 1% du mélange pénicilline/ streptomycine et 

20 mM de L-glutamine, et répartie dans des boites de 25 et 75 cm
2

 (Giron et al., 2005). Le 

tapis cellulaire est détaché tous les 3 jours puis remis en culture afin d’assurer un 

développement continu des cellules. 

1.2. Dénombrement des cellules viables 

L’effet des pesticides sur les cultures est évalué par l’estimation de la viabilité des 

cellules vero, en utilisant le test d’exclusion Bleu Trypan à 0,4%. Ce colorant vital n’interagit 

avec les cellules que si les membranes de celles-ci sont endommagées. Ainsi, les cellules 

viables dont la membrane est intacte excluent le colorant, mais ce dernier est facilement 

absorbé par les cellules endommagées qui ne peuvent plus l’exclure, ce qui les rend colorées 

en bleu sous microscope à phase inverse en utilisant un hématimètre de type Malassez (Figure 

6.1). 

Pour cela, après nettoyage de la cellule Malassez avec de l’éthanol à 70%, la lamelle est 

placée au dessus des sillons de façon à recouvrir la surface de comptage. Un volume de 200 µl 

de la suspension cellulaire des cellules Vero, récupérées par trypsination de la monocouche 

sont ajoutés à un volume égal (200 µl) d’une solution de Bleu Trypan à 0,4%, la suspension 

est délicatement mélangée et laissée reposer pendant 2 à 5 minutes à température ambiante, 

sans excéder les 5 minutes pour éviter que les cellules viables commence à incorporer le 

colorant en raison de la toxicité du colorant (Langdon, 2004 ; Lawson et al., 2011).  

A l’aide d’une pipette, les 2 chambres de la cellule de Malassez sont remplies avec un 

volume approprié de la suspension cellulaire, transférée par le bord de la lamelle planée par 

capillarité en faisant attention au remplissage des chambres qui ne doivent être ni trop ni pas 

assez remplies.  

En utilisant les objectifs 10 x du microscope à phase inverse, les cellules présentes dans 

cinq sous sections de chaque chambre choisies au hasard sont comptées (Diagonales, coins et 

centrale, horizontale, verticale) en ne tenant compte que des cellules chevauchant les lignes du 

haut et du côté gauche du carré et non celles des lignes du bas et du côté droit (Figure 6.2). 
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Le dénombrement de toutes les cellules nucléées viables (claire, non bleues) et des 

cellules nucléées bleues (membranes endommagées) permet de faire une numération des 

cellules viables et d’estimer leur pourcentage de viabilité en utilisant les formules suivantes : 

Le nombre total de cellules/ml = 
                   é     é 

              é            é
 x 100 x 1000 x facteur de dilution. 

 Avec 100 correspondant au nombre totale de carré présent dans une chambre de 

cellules malassez, et 1000 pour la conversion du cm
2
 au ml. 

Le nombre total de cellules = Le nombre total de cellules/ml x volume d’origine. 

Le % de viabilité = 
                                 (                  é  )

                         (              é               é  )
 x 100. 

 

 

 

Figure 6.1 : Schéma d’une cellule de Malassez. 
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Figure 6.2 : Schéma d’une chambre de cellule Malassez. 

1.3. Evaluation de la cytotoxicité des pesticides sur la lignée Vero 

La viabilité des cellules Vero est estimée par le test du rouge neutre (RN, 3-amino-7-

dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride). Ce marqueur de la viabilité cellulaire est 

sélectivement retenu par les lysosomes des cellules métaboliquement actives dont les 

membranes sont intactes. A pH physiologique, ce colorant pénètre passivement dans les 

cellules à cause de sa faible charge nette. Il devient chargé lorsqu’il passe à travers le 

lysosome, il ne peut ainsi traverser à nouveau la membrane vers le cytoplasme, à cause du 

gradient de proton existant entre le lysosome et le cytoplasme. La perte de ce gradient de pH, 

par mortalité/morbidité des cellules ou perméabilisation de la membrane provoque la 

libération du colorant retenu. La quantité de rouge neutre internalisée par les cellules en 

culture est directement proportionnelle au nombre de cellules viables (Harbell et al., 1997). 

Pour notre étude, les cellules Vero sont mises en culture à une densité de 5 x 10
4 

cellules/ml dans des plaques de 96 puits à fond plat pendant 24 heures. Les cellules 

adhérentes sont incubées en absence ou en présence de concentrations croissantes de 

pesticides (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 μM) pendant 24 heures.  Il est à 

noter que les pesticides sont au préalable solubilisés dans le DMSO  (Dimethyl Sulfoxide), de 

même  est rajouté le DMSO au témoin cellulaire à une concentration n’excédant pas 1%. Et 

que les tests ont été faits en quadri-plate (n=4) pour chaque concentration, avec une 

répétabilité de n= 3. 
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Les surnageants sont récupérés pour les dosages biochimiques après incubation, et les 

cellules adhérentes sont rincées avec du tampon phosphate pH 7,0, puis incubées pendant 3 

heures avec 200 l d’une solution de rouge neutre à 50 g/ml. Par la suite, les cellules Vero 

sont rapidement fixées pendant 2 à 3 minutes avec une solution de formol calcium [1% CaCl2, 

1% formaldéhyde]. Afin de retirer le colorant non incorporé, un mélange d’acide acétique, 

d’éthanol et d’eau distillée est ajouté à chaque puits (1:50:49). La plaque est alors soumise à 

une agitation modérée pendant 15 minutes à température ambiante. La lecture de l’absorbance 

est réalisée à 490 nm (620 nm comme référence) avec un lecteur ELISA (Damico et al., 2007, 

Helmholz et al., 2007). 

La cytotoxicité des pesticides est estimée en utilisant la formule suivante (Bouaziz et 

al., 2006 ; Canal-Raffin et al., 2008) : 

% de cytotoxicité = 100 – [Absorbance de l’échantillon traité490 nm- 620nm/ 

Absorbance du contrôle490 nm- 620nm x 100] 

II.2. Etude de l’effet des pesticides sur la balance oxydative 

Afin d’évaluer la capacité des pesticides à induire un stress oxydatif, nous avons dosé 

un médiateur de la balance pro-oxydante à savoir le malondialdehyde (MDA) qui est un 

marqueur de la peroxydation des lipides. Les systèmes de défense au stress oxydatif non-

enzymatique ont également été étudiés, par la mesure du contenu en glutathion (GSH). 

2.1. Dosage du malondialdehyde 

La peroxydation lipidique se produit suite à une libération d’espèces réactives de 

l’oxygène, ce phénomène a été évalué par un test quantitatif et colorimétrique utilisant l’acide 

thiobarbiturique (TBA) qui réagit avec le malondialdehyde (MDA) un produit final de la 

peroxydation lipidique aboutissant à la formation en milieu acide et à chaud d’un pigment 

rose avec un maximum d’absorbance à 532 nm. 

Les concentrations de malondialdehyde sont mesurées dans les surnageants de culture 

des cellules Vero incubées à 37°C avec différentes concentrations de pesticides pendant 24 

heures.  
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Les surnageants sont incubés (v:v) avec de l’acide trichloracétique à 35% à 4°C pendant 

une heure pour la précipitation des protéines (McMillan et al., 1998). Après une 

centrifugation de 10 minutes à 5 000 x g à 4°C, 150 l du surnageant sont mélangés à 50 l 

de sulfate dodecylsulfate à 8,1%, 375 l d’acide acétique à 20% et 375 l d’acide 

thiobarbiturique à 0,8% (Moreno et al., 2005). Le mélange est chauffé à 100°C pendant 20 

minutes, puis laissé refroidir pendant 10 minutes dans un bain de glace. La densité optique est 

par la suite mesurée à 532 nm, et la quantité de MDA formée est calculée en utilisant un 

coefficient d’extinction molaire de 1,56 x 10
5
 M

-1
 cm

-1
. Les concentrations sont exprimées en 

μM/10
4
 cellules (Liu et al., 2003 ; Kumar et al., 2003 ; Guleria et al., 2006). 

2.2. Dosage du glutathion 

La détermination du contenu en glutathion (GSH) dans les surnageants de cultures 

cellulaires, est réalisée en utilisant le 5,5’-dithiobis 2- acide nitrobenzoique (DTNB), sa 

réduction par le glutathion aboutit à la formation d’un composé qui absorbe à 412 nm (Figure 

7), l’acide 2-nitro-5-thiobenzoïque (TNB).  

Les surnageants cellulaires (150 l) sont incubés avec 300 l d’acide sulfosalicylique à 

5 % dans de la glace pendant une heure. Après une centrifugation de 10 minutes à 3000 x g à 

froid, 100 l du surnageant sont ajoutés à 200 l de DTNB à 0,6 mM et à 900 l de tampon 

phosphate à 0,2 M pH 8,0. Après 10 minutes d’incubation à température ambiante, la mesure 

de la densité optique s’est faite à 412 nm (Todorova, 2007) (Figure7). 

La concentration de GSH est déduite à partir du coefficient d’extinction molaire de 13,2 

mM
-1

 cm
-1 

et exprimées en M par 10
4
 cellules (Soares et al., 2008). 
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Figure 7 : Réaction chimique entre le DTNB et un composé sulfhydrile (Todorova, 2007). 

II.3. Etude de l’effet des pesticides sur les protéines 

Cette méthode repose sur la propriété que possèdent les protéines de réduire des acides 

phosphomolybdotungstiques contenus dans le réactif phosphomolybdotungstique ; cette 

réaction est chromogène et se traduit par l’existence d’un pic d’absorption à 730 nm. Le 

réactif phosphomolybdotungstique réagit principalement avec les résidus tyrosine de la 

protéine (Pharmacopée Européenne, 2008). 

Ainsi, les concentrations de protéines totales sont mesurées à partir de culture de 

cellules Vero incubées à 37°C en absence et en présence des différentes concentrations de 

pesticides pendant 24 heures, dans des plaques de culture à six puits. Ces cellules sont rincées 

avec du Tampon phosphate à 1 M pH 7,4, puis trypsinées et centrifugées à 750 x g pendant 10 

minutes. Une sonication pendant 30 secondes du culot cellulaire suspendu dans du tampon 

phosphate a été effectuée afin d’extraire les protéines totales. 

Un volume de 0,4 ml de chaque suspension protéique est supplémentée de 2 ml de 

réactif de cuivre alcalin, puis vortexée, et incubée au bain-marie à 37°C pendant 30 minutes. 

Après incubation, 0,2 ml du réactif de Folin à 1 N sont ajoutés à chaque tube, puis mélangés 

et incubées à nouveau au bain-marie pendant 20 minutes. L’absorbance est mesurée au 

spectrophtomètre UV/visible à 730 nm et les concentrations de protéines, exprimées en µg/ml, 
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sont déterminées en les comparant à une courbe standard préparée avec des concentrations 

comprises entre 10 et 100 µg/ml de sérum albumine bovine (Bovin Serum Albumin, B.S.A) 

(Figure 8). 

 

Figure 8 : Représentation de la courbe de calibration par la méthode de Lowry. 

 

II.4. Etude des altérations de l’ADN induites par les pesticides 

La séparation et l’analyse de l’état des fragments d’acides nucléiques obtenus sont 

mises en œuvre par électrophorèse sur gel d’agarose. L’addition du bromure d’ethidium dans 

le gel nous permet d’observer les fragments sous ultra-violet (UV). 

II.4.1.  Extraction de l’ADN par la technique de phénol /chloroforme 

La technique d’extraction d’ADN que nous avons utilisée dans le laboratoire de 

Biologie Moléculaire (IPA) est celle au phénol : chloroforme. Elle est basée sur la solubilité 

différentielle des acides nucléiques entre deux phases non miscibles : le phénol, qui est un 

déprotéinisant puissant dans lequel ceux-ci ne sont pas solubles, et le chloroforme, qui 

complète l’extraction phénolique en dénaturant les protéines et en aidant la séparation des 

phases aqueuses et organiques. 

L’extraction de l’ADN a concerné les cellules Vero (10
6 

cellules) incubées pendant 24 

heures en absence ou en présence de pesticides à différentes concentrations dans des plaques à 

6 puits à fond plat, à 37°C avec 5% de CO2.  
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Ainsi, les culots cellulaires sont soumis à un choc thermique suivi d’une sonication 

durant 1 minute, après une centrifugation des suspensions cellulaires à 5 000 x g pendant 10 

minutes à température ambiante. Les lysats cellulaires sont supplémentés de 0,25 ml de 

chloroforme, de 0,25 ml de phénol pour l’élimination des protéines et de 0,5 ml de tampon de 

lyse TTE (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, pH 7,4) (Borges et al., 2005; 

Buthia et al., 2008), chaque tube est alors vortexé pendant 20 minutes puis soumis à une 

centrifugation de 14 000 x g pendant 25 minutes à 4°C, afin de séparer l'ADN du reste des 

constituants cellulaires. Les surnageants sont délicatement remis en suspension dans d’autres 

tubes avec 0,5 ml d’isopropanol et soumis à une autre centrifugation à 14 000 x g pendant 10 

minutes à 4°C. La phase aqueuse est délicatement retirée et le culot lavé avec 1 ml d’éthanol 

froid à 70% puis centrifugé à 14 000 x g pendant 5 minutes à 4°C (Balasubashini et al., 2006). 

Après évaporation totale de l’éthanol par incubation à température ambiante pendant 2 heures, 

le culot d’ADN est ensuite lavé avec de l’eau bi-distillée, puis resuspendu dans 50 l  d’eau 

pure.  

II.4.2. Dosage et contrôle de la qualité de l’ADN  

a. Evaluation de la concentration et de la pureté de l’ADN  par spectrophotométrie  

La concentration de l’ADN est évaluée par spectrophotométrie. En effet, les bases puriques 

et pyrimidiques absorbant fortement dans l’UV à 260 nm. Une unité de DO à 260 nm correspond à 

une concentration d’ADN double brin de 50 µg/ml. L’éventuelle contamination protéique peut être 

appréciée par une seconde lecture de DO à 280 nm dans la mesure où les protéines absorbent à ces 

deux longueurs d’onde. Un ADN pur doit présenter un rapport DO 260/280 compris entre 1,8 et 2. 

b. Contrôle de la qualité de l’ADN par électrophorèse sur gel d’agarose : 

L’électrophorèse sur gel d’agarose à pH 8,3 est une méthode simple et efficace pour la 

séparation, l’identification et l’analyse qualitative des fragments d’ADN. Elle consiste à faire 

migrer dans un gel soumis à un champ électrique des molécules chargées négativement. Leur 

distance de migration dépend principalement de leurs poids moléculaires, de la concentration 

d’agarose et de l’intensité du courant appliqué. 

Les échantillons d’ADN (10l) sont ensuite mélangés avec 3 l de bleu de bromophenol à 

0,05% puis analysés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1% dans un tampon Tris-Acétate-
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EDTA (T.A.E) (1 M Tris, 200 mM Acétate, 50 mM EDTA), pH 8 contenant 0,5 µg/ml de bromure 

d’éthidium, et laissés migrer pendant 30 minutes à 100 V avec du tampon Tris-Borate-EDTA 

(T.B.E) 0,5 M (44 mM tris-HCl, 44 mM acide borique, 50 mM EDTA), pH 8,0. La révélation de 

l’ADN a été faite par exposition du gel aux rayons Ultra-Violet (Wang et al., 2005). 
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III. Résultats et Discussion 

III.1. Etude de l’effet cytotoxique des différents pesticides sur les cellules Vero 

L’effet des pesticides sur la viabilité de la lignée Vero est déterminé par le test de 

viabilité au Rouge Neutre. Ce test est basé sur l’incorporation du colorant vital dans les 

lysosomes des cellules viables. Le pourcentage de cellules viables est calculé par le rapport 

entre l’absorbance des échantillons traités et les valeurs du témoin par 100%. La cytotoxicité 

relative des différents pesticides est évaluée par la différence entre le pourcentage des cellules 

viables et 100 (Bouaziz et al., 2006 ; Helmholz et al., 2007 ; Canal-Raffin et al., 2008). 

La mise en culture des cellules Vero en absence et en présence de concentrations 

croissantes de pesticides (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ; 1000 μM) pendant 24 

heures montre une variation de la cytotoxicité de ces derniers en fonction des concentrations. 

En effet, une augmentation de la cytotoxicité de façon dose dépendante est observée 

pour les six pesticides étudiés à savoir :  le chlorpyrifos, l’acétamipride, la cyperméthrine, la 

métribuzine, le mancozèbe, l’iprodione et, avec des pourcentages de cytotoxicité allant 

de :(9.41±1.22 à 75.65±2.86 % pour le chlorpyrifos, de (18.51±3.65 à 71.29±2.83)% pour la 

métribuzine, de (7.34±3.11 à 85.48±4.04)%  pour l’acétamipride, de (7.34±3.11 à 

85.48±4.04)% pour le mancozèbe pour des concentrations de pesticides allant de 1 μM  à  

500 μM observés après 24 heures d’incubation (Figure 9).  

Alors que pour des concentrations de pesticides allant de 1 μM  et 1000 μM 

d’iprodione et de cyperméthrine les taux de cytotoxicité sont respectivement de (3.92±1.09 

à 72.17±3.70)%  et de (12.53±2.40 % à 72.56±4.38)% respectivement (Figure 10), soit une 

augmentation de plus de 50 %. 

Cette étude montre que les cellules choisies présentent une sensibilité diverse à tous les 

pesticides étudiés, reflétée par l’IC50 ou la concentration d’inhibition qui correspond à la 

concentration de pesticide donnant 50 % de mortalité cellulaire déterminée après 24 heures 

d’incubation. Sa valeur est de 500 µM pour la cyperméthrine et l’iprodione, de 400 µM pour 

le mancozèbe, de 200 µM pour l’acétamipride, de 100 µM pour  la métribuzine et de 

seulement 50 µM pour le chlorpyrifos. 
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Figure 9 : Effets des pesticides sur les cellules Vero mises en culture pendant 24 heures  

d’incubation. 

 

Figure 10:   Effets des pesticides sur les cellules Vero mises en culture pendant 24 heures 

d’incubation. 
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Il est important de noter, une toxicité importante induite par le mancozèbe démontré par 

l’augmentation du pourcentage de cytotoxicité de plus de 30 % à seulement 100 µM d’écart 

de l’IC50. De plus, la toxicité du chlorpyrifos sur les cellules rénales est clairement démontré 

par l’IC50, des résultats similaires ont été observé par Tan et al., sur des cellules primaires 

neuronales de l’hippocampe et par Yan sur des cellules du pancréas (Tan et al., 2009 ; Yan, 

2010). 

Il est à noter, que les concentrations croissantes de pesticides induit une cytoxicité dose 

dépendante, traduite par la mort des cellules Vero, ceci a permis de mettre en exergue les 

concentrations de toxicité des pesticides correspondants aux pourcentages de mort cellulaire à 

(20, 50 et 80)% voir tableau ci-dessous. 

Tableau  N° 1 représentant les différents pourcentages cytotoxiques des pesticides. 

  Métribuzine Chlorpyrifos Acétamépride Cyperméthrine Mancozèbe Iprodione 

       

20% 5µM 5µM 5µM 25µM 10µM 100µM 

50% 100µM 50µM 200µM 500µM 400µM 500µM 

80% 500µM 500µM 500µM 1000µM 500µM 1000µM 

Néanmoins, une concentration de 5µM de métribuzine, de chlorpyrifos et 

d’acétamépride, est suffisante pour induire une cytotoxicité aproximative de 20%, et ceci 

malgré la différence des famille de pesticides, alors que pour le mancozèbe on constate une 

augmentation de cytotoxicité de plus 30% entre (400 et 500) µM, enfin pour la cyperméthrine 

et l’iprodione la cytotoxicité à 80% est atteinte avec des concentrations de 1000µM, nous 

imputons ces différences à la sensibilité des cellules Vero aux différentes familles de 

pesticides. 

III.2. Effet des pesticides sur la balance oxydative 

III.2.1. Effet des pesticides sur la peroxydation lipidique 

Afin d’évaluer l’étendue de la peroxydation des lipides occasionnée par les différents 

pesticides, une espèce réactive à l’acide thiobarbiturique, le malondialdehyde (MDA) est dosé 

dans les surnageants des cultures de cellules Vero incubées pendant 24 heures avec les 

différents pesticides  à des concentrations induisant une cytotoxicité de 20, 50 et 80%. 
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Une augmentation de la peroxydation des lipides est observée au niveau des surnageants 

cellulaires, traduite par une augmentation des concentrations de MDA en fonction de la 

concentration des pesticides avec des taux de (83.75±8.69) nM/10
4 

cellules, (129.9±6.36) 

nM/10
4 
cellules et (135.5±6.64) nM/10

4 
cellules pour des concentrations respectives de (5, 50 

et 500)µM de chlorpyrifos, de (44.6±1.83) nM/10
4 

cellules, (71±8.4) nM/10
4 

cellules et 

(65.45±2.51) nM/10
4 

cellules pour des concentrations de (5, 200 et 500) µM d’acétamipride, 

de (88.5±2.5) nM/10
4 
cellules, (129.75±7.53) nM/10

4 
cellules et (133.9±2.61) nM/10

4 
cellules 

pour des concentrations de (25, 500 et 1000) µM de cyperméthrine, de (72.85±3.6) nM/10
4 

cellules, (105.2±6.6) nM/10
4 

cellules et (169.1±9.7) nM/10
4 

cellules pour des concentrations 

de (10, 400 et 500) µM de macozèbe, de (2.55±0.64) nM/10
4 
cellules, (13.32 ± 1.52) nM/10

4 

cellules et (18.99 ± 1.3) nM/10
4 

cellules pour des concentrations de (100, 500 et 1000) µM 

d’iprodione, et enfin de (101.05±3.1) nM/10
4 

cellules, (109.4±3.9) nM/10
4 

cellules et 

(124.25±6.89) nM/10
4 

cellules pour des concentrations de (5, 100 et 500) µM de 

métribuzine, comparativement au témoin qui était de (29.72±5.38) nM/10 
4 

cellules (Figure 

11). 

La présence de ce composé aldéhydique (MDA) dans le milieu extracellulaire, 

démontre une détérioration de la membrane par l’oxydation des lipides membranaires et la 

libération du composé dans les surnageants. Les résultats obtenus montrent que les pesticides 

induisent une peroxydation des lipides dose dépendante in vitro au niveau de cette lignée 

cellulaire. Cette évolution de la peroxydation lipidique corrobore avec la diminution de la 

viabilité dose dépendante observée.  

La précocité de cette perturbation du métabolisme cellulaire démontre la rapidité de la 

mise en place des cascades de signalisation aboutissant à la libération des médiateurs 

responsables de la peroxydation lipidique. En d’autres termes, les pesticides seraient 

responsables de la mise en place du système oxydatif. 
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Figure 11 : Détermination du taux de malondialdehyde dans les surnageants des 

cultures des cellules Vero incubées avec les pesticides pendant 24 heures. 
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III.2.2. Etude de l’effet des pesticides sur le système antioxydant (le glutathion) 

L’étude de la balance anti-oxydante non-enzymatique par le dosage du glutathion 

(GSH) dans les surnageants de cultures de cellules Vero avec les pesticides, permet 

d’observer une nette augmentation du taux de glutathion en fonction des concentrations 

croissantes de chaque pesticide étudié supérieur à celui du témoin qui est de (130.5±4.15) 

nM/10
4
.  

En effet la concentration de GSH varie entre (288.25±9.8) nM/10
4 

cellules, (250±10.2) 

nM/10
4 
cellules et (130.3±1.13) nM/10

4 
cellules pour des concentrations de (5, 50 et 500) µM 

de chlorpyrifos, de (188.2±3.5) nM/10
4 

cellules, (167.8±10.18) nM/10
4 

cellules et (125±6.5) 

nM/10
4 

cellules pour des concentrations de (5, 200 et 500) µM d’acétamipride, de 

(365.1±7.9) nM/10
4 

cellules, (274.25±9,8) nM/10
4 

cellules et (212.15±6.5) nM/10
4 

cellules 

pour des concentrations de (25, 500 et 1000) µM de cyperméthrine, de (267.5±12.5) nM/10
4 

cellules, (239±13.2) nM/10
4 

cellules et (187.85±13) nM/10
4 

cellules pour des concentrations 

de (10, 400 et 500) µM de macozèbe. 

Concernant l’iprodione et la métribuzine les taux sont de (304.5±12.8) nM/10
4 

cellules, (263.65±11.7) nM/10
4 

cellules et (125±5.7) nM/10
4 

cellules pour des concentrations 

de (100, 500 et 1000) µM, et enfin de (271.20±6,2) nM/10
4 

cellules, (221.6±9.2) nM/10
4 

cellules et (134.1±11.2) nM/10
4 

cellules pour des concentrations de (5, 100 et 500) µM 

respectivement (Figure 12).  

L’augmentation de la libération du GSH dans les surnageants atteignant un taux 

maximal après expositions des cellules à de faibles concentrations de pesticides, suggére ainsi 

leur implication probable dans les mécanismes moléculaires de détoxification cellulaire et 

ceci surviendrait en raison du faible niveau intracellulaire de ce métabolite et en réponse à 

l’instauration d’un stress oxydatif induit par ces mêmes pesticides, et ce soit par sa 

régénération à partir de sa forme oxydée GSSG par le biais de la Glutathion réductase, ou 

encore par sa production de novo par la Glutathion synthétase à partir de la glycine et -

glutamylcysteine (Kale et al.,1999).  

La déplétion subséquente serait probablement due à une consommation du métabolite 

antioxydant par les espèces réactives oxygénées responsable de l’augmentation du taux de 

malondialdehyde déjà observée en vue de sa neutralisation. 
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Figure 12: Détermination des taux de glutathion dans les surnageants de cultures de 

cellules Vero incubées avec les pesticides pendant 24 heures. 
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3. Etude de l’effet des pesticides sur les protéines 

La détermination de l’effet des pesticides sur la concentration des protéines totales, 

déterminée par la méthode de Lowry, montre que l’exposition des cellules Vero aux différents 

pesticides se traduit par la modification de la quantité de protéines totales par rapport au 

témoin. 

Ainsi, à des concentrations correspondant aux IC50 de 50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 

µM et 500 µM de chlorpyrifos, de métribuzine, d’acétamipride, de mancozèbe et d’iprodione 

et de cyperméthrine respectivement les taux en protéines totales se trouvent inferieurs au 

témoin (2.9±0.1 mg/ml) avec des concentrations de (1.325±0.22) mg/ml, (2.8±0.24) mg/ml, 

(2.06±0.11) mg/ml, (1.815±0.045) mg/ml, (2.53±0.12) mg/ml, (1.56±0.15) mg/ml 

respectivement (Figure 13). 

Cette réduction en protéine totale cellulaire serait due à la formation de dérivés 

carbonyles due à une attaque des radicaux libres sur les protéines cellulaires. En effet, durant 

la peroxydation des lipides et la déplétion en glutathion observées suite à l’exposition des 

cellules aux pesticides, les groupements thiols des protéines se trouveraient oxydées par les 

radicaux libres, conduisant à la formation de ponts disulfures et également à leur 

fragmentation et leur catabolisme (Otitoju et Onwurah, 2007). 
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Figure 13: Détermination des taux de protéines totales dans les cultures de cellules Vero 

incubées avec les pesticides pendant 24 heures. 

4. Etude des altérations de l’ADN induites par les pesticides 

  Le clivage de l’ADN durant l’apoptose se produit à des sites entre les nucléosomes. 

Cette fragmentation apparait sous forme d’échelle par électrophorèse sur gel d’agarose. Par 

contre, la nécrose est caractérisée par une fragmentation aléatoire de l’ADN formant une sorte 

de traînée sur le gel (Lim et al., 2003). 

Ainsi, dans notre étude l’utilisation d’un test qualitatif qui est l’électrophorèse sur gel 

d’agarose des fragments d’ADN des cellules incubées avec différentes concentrations de 

pesticides pendant 24 heures (in vitro), montre des bandes apparentes, pour quelques 

pesticides, et des smires pour d’autres (Figure 14) cela indique que la cytotoxicité des 

pesticides induirait un effet apoptotique probable et aussi un processus nécrotique, en raison 

de la fragmentation de l’ADN observée par la perte de l’intégrité membranaire démontrée par 
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le test de viabilité et la libération du contenu cytoplasmique dans les surnageants, tel que le 

malondialdehyde et le glutathion. 

 

Figure 14 : Profil éléctrophorétique de l’ADN des cellules Vero. 
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III.5. Discussion générale 

Les pesticides ont permis le développement de l’agriculture et ont contribué à 

l’augmentation des rendements et à la régulation de la production agricole. L’utilisation des 

produits phytosanitaires a également limité ou éradiqué un certain nombre de maladies 

parasitaires très meurtrières. Cependant, aujourd’hui, les pesticides sont soupçonnés de 

présenter un risque pour la santé de l’homme et pour son environnement (Van der Werf, 

1996 ; Köprücü et al., 2006 ; Saxena, 2010).  

 Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques suggèrent une corrélation entre 

l’utilisation professionnelle des pesticides et l’apparition de certaines pathologies dans les 

populations concernées. Des effets cancérigènes, neurotoxiques ou de type perturbation 

endocrinienne de ces derniers ont été mis en évidence chez l'animal (Hernandez et al., 2006 ; 

Atreya, 2008 ;  Landau-Ossondo et al., 2009 ; Ojezele et Abatan, 2009). La question des 

risques pour l'homme est donc posée tant au niveau professionnel qu’à celui du 

consommateur.   

Les pesticides et autres contaminants environnementaux peuvent modifier l’expression 

de certains gènes via des mécanismes de régulation génique et épigénétique (Edwards and 

Myers, 2007). 

D’autre part, les pesticides peuvent entraîner des effets immunotoxiques et 

immunomodulateurs  en agissant par plusieurs mécanismes. Outre des effets d’inhibition de 

production d’anticorps, d’interleukines  (IL-2), la sécrétion d’immunoglobuline G IgG, et des 

effets d’induction de la fabrication d’auto-anticorps, certains pesticides, en particulier des 

organophosphorés et des carbamates, ont montré des effets inhibiteurs de l’activité et de la 

maturation des cellules NK (Natural killer), LAK (Lymphokine Activated Killer) et CTL 

(Cytotoxic T Lymphocytes). Ces cellules sont responsables de la mort des cellules tumorales 

ou des cellules infectées et peuvent être inhibées selon 3 mécanismes : - l’induction de 

l’apoptose cellulaire, - l’inhibition de leur capacité de sécrétion de substance cytotoxique ou - 

l’inhibition directe de la voie Fas/FasL essentielle pour leur activité (Corsini et al., 2005 ; Li 

and Kawada, 2006). 
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Dans notre étude, la détermination de l’effet des pesticides sur la viabilité cellulaire a 

été abordée in vitro par la culture de cellules de type épithéliale de reins de singe vert 

d’Afrique, les cellules Vero.  

La mise en contact des cellules Vero avec des concentrations croissantes des pesticides 

de différentes classes induit une cytotoxicité dose dépendante irréversible, se traduisant par 

une mort cellulaire apparente, avec quelque peu une différence concernant la sensibilité du 

type cellulaire étudié aux différentes familles. De telles divergences seraient probablement 

dues à des différences intrinsèques des propriétés des différentes familles de pesticides. 

De part la propriété lipophile des pesticides organophosphorés et leur forte affinité 

d’interaction avec les phospholipides membranaires, leur activité inhibitrice sur 

l’acétylcholinestérase, à des doses relativement fortes, montre des effets toxiques observés 

suite à des expositions aigues ou accidentelles (Kaur et Dhanju, 2005 ; Köprücü et al., 2006; 

Sailaja et al, 2006 ; Tan et al., 2009). Une étude récente a pu montrer qu’à faibles doses, 

certains pesticides organophosphorés sont capables de se lier d’une façon spécifique à des 

protéines au niveau du cerveau et du thymus. Ces propriétés pourraient être à l’origine de 

leurs effets neurotoxiques et immunotoxiques à long terme (Carter et al., 2007).  

La cypermethrine est un pyrethrinoide synthétique largement utilisé dans les pays en 

voie de développement comme insecticide, sa  toxicité sur les animaux mammifères conduit à 

des changements dans leurs activités physiologiques en plus d’autres caractéristiques 

pathologiques (Saxena, 2010). 

Le mancozèbe, appartenant à la famille des carbamates, montre une faible toxicité aigue 

et chronique chez l’homme et les animaux (Atamanalp et Yanik, 2003 ; Corsini et al., 2005). 

Il contribue à une toxicité neuronale ainsi qu’aux pathologies subséquentes (Damico et al., 

2007). 

La toxicité se produirait soit par conversion des pesticides en radicaux libres ou via la 

formation de radicaux superoxydes comme sous produits de leur métabolisation. En effet, 

l’ingestion de pesticides par une exposition directe ou indirecte conduit à la génération 

d’espèces réactives de l’oxygène. L’augmentation du contenu des espèces réactives à 

l'oxygène causé par les pesticides conduit à la mise en place d'un stress oxydant (Damico et 

al., 2007 ; Otitoju et Onwurah, 2007).   
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L’alachlore et le chlorpyrifos (insecticides) induisent in vitro sur les cellules PC12 

neuronales un stress oxydant conduisant à une peroxydation lipidique, des cassures simples et 

double brins de l’ADN, ainsi qu’à une induction de protéine du choc thermique (Bagchi et al., 

1996). Aussi la cyperméthrine, un pyréthrinoide agissant sur les canaux sodiques  a également 

été associée à une augmentation de la production de radicaux libres (Kale et al., 1999 ; Wang 

et al., 2009).  La vinclozoline ou l’iprodione (fongicide) diminue le taux de glutathion 

intracellulaire, et augmente le taux de radicaux libres dans les cellules HepG2 après une heure 

de traitement à  25 ou 100 µg/ml (Radice et al., 1998). 

La génération excessive de radicaux libres est souvent associée à l’inhibition de la 

chaine de transfert d’électrons des mitochondries limitant ainsi les capacités antioxydantes 

cellulaires, avec en conséquence la détérioration des macromolécules comme l’ADN, une 

peroxydation lipidique, une modification des protéines, et éventuellement à la mort cellulaire 

(Doreswamy et al., 2004 ; Damico et al., 2007). 

Une perturbation de la balance redox cellulaire est observée dans notre étude. En effet, 

les pesticides semblent avoir un effet pro-oxydant caractérisé par la libération des ERO. Une 

probable libération et accumulation du peroxyde d’hydrogène H2O2 par les cellules Vero 

serait la conséquence de l’augmentation de l’activité de la SOD par la dismutation de l’anion 

superoxyde et de la diminution de l’activité de la catalase. Le H2O2 étant moins réactif serait 

transformé en radical hydroxyle OH˙ par la réaction de Fenton Haber-Weiss (Reilley et al., 

2004). Cette molécule serait au centre des phénomènes d’oxydation des macromolécules.  

Les effets inducteurs des espèces oxygénées sur la peroxydation lipidique sont bien 

connus (Peavy et Fairchild, 1986 ; Davey et al., 2005). L’une de leurs principales cibles est la 

peroxydation des lipides et la peroxydation des phospholipides membranaire, altérant non 

seulement le milieu lipidique mais aussi la structure et l’intégrité fonctionnelle de la 

membrane cellulaire et affecte également l’activité d’enzymes membranaires, conduisant à la 

modification de la fluidité et la perméabilité membranaire, ou de la perte de l’intégrité 

membranaire observée dans notre étude. La peroxydation lipidique pourrait également donner 

lieu à un produit final le malondialdéhyde MDA (Martins et Meneghini, 1994; Ma et al., 

1999). Ce dernier, a la capacité de former des adduits avec les protéines et l’ADN 

responsables des effets mutagènes et carcinogènes (Chaudhary et al., 1994 ; Pratico, 2002 ).  
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Les protéines étant les plus sensibles aux attaques radicalaires, leur oxydation conduit 

soit à une perte de la fonction catalytique, dans le cas des enzymes, ou à la fonction 

structurale, pour des récepteurs ou protéines de transport. L’atteinte des enzymes impliquées 

dans la réplication ou la réparation de l’ADN conduit à des mutations ou à des erreurs dans la 

lecture (Barouki, 2006 ; Frelon, 2001). Par contre, les protéines oxydées peuvent déréguler la 

signalisation cellulaire impliquée dans la prolifération ou la défense. Ces protéines altérées 

sont éliminées par un système incluant les calpaïnes, le protéasome, les cathepsines et des 

protéases (Mehlhase et Grune, 2002). 

Les résultats de notre étude montrent également une libération du glutathion suite à une 

exposition des cellules Vero aux différents pesticides, ceci surviendrait probablement comme 

une réponse au stress oxydatif, alors que la déplétion en GSH serait due au faible niveau 

intracellulaire de ce métabolite du fait que le stock cellulaire en GSH soit rapidement 

consommé par les espèces réactives oxygénées, par la libération excessive du H2O2. Des 

études ont montré que sous des conditions de stress oxydatif extrême marquées par une 

déplétion de GSH, la catalase pourrait assurer la cytoprotection (Kang et al., 1996; Kale et al., 

1999; Kumar et al., 2003).  

En effet, les mécanismes enzymatiques prédominants qui régulent les niveaux 

intracellulaires du H2O2 sont médiés par la catalase et la glutathion peroxydase. La glutathion 

peroxydase convertirait le H2O2 en H2O dans une réaction qui oxyde le glutathion GSH vers 

sa forme GSSG. A son tour, le GSH serait régénéré de sa forme GSSG par la glutathion 

réductase en présence du NADPH, la glutathion synthétase produirait de novo le GSH à partir 

de la glycine et le -glutamylcysteine. La régulation du H2O2 par le cycle redox du glutathion 

est médiée dans le cytosol et la mitochondrie (Kale et al., 1999 ; Srinivasa et al., 2003).  

Enfin, les résultats de notre étude, montrent que les différents pesticides conduisent à 

une perturbation du métabolisme cellulaire, par l’instauration d’un stress oxydatif qui 

attaquerait les macromolécules cellulaires incluant l’ADN. L’oxydation de ce dernier est à 

l’origine de l’altération du matériel génétique conduisant à sa fragmentation, et par 

conséquent à une mort cellulaire.  

Des cassures simples et doubles brins de l’ADN, et une augmentation des adduits à 

l’ADN ont été observé dans le sang périphérique et les lymphocytes d’agriculteurs              
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(Le Goff, 2005). Aussi, dans les cellules fibroblastiques de rat le mancozèbe induit des 

cassures simples brins après une heure d’exposition à de faibles doses (Calviello et al., 2005).  

De ce fait, la mise en place d’un stress oxydatif avec la libération d’espèces réactives à 

l’oxygène (peroxyde d’hydrogène), de peroxydation lipidique avec une altération de la 

membrane plasmique des cellules, sont autant de faits aboutissant à une mort cellulaire. 

Néanmoins, la présence de l’un des phénomènes de mort cellulaire par nécrose ou apoptose 

induit par les pesticides reste encore à confirmer. 

Tous ces phénomènes seraient en partie ou non responsables de la mort cellulaire. 
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Conclusion et perspectives 

L’approche expérimentale menée a consisté à étudier le pouvoir cyto-toxique 

induit par quelques pesticides utilisés en Algérie, à savoir trois insecticides : le 

chlorpyrifos, l’acétaméride et la cyperméthrine, ainsi que deux fongicides : 

l’iprodione et le mancozèbe et un désherbant total qui est la métribuzine.  

Pour cela, nous avons estimé leur pouvoir toxique in-vitro, sur une lignée 

cellulaire épithéliale de reins de singe vert d’Afrique de type Vero.  

Dans un premier temps, l’évaluation de la viabilité cellulaire montre une 

cytotoxicité croissante en fonction des concentrations de pesticides, reflétée par 

l’exclusion du colorant Rouge Neutre par les cellules Vero. Ceci s’expliquerait par la 

détérioration des membranes cellulaires, en conséquence probable des perturbations 

métaboliques induites par les différents pesticides. 

Par ailleurs, l’étude biochimique révèle une perturbation du métabolisme 

cellulaire, avec la génération d’un stress oxydatif. Cet effet pro-oxydatif des 

pesticides conduit par conséquent à une peroxydation lipidique, déterminé par 

l’augmentation dose dépendantes du malondialdehyde.  

Parallèlement à l’étude de la balance oxydative, l’évaluation des perturbations 

du système de détoxification non-enzymatique, par le dosage du contenu en 

glutathion, montre que les pesticides induisent une production de glutathion à de 

faibles concentrations et une consommation à de plus fortes concentrations en réponse 

au stress oxydatif. 

La fragmentation de l’ADN de la lignée Vero observée, serait la conséquence de 

la perturbation de l’équilibre redox cellulaire, caractérisé par l’instauration d’un stress 

oxydatif, avec la libération probable de radicaux libres qui provoquerait une 

peroxydation des lipides membranaires d’une part, ce qui contribue à la fragilisation 

de la membrane cellulaire et la libération de son contenue, et d’autre part, à l’attaque 

de l’ADN et probablement des protéines enzymatiques cellulaires. La mise en place 

du système de détoxification, par la mobilisation du tri-peptide le glutathion reste 

encore insuffisante pour la restauration de l’équilibre cellulaire.  
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L’ensemble des résultats obtenus montre la complexité des mécanismes 

déclenchés par les pesticides. Notre hypothèse est que l’exposition des cellules aux 

pesticides pourrait induire en premier lieu, à la libération d’espèces réactives 

oxygénées, qui conduirait à l’oxydation des lipides membranaires, des protéines et de 

l’ADN.  De plus, les pesticides semblent induire une mobilisation du glutathion. La 

dégradation des protéines serait due à l’activation probable des voies protéolytiques. 

Tous ces phénomènes seraient probablement en partie responsables de la toxicité 

provoquée par les différents pesticides. 

Ainsi, d’autres investigations seront nécessaires pour élucider le mécanisme 

exact de la toxicité induit par les pesticides et de comprendre les rôles relatifs des 

perturbations cellulaires et moléculaires impliquées dans le stress oxydatif 

occasionné. 
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RESUME 

 Les pesticides ont permis le développement de l’agriculture et ont contribué à 

l’augmentation des rendements et à la régulation de la production agricole. L’utilisation des 

produits phytosanitaires a également limité ou éradiqué un certain nombre de maladies 

parasitaires très meurtrières. Cependant, ces derniers, sont soupçonnés de présenter un risque pour 

la santé de l’homme et pour son environnement. Ils sont en effet fréquemment impliqués dans la 

réduction de la biodiversité terrestre et ils sont retrouvés dans les lacs et les rivières ainsi que dans 

les eaux douces souterraines et les eaux côtières 

 Dans cette étude, nous nous sommes intéressés particulièrement à l’étude des effets 

cytotoxiques de six pesticides comptant parmi les plus utilisés en Algérie.  

Notre travail a concerné en premier lieu à évaluer l’effet des différents pesticides sur la 

prolifération des cellules Véro in-vitro, et à déterminer les intervalles de concentrations 

cytotoxiques par le test du rouge neutre. Les résultats montrent que tous les pesticides induisent 

une cytotoxicité irréversible, et que les intervalles de concentrations cytotoxiques varient d’une 

famille de pesticides à une autre. 

L’effet des pesticides sur les protéines cellulaires a été réalisé par le dosage de ces dernières 

par la méthode de Lowry, les résultats obtenus montrent que les pesticides étudiés ont un effet sur 

les protéines cellulaires  

L’analyse de l’effet des pesticides sur la génération du malondialdehyde, marqueur du stress 

oxydatif a également été réalisé. Les résultats obtenus montrent que même à faible concentrations 

les pesticides induisent une peroxydation des lipides en corrélation avec la mobilisation du 

glutathion. Enfin, la fragmentation de l’A.D.N cellulaire serait probablement la conséquence de 

l’instauration d’un stress oxydatif qui aboutirait à l’attaque de l’A.D.N et /ou aux protéines 

cellulaires. 

 Mots-clés : Pesticides, cellules Vero, cytotoxicité, stress oxydatif, M.D.A, G.S.H. 

 



ABSTRACT 

 The pesticides allowed the development of agriculture and contributed to the increase in 

the outputs and the regulation of the agricultural production. The use of the pesticides also limited 

or eradicated number of very fatal parasitic diseases. However, they are suspected of presenting a 

health hazard of the man and for his environment. They are indeed frequently implied in the 

reduction of the terrestrial biodiversity and they are found in the lakes and the rivers like in 

underground fresh waters and coastal water  

 

 In this study, we were interested particularly in the study of the cytotoxic effects of six 

pesticides most used in Algeria.  

 

 Our work, initially, concerned the evaluation of the effect of the various pesticides on the 

proliferation of the Véro cells in-vitro, and to determine the intervals of cytotoxic concentrations 

by the test of the neutral red. The results showed  that all the pesticides induce an irreversible 

cytotoxicity, and that the cytotoxic intervals of concentrations vary from a family of pesticides to 

another. 

 The effect of the pesticides on cellular proteins was carried out by proportioning of these 

last by the method of Lowry, the results obtained show that the pesticides have an effect on 

cellular proteins. The analysis of the effect of the pesticides on the generation of 

malondialdehyde, marker of the oxydative stress was also carried out. The results obtained show 

that even with low concentrations the pesticides induce a peroxidation of the lipids interrelated 

with the mobilization of the glutathion. Lastly, the fragmentation of the cellular D.N.A. would be 

probably the consequence of the introduction of an oxydative stress which would lead to the 

attack of the D.N.A. and / or with cellular proteins. 

 

 Key Words: Pesticides, Vero cells, cytotoxicity, oxidative stress, M.D.A, G.S.H 

 

 

 



 ملخص�

 

 

 

 

قذ يكٍ اسخؼًبل انًبٛذاث حطٕٚز انشراػت ٔ قذ سبْى كذنك فٙ سٚبدة انغهت ٔحُظٛى الإَخبج انشراػٙ.كًب خفط اسخخذاو انًبٛذاث 

خطزا ػهٗ صحت الإَسبٌ ٔانبٛئت.  حشكم أَٓبفٙ  حشخبّ الأيزاضانقعبء ػهٗ انؼذٚذ يٍ الأيزاض انطفٛهٛت انقبحهت. كًب أٌ ْذِ 

ببنفؼم ػبيج أسبسٙ فٙ انحذ يٍ انخُٕع انبٕٛنٕخٙ, كًب َدذ ْذِ انًبٛذاث فٙ  الأرظٙ , انبحٛزاث,  الأَٓبر  حكٌٕٔكثٛزا يب 

 ٔانًٛبِ اندٕفٛت ٔانًٛبِ انؼذبت ٔانًٛبِ انسبحهٛت.

انُبحدت يٍ اسخؼًبل نسخت يبٛذاث يٍ بٍٛ الأكثز اسخؼًبلا فٙ فٙ ْذِ انذراست، ركشَب بشكم خبص ػهٗ دراست اٜثبر ٔ اٜفبث 

 اندشائز ػهٙ خلاٚب فٛزٔ.

إٌ فٙ  ػًهُب ْذا اْثًُب فٙ انًقبو الأٔل بخقٛٛى حأثٛز انًبٛذاث انًخخهفت ػهٗ اَقسبو خلاٚب فٛزٔ فٙ انًخخبز, ٔححذٚذ حزكٛش انًبٛذ 

ٓز انُخبئح أٌ خًٛغ انًبٛذاث نٓب آثبر لا رخؼت فٛٓب ، ٔأٌ ٚخزأذ حزكٛش انسبو ٔدنك ببخخببر الأحًز انًؼخذل ػهٙ انخلاٚب. ٔحظ

 انًبٛذاث انسبيت نهخلاٚب يٍ ػبئهت لأخزٖ.

حى حُفٛذ حأثٛز انًبٛذاث ػهٗ انبزٔحُٛبث انخهٕٚت انخٙ ٚؼبٚز نٓى طزٚقت نٕر٘ ، ٔانُخبئح. حبٍٛ أٌ انًبٛذاث انخٙ حى انحصٕل ػهٛٓب 

 نبزٔحُٛبث انخهٕٚتدرص ٚكٌٕ نٓب حأثٛز ػهٗ ا

ٔ دنك بخحهٛم حأثٛز انًبٛذاث ػهٗ حٕنٛذ انًبنٌٕ ثُبئٙ الانذْٛذ, ٔحظٓز انُخبئح أٌ حزكٛشاث يُخفعت ’ كًب حًج دراست الأكسذة

يٍ انًبٛذاث انحشزٚت نٓب ثبثٛز ػهٙ أكسذة انذٌْٕ , حزحبط يغ حشذ يٍ اندهٕحبثٌٕٛ. ٔأخٛزا ، فئٌ حفخٛج انحًط انُٕٔ٘ 

 نًحخًم أٌ ٚكٌٕ َخٛدت لإدخبل الأكسذة انخٙ حؤد٘ إنٗ ْدٕو يٍ انحًط انُٕٔ٘ ٔ / أٔ انبزٔحُٛبث انخهٕٚت.انخهٕ٘ يٍ ا

 

 : يبٛذاث ،خلاٚب فٛزٔ، الأكسذة ، اندهٕحبثٌٕٛ, انًبنٌٕ ثُبئٙ الانذْٛذ  انكهًبث انًفخبحٛت
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