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Résumé — Objectif : La pollution atmosphérique constitue un facteur de risque majeur pour la santé de I’homme. De
nombreuses études épidémiologiques ont établi une corrélation entre 1’exposition aux particules fines de diametre
aérodynamique inférieur a 2,5 um (PM, 5) et 1’apparition de pathologies respiratoires, notamment de cancers pulmonaires.
Notre travail a consisté a collecter des particules sur deux sites (P; et P,) de la ville de Dakar caractérisés par un trafic
automobile dense. Méthode : La collecte des particules a été effectuée par un impacteur en cascade. Les analyses physico-
chimiques effectuées sont : la granulométrie par microscopie électronique a balayage associée a une analyse par rayons X
(MEB-EDX) ; la détermination des fractions inorganique par spectrométrie d’émission atomique couplée a un plasma
inductif (ICP-AES) ; organiques (hydrocarbures aromatiques polycycliques et composés organiques volatils) par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) ; enfin, ioniques par chromatographie
ionique (CI). Résultats : L’exposition de cellules A549 a des concentrations croissantes de particules P; et P, provoque
une diminution significative de I’incorporation de la bromodésoxyuridine, de 1’activité de la déshydrogénase
mitochondriale et une augmentation de 1’activité de la lactate déshydrogénase extra-cellulaire. Ces tests ont permis de
déterminer les concentrations létales pour P; (CL;y=5,11 pg/cm2 et CL5o = 25,56 pg/cmz) et P, (CL;p=5,59 pg/cm2
etCL5(=27,97 pg/cmz). Latoxicité la plus importante est observée dans les cellules exposées a la concentration maximale
des particules P (48 pg/cm2). Conclusion : Ces résultats pourraient s’expliquer par les effets déléteres synergiques
engendrés par les fractions inorganique et organique, sources d’especes réactives de I’oxygene potentiellement toxiques.

Mots clés : Particules fines PM, s, caractérisation physico-chimique, cytotoxicité, cellules A549

Abstract — Objective: Air pollution is a major risk factor for human health. Numerous epidemiological studies have
clearly established a correlation between exposure to fine particulate matter (PM, 5) and the occurrence of respiratory
diseases, including lung cancer. Our work consisted of collecting particles from the city of Dakar, at two different sites
(P and P,) characterized by heavy automobile traffic. Method: The collection of particles was carried out using a cascade
impactor. Physico-chemical characterization of the collected PM was conducted using scanning electron microscopy
coupled with X-ray diffraction (particle size), inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (inorganic
chemicals), gas chromatography coupled with mass spectrometry (PAHs and VOCs), and ionic chromatography (ions).
Results: Exposure of A549 cells to increasing concentrations of P and P, particles causes a significant decrease in the
incorporation of bromodeoxyuridine, and in the activity of mitochondrial dehydrogenase, and an increase in the activity
of extracellular lactate dehydrogenase. These cytotoxic tests allowed the determination of the lethal concentrations for
P, (LCyo=5.11 pg/em?® and LCsq = 25.56 ug/em?) and P, (LC; o = 5.59 pg/em? and LCsy = 27.97 pg/em?). Conclusion:
The most significant toxic effect was observed in cells exposed to the highest concentration of Py particles (48 pg/cmz).
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The results obtained could be explained by the synergistic deleterious effects caused by the inorganic and organic
compounds bound to the PM, s, sources of reactive species of oxygen, and potentially toxic.
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1 Introduction

Les particules en suspension ou PM (Particulate Matter)
sont responsables de nombreuses maladies respiratoires chez
I’homme. Des études épidémiologiques ont corrélé 1’ exposition
aux PM et I’apparition de pathologies telles que 1’asthme et la
broncho-pneumopathie obstructive, et méme les cancers pul-
monaires [1, 2]. Ces nombreux effets ont conduit, dans les pays
développés, a la mise en place de politiques de réduction des
émissions anthropogéniques associées a I’ utilisation de techno-
logies modernes. En revanche, dans les pays en développement,
notamment en Asie et en Amérique Latine, ces émissions sont
en nette augmentation suite a une consommation importante
d’énergies fossiles. Des études épidémiologiques menées dans
ces deux régions ont mis en évidence 1’émergence des patho-
logies chroniques cardiorespiratoires reconnues sous la dépen-
dance des facteurs de risques environnementaux [3]. Ces
probleémes peuvent étre extrapolés en Afrique sub-saharienne,
ol le taux de croissance urbaine est le plus élevé au monde [4],
les systemes de mesures de la qualité de I’air, les données sur
la physico-chimie et les effets toxicologiques étant quasi inexis-
tants [5]. L’OMS a rapporté que prés d’un quart des déces sur-
venus en Afrique en 2002 serait attribué a des facteurs de risque
liés a I’environnement, dont 40 000 déces liés a la pollution de
I’air [6].

Eneffet,les PM proviennent aussi bien de sources naturelles
que de sources anthropiques. Elles constituent un ensemble
hétérogene de substances minérales ou organiques dont les
caractéristiques granulométriques et la composition chimique
varient selon leur origine. En milieu urbain, les PM proviennent
majoritairement des activités anthropiques. Le secteur des
transports automobiles est I’'un des principaux responsables de
leur émission dans 1’ air urbain. En se basant sur1’étude effectuée
a Copenhague, le trafic automobile contribuerait a I’émission
respective de 13 % de PM, 5, avec des particules de diametre
aérodynamique inférieur a 2,5 um, et de 32 % de PM;, avec
des particules de diametre aérodynamique inférieur a 10 um, [7].
De nombreux travaux sur la physico-chimie et les effets
toxicologiques des particules en suspension ont rapporté que
I’exposition aux particules fines (PM, 5) constitue un facteur de
risque pour la santé de ’homme [8, 9]. Du fait de leur faible
diametre, les PM, 5 peuvent pénétrer profondément dans les
poumons et atteindre les alvéoles, ot ils peuvent induire des
effets néfastes sur 1’épithélium pulmonaire [10]. A cause de leur
grande surface de contact, ces particules adsorbent les composés
organiques toxiques comme les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) et les composés organiques volatils
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(COV)[11]. Dans les alvéoles pulmonaires, les PM, 5 stimulent
la production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) qui
peuvent dériver directement des PM elles-mémes mais aussi de
leur composition chimique, notamment en métaux de
transitions [12]. Diouf et al. [13] ont montré une corrélation
entre la densité du trafic automobile a Dakar et I’augmentation
des affections broncho-pulmonaires chez les enfants.

Dans cette étude, les particules de diametre aérodynamique
inférieur 2 2,5 pm (PM; 5) sont collectées sur deux sites urbains
(Fann et Faidherbe) de la ville Dakar différant par le type de
véhicules qui y circulent. A Fann (P;) la majorité du trafic
automobile est effectué par les véhicules de transport en
commun («cars rapides»), alors qu’a Faidherbe (P,), ces cars
rapides sont absents et le trafic est essentiellement assuré par
les véhicules particuliers. Notre travail a consisté a déterminer
la composition chimique et la cytotoxicité des PM; s de Dakar.
Une caractérisation physico-chimique des particules sera
d’abord effectuée (distribution granulométrique, composition
chimique en éléments inorganiques et organiques), puis une
évaluation de la cytotoxicité globale des PM, 5 sur des cellules
épithéliales pulmonaires, la lignée A549.

2 Matériels et méthodes

2.1 Site et méthode de prélevement des PM

Les prélevements ont été effectués a Dakar (N 14° 63’ et
14° 37 ; W 17° 45 et 17° 27) qui est la capitale du Sénégal.
Dakar se situe sur une presqu’ile en écosysteme de savane seche,
présentant une superficie de 550 km?. L’agglomération de
Dakar concentre une population de pres 2,6 millions d”habitants
et 80 % des industries nationales.

Le trafic automobile est particulierement dense et vétuste
(70 % des véhicules ont plus de 10 ans). La majorité des trajets
motorisés (86 %) est assurée par des véhicules de transport en
commun, ou cars rapides, qui pour la plupart utilisent du car-
burant diesel (90 %) [14].

La collecte des PM a été effectuée a ’aide d’un impacteur
en cascade de type Staplex®, modele 236. Cette technique de
prélevement, utilisant un ensemble de plaques munies de fentes
calibrées, permet une collecte sélective des aérosols en fonction
de leur diametre aérodynamique. Cet impacteur a un débit
d’aspiration de 80 m>/h et comporte initialement six étages.

Deux sites caractérisés par un trafic automobile dense, ont
été choisis : Fann (P;), ou la majorité du trafic est représentée
par les véhicules de transport en commun nommés cars rapides,
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etFaidherbe (P,), qui se caractérise par1’absence de cars rapides
etun trafic majoritairement assuré par les véhicules particuliers.

La pompe est placée sur un support de 1,50 metre environ
de hauteur, a environ 2,50 metres de la voie. Les prélevements
ont été effectués uniquement la journée avec un temps de
prélevement de 8 heures par jour, pendant 5 jours a Fann et
4 jours a Faidherbe. Les particules collectées sur chaque site ont
été homogénéisées puis conservées a 4 °C.

2.2 Caractéristiques physico-chimiques des PM

2.2.1 Détermination de la granulométrie

Lagranulométrie de1’échantillon a été déterminée par1’ana-
lyse individuelle de 876 particules pour P; et de 880 particules
pour P, au microscope électronique a balayage associé a une
analyse par rayons X (MEB-EDX) [11].

2.2.2 Détermination de la composition chimique

Pour les éléments inorganiques, la procédure analytique
consiste d’abord en une digestion des particules dans un
mélange d’acides HNO3/HCIO4/HF (4/1/1 v/v/v) pendant une
durée de 3 heures. L’analyse des éléments est effectuée par
spectrométrie d’émission atomique couplée a un plasma
inductif (ICP-AES) [11].

La composition ionique de I’aérosol est déterminée apres
extraction des ions. Les ions étant fortement solubles dans 1'eau,
ils sont extraits en ajoutant une prise d’essai de 29,5 mg pour
Py et 24,4 mg pour P, d’échantillon de particules dans des
béchers contenant 23 mL et 18 mL d’eau ultra-pure, respecti-
vement pour P; et P,. L’ensemble est ensuite placé dans un bac
aultrasons pendant 30 minutes. Le lixiviat est filtré sur filtre mil-
lipore (0,45 um diametre). Le filtrat ainsi obtenu est utilisé pour
I’analyse des ions par chromatographie ionique de modele
Dionex® DX 100 pour les anions, et de modele Dionex®
ICS 900 pour les cations. L’éluant est composé de NaHCO3
(0,5 mM) et Na,COj5 (4,5 mM) pour les anions, et de CH3;SO3;H
(20 mM) comme éluant des cations [11].

La composition en éléments organiques est déterminée
apres une extraction au soxhlet a I’aide du dichlorométhane.
Cette extraction repose sur le principe de la percolation d’un
solvant organique a travers un échantillon solide contenu dans
une cartouche poreuse, entrainant ainsi les composés dissous.
Les composés organiques sont détectés a 1’aide d’une
chromatographie en phase gazeuse de type VARIAN de Modele
CP 3800, couplée a un spectrometre de masse (Modele
1200 QUADRUPOLE MS/MS) [11].

2.3 Matériel biologique et étude de la cytotoxicité

2.3.1 Culture de cellules A549

Le matériel biologique est constitué de pneumocytes de
type II, la lignée A549, initialement obtenue a partir d’un
explant de tissu alvéolaire carcinomateux d’un patient de 58 ans
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[15]. Ces cellules ont la propriété de se multiplier et d’étre
maintenues en survie grace a un repiquage hebdomadaire, leur
temps de dédoublement théorique étant de 24 heures.

En fonction des parametres d’étude considérés, la lignée de
cellules A549 est ensemencée dans des boites de Pétri, des
microplaques de culture a 96 puits, ou encore des flacons de
culture de 75 cm? (Corning ; Fisher Scientific Labosi SAS)
contenant du milieu essentiel minimum (MEM) avec des sels
de Earle et sans L-glutamine (In Vitrogen Life Technologies ;
Cergy Pontoise, France). Ce dernier est supplémenté a 1 % (v/v)
avec une solution de L-glutamine, a 1 % (v/v) avec une solution
d’antibiotiques (pénicilline —streptomycine),eta5 % (v/v)avec
du Sérum de veau feetal (Life Technologies). Les cultures de
cellules sont incubées a 37 °C sous une atmosphere controlée
de 5 % CO, et saturée en humidité.

2.3.2 Etude de la cytotoxicité globale

La cytotoxicité globale des particules a été déterminée sur
cette lignée grice a 4 méthodes complémentaires : 1’incorpora-
tion de la 5-Bromo-2’-désoxyUridine (BrdU), I’activité de la
déshydrogénase mitochondriale (DHm), I’activité de la lactico-
déshydrogénase extra-cellulaire (LDH) et Defficacité de
clonage.

Les particules ont été mises en suspension dans du milieu
MEM supplémenté de maniere a obtenir une solution mere per-
mettant d’exposer les cultures de cellules a une gamme de
concentration calculée sur la base d’études précédentes menées
sur une lignée de cellules embryonnaires humaines : lignée
L132 [16]. Cinq concentrations sont ainsi testées : 3;6; 12
24 et 48 pg/cm2. Chaque test de cytotoxicité fait I’objet d’une
observation en microscopie optique a I’aide d’un microscope
inversé (Olympus CKX41 ; Olympus France SAS) muni d’une
glissiere de contraste de phase précentrée (IXS2-SL ; Clara
Vision). Une acquisition d’images est réalisée a 1’aide d’une
caméra numérique couleur (Scion CFW-1310C ; ClaraVision)
et du logiciel Perfect Image (ClaraVision).

Détermination de l'incorporation
de la 5-Bromo-2’-désoxyUridine (BrdU)

L’incorporation de la BrdU (5-bromo-2’-désoxyUridine)
lors de la phase deréplication de I’ ADN est un reflet de I’ activité
mitotique et renseigne donc sur la prolifération cellulaire. Les
cellules ont été cultivées en présence de BrdU dans une micro-
plaque de culture a 96 puits, placée dans un incubateur (7 =
37 °C ;COy =5 % et saturé d’humidité). La cinétique observée
(24, 48 et 72 heures) a conduit a utiliser 3 microplaques ense-
mencées avec 2 x 10* cellules/200 uL/puits. Pour chacune des
microplaques, 8 puits ont été exposés aux différentes concen-
trations testées (3 ;6;12;24 et 48 pg/cm2), 16 puits ne contenant
que du MEM supplémenté ont été considérés comme des
témoins négatifs, etenfin 8 puits contenant du Triton X100 (2 %
v/v) servent de témoins positifs. Ce test de cytotoxicité a été réa-
lisé grace a I’ utilisation du kit « Cell proliferation ELISA BrdU
(colorimetric) » (Roche Applied Science; Allemagne).
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Son principe consiste en I’immunodétection par fixation d’un
anticorps Anti-BrdU conjugué & une peroxydase sur la BrdU
incorporée a I’ ADN des cellules exposées. La conversion de la
tétraméthylbenzydine par la peroxydase est quantifiée par
mesure au spectrophotometre a 370 nm (A référence = 490 nm)
grice a un lecteur de microplaques (MRX ; Dynatech labora-
tories ; France).

Détermination de I'activité de la déshydrogénase
mitochondriale (DHm)

Laprolifération cellulaire est corrélée al’activité delaDHm
(déshydrogénase mitochondriale). Les cellules sont cultivées
dans une microplaque de culture a 96 puits. La cinétique obser-
vée (24, 48 et 72 heures) a conduit a utiliser 3 microplaques
ensemencées dans les mémes conditions que celles appliquées
pour le test BrdU. Une augmentation du nombre de cellules
viables entraine une augmentation de 1’ activité globale des dés-
hydrogénases mitochondriales dans 1’échantillon. L’augmenta-
tion de I’activité de cette enzyme entraine une augmentation de
la quantité de formazan formé qui est directement proportion-
nelle au nombre de cellules métaboliquement actives. L’activité
de la DHm est étudiée grice au test de cytotoxicité WST-1
(Roche Applied Science ; Allemagne), qui consiste a étudier la
transformation par clivage d’un sel de tétrazolium, le 1,3-disul-
fonate de 4-[3-(4-iodophényle)-2-(4-nitrophényle)-2H-5-tétra-
zolio]-benzene, en composé formazan coloré par mesure au
spectrophotometre a 450 nm (A référence = 630 nm) grice a un
lecteur de microplaques (MRX ; Dynatech laboratories ;
France).

Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)
extra-cellulaire

La LDH (lactate déshydrogénase) est une enzyme
cytoplasmique. Une augmentation de la concentration de cette
enzyme dans le milieu extra-cellulaire indique une
augmentation de cellules qui présentent une perméabilité
membranaire. La détermination de I’activité de la LDH extra-
cellulaire estréalisée sur les surnageants de culture prélevés lors
de I’étude de D’activité de la DHm, grace au « Cytotoxicity
detection kit (LDH) » (Roche Applied Science ; Allemagne).La
LDH oxyde le lactate en pyruvate, ce qui a pour effet de réduire
le NAD" en NADH, H* qui se régénére en réduisant un sel de
tétrazolium jaune en composé Formazan rouge, détecté par
mesure au spectrophotometre 2 490 nm (A référence = 630 nm)
grice a un lecteur de microplaques MRX.

Efficacité de clonage

Des cellules en phase exponentielle de croissance (n =250)
ont été cultivées dans des boites de Pétri (60 x 15 mm ; Corning ;
Fisher Scientific Labosi SAS) contenant du MEM complet,
supplémenté a 10 % avec du SVF [17]. Huit boites, choisies au
hasard, ont été exposées a chacune des cinq concentrations
testées (3; 6; 12; 24 et 48 pg/cmz). Seize boites n’étant
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incubées qu’avec du MEM supplémenté ont constitué les
témoins. Les cellules ont été placées pendant 9 jours dans un
incubateur (7= 37 °C ; CO2 = 5 % et saturé d’humidité). Les
clones ont été fixés, colorés avec du violet cristal, puis comptés
sous loupe binoculaire. Le calcul des pourcentages de viabilité
par comparaison avec les boites témoins a permis de déterminer
les concentrations létales a 10 % (CL;q) et a 50 % (CLs).

2.4 Analyses statistiques

Lesvariables aléatoires quantitatives continues considérées,
a savoir le nombre de clones, I’incorporation de la BrdU,
I’activité de la DHm et I’activité de la LDH, ont été décrites par
leurs moyennes et écarts-types. Les valeurs de variables
aléatoires de chaque groupe (contrbles négatifs, contrdles
positifs, concentrations croissantes de 1’aérosol) ont été
comparées a celle du groupe témoin grice au test non
paramétrique U de Mann Whitney. Le risque d’erreur de
premiere espéce (o) consenti était 0,05. Le traitement des
données a été réalisé avec le logiciel d’analyses statistiques
« SPSS 12.0 for Windows », version 12.0.1, novembre 2003
(SPSS France, Paris, France).

3 Résultats

3.1 Résultats de la physico-chimie

La masse totale des particules prélevées correspond a
145 mg a Fann (P;) et 242 mg a Faidherbe (P,) pour 5 jours et
4 jours respectivement sur les deux sites. Ceci correspond en
moyenne a des concentrations journalieres respectives de
45,31 ;Jg/m3 a Fann et 94,45 pg/m3 a Faidherbe. Les observa-
tions au microscope électronique a balayage (figure 1) réalisées
sur les particules P; et P, montrent des différences structurales
entre les particules d’origine naturelle a surface rugueuse (B et
C) et anthropique a surface lisse (A).

L’analyse de la granulométrie de I’échantillon de particules
étudiées montre aussi que les fréquences relatives et cumulées
(figure 2) des PM|, PM, 5, PMj5 sont respectivement €gales a
17 %, 40 % et 77 % pour Py et 15 %, 53 % et 83 % pour P,.

Les résultats de I’analyse en ICP-AES des prélevements P;
et P, (tableau I) ont montré une présence de nombreux éléments
inorganiques avec majoritairement des éléments comme le Ca,
Al, Na, Fe, Mg, Ti inégalement répartis. En effet, les teneurs de
certains éléments comme le Ca, Al, Mg et K sont plus élevées
a Faidherbe, alors que pour d’autres, comme le Na, Fe et Cr,
elles sont plus importantes a Fann.

L'analyse par chromatographie ionique des PM a permis
d’identifier certains ions dits majeurs (tableau II). Les teneurs
obtenues sur les deux sites sont plus importantes pour les cations
que pour les anions, al’exception du F~ qui présente des teneurs
importantes respectivement de 29,2 ug/mg et 33,8 ug/mg pour
Fann et Faidherbe. Le ratio CI7/ Na* obtenu est respectivement
de 0,2 et 0,3 pour Fann et Faidherbe.
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Fig. 1. Observation en microscopie électronique a balayage de particules P; (A et B) et P, (C).
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Fig. 2. Distribution granulométrique, exprimée en fréquences relatives et en fréquence cumulées des particules P; et P, prélevées a Dakar.

Les résultats présentés dans le tableau III montrent les
concentrations en HAP et en composés organiques désorbés
(paraffines) dans les deux prélevements Py et P,. Il apparait que
les teneurs totales en HAP obtenues sont en moyenne 8 fois plus
élevées pour Py (414,68 pg/g) que pour P, (49,62 ng/g). Les
teneurs totales en paraffines suivent la méme tendance avec des
concentrations plus importantes pour les particules P,
(258,71 pg/g) que pour P, (51,61 pg/g).

3.2 Résultats de la cytotoxicité

La figure 3 montre I’incorporation de la BrdU par les A549
incubées en présence de concentrations croissantes de
particules P; et P, pendant 24, 48 et 72 h. On note une
diminution significative de I’incorporation de la BrdU pour les
cellules exposées aux concentrations 24 et 48 ;,lg/cm2 de P et
P, et ce indépendamment du temps d’incubation.
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Tableau I. Composition des particules en éléments inorganiques.

Teneurs en pourcentage (%) de masse
Composés inorganiques
Fann (P)) Faidherbe (P,)

Ca 6,91 7,43

Al 5,45 6,00

Na 4,36 3,76

Fe 4,01 3,84
Mg 1,01 1,31

K 0,78 1,06

Ti 0,37 0,27

Cr 0,15 0,14
Mn 0,06 0,06

Zn 0,04 0,06

Ni 0,03 0,03

Cu 0,02 0,02

Pb 0,01 0,03

\% 0,01 0,01

Cd <LD <LD

Co <LD <LD

< LD : limite de détection

La figure 4 montre que la diminution significative de
Iactivitt de la DHm est non seulement fonction de la
concentration mais aussi fonction du temps d’incubation (24 h,
48 h, 72 h) pour les cellules exposées aux concentrations 12, 24
et48 ug/cm2 de P, et aux concentrations 24 et 48 pg/cm2 de P,.

L’activité de la LDH extra-cellulaire a augmenté de fagon
significative en fonction de la concentration, indépendamment
du temps d’exposition des cellules A549 aux particules P;. En
revanche, dans les cellules exposées aux particules P,,la LDH
augmente significativement en fonction de la concentration et
du temps (figure 5).

Laméthode deI’efficacité de clonage a montré une mortalité
significative des cellules A549 exposées aux concentrations de
particules supérieures ou égales a 12 pg/cm2 (p <0,05) pour P,
et 24 ;,1g/cm2 (p < 0,05) pour P, (figure 6). Cette méthode a
permis de déterminer les concentrations létales 10 % et 50 %
des particules Py (CL;o=5,11 ug/cm2 et CL55=25,56 pg/cmz)
et P, (CL,( = 5,59 ug/em? et CLsg = 27,97 ug/em?).

4 Discussion

Les particules urbaines ont un impact majeur sur la qualité
de D’air et la santé des populations, notamment les particules
dites fines (PM; s) et ultrafines (PM), majoritairement €émises
en milieu urbain par les véhicules [7]. Depuis une dizaine
d’années, les preuves d’une relation causale entre les variations,
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Tableau II. Concentrations des ions solubles obtenus dans les PM
apres analyse par chromatographie ionique.

Concentrations (ug/mg)
Especes ioniques Fann (P) Faidherbe (P,)

Na* 50,2 37,8
NH,* 31,8 374
K+ 29,6 23,5
Mg>* 29,6 23,5
CaZt 29,2 33,8
F 29,2 33,8
ClI- 11,5 10,7
NOj3 3,5 3,0
SOf_ 2,1 2,7

Tableau III. Composition des particules en HAP et en composés

organiques désorbés (paraffines).

Fann P, Faidherbe P,
HAP (ug.g™")
Chrysene 94,96 3,02
Benzo(a) anthracene 88,25 1,80
Benzo(k) fluoranthene 81,65 4,93
Benzo(b) fluoranthene 70,58 2,86
Benzo(a)pyrene 37,56 <LD
Indeno (1,2,3 cd)pyrene 13,20 8,47
Benzo (ghi) perylene 10,35 9,70
Pyrene 6,42 10,34
Fluoranthene 5,64 <LD
Dibenzo (ah) anthracene 5,38 <LD
Naphtalene 0,70 1,07
Phenanthrene <LD 4,46
Anthracene <LD 2,96
Total HAP 414,68 49,62
Paraffines (pg,g’l)
Docosane (C22) 81,24 10,86
Heneicosane (C21) 73,66 13,96
Eicosane (C20) 48,70 8,79
Nonadecane (C19) 24,47 5,07
Tricosane (C23) 12,93 <LD
Octadecane (C18) 8,24 2,56
Heptadecane (C17) 8,10 8,72
Hexadecane (C16) 1,37 1,65
Total paraffines 258,71 51,61

LD : limite de détection
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Fig. 3. Incorporation de la Bromo-2’-désoxyUridine (BrdU) dans les cellules A549 exposées a des concentrations croissantes de particules de Fann (P1)
et Faidherbe (P2) apres 24, 48 et 72 heures (Test U de Mann Whitney ; vs témoins ; * : 0,01 <p < 0,05 ; ** : 0,001 <p < 0,01 ; *** : p <0,001).
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Fig. 4. Activité de la déshydrogénase mitochondriale (DHm) dans les cellules A549 exposées a des concentrations croissantes de particules de Fann
(P1) et Faidherbe (P2) apres 24,48 et 72 heures (Test U de Mann Whitney ; vs témoins ; * : 0,01 <p<0,05 ; ** : 0,001 <p<0,01 ; *** : p<0,001).
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Fig. 5. Activité de la Lacticodéshydrogénase extra-cellulaire dans les cellules A549 exposées a des concentrations croissantes de particules de Fann
(P1) et Faidherbe (P2) apres 24, 48 et 72 heures (Test U de Mann Whitney ; vs témoins ; * : 0,01 <p <0,05 ; ** : 0,001 <p<0,01 ; *** : p<0,001).

acourt terme, des niveaux de pollution atmosphérique et 1’inci-
dence de diverses manifestations morbides, voire un exces de
mortalité, ont été établies par plusieurs études épidémiologiques
[18, 19]. Cependant, il est difficile d’interpréter les résultats de

ces études épidémiologiques en I’absence d’une caractérisation

physico-chimique dépendante de 1’origine des particules et des
mécanismes physiopathologiques sous-jacents responsables
des effets déléteres encore peu connus. Néanmoins, les nom-
breuses études effectuées dans les pays développés ont permis
de mettre en place des mesures pour I’amélioration de la qualité
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Fig. 6. Taux de survie des cellules A549 exposées aux particules P1 de Fann et P2 de Faidherbe pendant 9 jours. Détermination des concentrations

l1étales a 10 % et a 50 %.

de I’air ; ce qui n’est pas le cas en Afrique subsaharienne ot les
données sur la pollution sont quasi inexistantes [3].

Notre travail a donc consisté a réaliser une caractérisation
physico-chimique de prélevements de particules en zone
urbaine dans la ville de Dakar, et & déterminer leur cytotoxicité
globale a partir de quatre tests complémentaires : incorporation
de la BrdU, activité de la DHm, activité de la LDH extra-
cellulaire et efficacité de clonage.

Les particules ont été collectées al’aide d’un impacteur en cas-
cade a haut débit sur deux sites urbains : Fann (prélevements Py)
et Faidherbe (prélevements P,), caractérisés par un trafic auto-
mobile important.

Les concentrations journalieres de PM;s obtenues
(45,31 pg/m3 aFannet94.45 pg/m3 aFaidherbe) sontlargement
supérieures a la valeur standard de la qualité de 1’air ambiant
(NAAQS) (15 pg/m3) de I’agence américaine pour 1’environ-
nement (US EPA) et a la valeur guide de I’OMS (10 pg/m3),
indiquant que la ville de Dakar présente une pollution impor-
tante. L’analyse granulométrique (figure 2) a permis d’obtenir
les fréquences cumulées des PM |, PM, s et PMsrespectivement
égalesa 17 %,39 % et 77 % pour les particules prélevées a Fann
(Py) et 15 %, 53,5 % et 83,4 % pour les particules prélevées a
Faidherbe (P;). Ces résultats montrent que les PM, 5 sont plus
importantes a Fann qu’a Faidherbe. De nombreuses études ont
montré que les PM,; s, du fait de leur faible diametre, peuvent
pénétrer jusqu’aux alvéoles pulmonaires ou elles peuvent exer-
cer des effets déléteres [20, 21]. La caractérisation chimique des
particules a révélé la présence de divers éléments inorganiques
(tableau I). Les résultats sont globalement homogenes sur les
deux sites avec majoritairement des éléments comme le Ca, Al,
Na, Fe, Mg, K, Ti, Cr. Certains éléments proviendraient de
sources naturelles (Ca, Na, Mg...), alors que d’autres auraient
plutdt une origine anthropique (Al, Fe, Cr, Zn, Pb...). L analyse
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par chromatographie ionique a montré la présence d’ions
majeurs CI~, Na*, Mg2+, K*, SOf_ et NOj3 dans les prélevements
P, et P, (tableau II). Parmi ces ions, certains sont reconnus pour
leur origine naturelle (CI", Na*, Mg?*, K*), alors que d’autres
comme le SO42_ et NOj3 sont plutdt reconnus pour leur origine
anthropique, notamment par 1’utilisation de I’énergie fossile,
donc du trafic automobile [22]. Le ratio molaire C1/Na™ est un
bon indicateur de la contribution marine [23]. Les valeurs obte-
nues 0,2 et 0,3 respectivement pour Fann et Faidherbe indiquent
une déficience en chlore dans la formation du sel marin. Ceci
pourrait se justifier par le fait que le CI™ est utilisé lors des réac-
tions rapides du NaCl avec les acides sulfurique et nitrique
lorsque I’humidité relative est comprise entre 50-100 %, contri-
buant ainsi a la production du HCIl gazeux [24]. En effet,
I’humidité relative moyenne de cette période est de 79 % [25].

L’analyse des particules par GC-MS montre que les préle-
vements effectués a Fann (P;) sont plus riches en HAP et en
paraffines que ceux de Faidherbe (P,) (tableau III). Les teneurs
en HAP sont 8 fois plus importantes dans les prélevements P
que dans P,, quant a celles des paraffines, elles sont 5 fois plus
importantes pour Py que pour P,. Les fortes concentrations en
composés organiques sur les particules P; prélevées a Fann
pourraient s’expliquer par la présence des véhicules « cars
rapides » sur ce site. En effet, ces véhicules sont vétustes ; 70 %
d’entre eux ont plus de 10 ans, et 90 % consomment encore du
carburant diesel [14]. Des études antérieures ont montré que ces
véhicules contribuent grandement au rejet des composés orga-
niques dans 1’air en milieu urbain [7, 26].

Les particules fines adsorbent également a leur surface des
composés organiques pouvant ainsi augmenter leur toxicité [27,
28]. Celle-ci a été déterminée en utilisant des tests de cytotoxi-
cité globale (incorporation de la 5-bromo-2’-désoxyuridine
(BrdU), I’ activité de la déshydrogénase mitochondriale (DHm),
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I’activité de la lacticodéshydrogénase extra-cellulaire (LDH) et
I’efficacité de clonage) sur des cellules A549. Ainsi I’incorpo-
ration de la BrdU a diminué significativement dans les cellules
exposées aux particules P; et P, aux concentrations 24 et 48 pg/
cm? (figure 3), indépendamment du temps d’incubation. De
méme, une diminution de 1’activité de la DHm dans les cellules
exposées aux particules P, et P, a été observée. Cette baisse est
significative dans les cellules exposées aux concentrations
égales ou supérieures a 3 pg/crn2 pour les particules P; et 6 ug/
cm? pour celles de P, (figure 4). Cette diminution de la DHm
s’effectue également en fonction du temps dans les cellules
exposées aux concentrations 24 et 48 pg/cmz, notamment pour
les cellules exposées aux particules de Fann (P;) ou la circula-
tion est majoritairement faite de voitures de transport en
commun. La plus forte baisse est observée dans les cellules
exposées a la concentration maximale 48 pg/cm2 de particules
P, aprés 72 h d’incubation. Ces résultats de la BrdU et de la
DHm montrent la capacité des particules P et P, a altérer la
division cellulaire et le métabolisme mitochondrial.

Ces mémes particules P; et P, ont provoqué une augmen-
tation de l’activité de la LDH extra-cellulaire (figure 5) en
fonction de la concentration, hausse qui est significative des la
concentration 3 pg/cmz, indépendamment du temps d’incuba-
tion. Cette augmentation traduit ainsi une perturbation de
I’intégrité et/ou de la perméabilité membranaire.

Afin de conforter ces observations, des courbes de survie
cellulaire ont été réalisées pour les deux prélevements, grice a
la méthode de I’efficacité de clonage. Les résultats ont permis
de constater une mortalité significative des cellules A549
exposées particules P et P, (figure 6). Les concentrations
1étales 10 % et 50 % des particules Py (CLy = 5,11 ug/em? et
CLsg = 25,56 pg/em?) et Py (CLy( = 5,59 pg/em? et CLgg =
27,97 pg/cmz) ont pu étre déterminées grace a cette méthode.

L’ensemble de ces résultats met en évidence le mélange
complexe et hétérogene d’éléments inorganiques et de
composés organiques des particules prélevées a Dakar. Il a été
démontré que les métaux de transition tels que le Co, Cu, Fe,
Mn, Ni... induisent la production d’especes réactives de
I’oxygene (ERO) comme le radical hydroxyle et 1’anion
superoxide, apres I’inhalation et le dépot des particules sur les
alvéoles pulmonaires [12]. Ces ERO se fixent sur les lipides et
les protéines membranaires, et méme 1’ ADN, entrainant leur
destruction et pouvant aboutir a la mort cellulaire par apoptose
ou nécrose. Les teneurs importantes de métaux de transition
dans les prélevements de Dakar pourraient justifier les résultats
observés dans 1’étude de la cytotoxicité globale, notamment
I’altération de la division cellulaire et du métabolisme
mitochondrial, ainsi que la perturbation de I’intégrité et/ou de
la perméabilité membranaire.

Il a été décrit que des phénomenes d’addition, de synergie
et méme d’antagonisme peuvent s’observer dans les effets
induits par les différents composés (inorganiques et organiques)
présents dans les particules. L’ activation métabolique des com-
posés organiques présents a la surface des PM pourrait étre
influencée par les éléments inorganiques [29]. L’étude réalisée
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par I’équipe de Vakharia et al. [30] a mis en évidence une aug-
mentation de I’internalisation des HAP lors d’une exposition
concomitante avec divers métaux comme As, Hg, Cd, Pb... Au
cours de cette phase, interviennent des enzymes, notamment la
famille multigénique des Glutathion S-Transférase (GST). Ces
enzymes ont pour substrat des composés chimiques contenant
un groupement électrophile hautement réactif vis-a-vis des pro-
téines, lipides ou acides nucléiques, et donc potentiellement
toxiques pour I’organisme [31]. Notre étude a montré une baisse
plus importante de I’activité de la DHm dans les cellules expo-
sées aux particules P; aux concentrations 24 et 48 pg/cm2 apres
48 h et 72 h d’incubation. Donc, en plus de I’effet lié a la pré-
sence des éléments inorganiques, les composés organiques, tres
présents dans les particules prélevées a Fann (P;), auraient accru
leur toxicité. En effet, au cours de leur biotransformation, les
composés organiques sont convertis en métabolites actifs. Cette
phase d’activation se fait grace aux cytochromes P-450 localisés
principalement, chez1’homme, dans les cellules Clara, les pneu-
mocytes I et II (ex: A549), les cellules endothéliales, les
macrophages alvéolaires ainsi que les cellules bronchiales
ciliées. Ce processus d’activation des composés organiques,
nécessitant plus de temps, expliquerait 1’apparition tardive de
leurs effets (48 h et 72 h).

5 Conclusion

Notre travail se proposait de déterminer les caractéristiques
physico-chimiques des particules prélevées dans la ville de
Dakar au Sénégal, et d’évaluer leur cytotoxicité sur les
cellules A549.

L’analyse chimique a permis de déterminer divers é1éments
inorganiques présents dans les deux prélevements urbains (P,
et P,). De nombreux éléments potentiellement toxiques ont été
retrouvés comme les métaux de transitions (Fe, Cu, Zn, Co...)
reconnus comme générateurs de stress oxydant. De méme, des
composés organiques ont pu étre déterminés dans les particules
avec une forte proportion obtenue dans les particules P;. En
effet, ces composés sont adsorbés a la surface des particules, et
la présence importante de particules fines dans 1’échantillon
montre que ces composés peuvent atteindre la surface
alvéolaire. Leur biotransformation peut aboutir a la formation
de métabolites actifs potentiellement toxiques.

L’étude de la cytotoxicité globale a révélé que les particules
de Dakar peuvent entrainer une perturbation de la division
cellulaire et du métabolisme mitochondrial, tout comme
I’altération de l’intégrité membranaire des cellules A549.
Ces tests cytotoxiques ont également permis de déterminer
la relation dose/effets par laquelle les CL;y et CLsy des
deux prélevements ont pu étre déterminées. Cette étude a
mis en évidence l’influence des véhicules de transport en
commun (ex : « cars rapides ») dans les effets toxiques des
particules.
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Afin de compléter ce travail, des études sur les mécanismes
physiopathologiques (inflammation, stress oxydant, apop-
tose...) permettraient de mieux comprendre le rdle de la fraction
inorganique et de D’activation métabolique des composés
organiques.
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