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Introduction

Les xenobiotiques sont des molécules étrangeres a l'organisme, généralement de
nature organique, et qui peuvent produire des effets toxiques selon le moment, la durée et la
dose d'exposition. La pollution des écosystemes peut avoir différentes origines, notamment
I’agriculture intensive qui constitue une grande source de la dispersion des pesticides dans
I’environnement. L’objectif était d’une part la lutte contre les maladies nuisibles aux plantes,
a ’homme et aux animaux, d’autre part ’amélioration du rendement et de la qualité des

cultures (Tudi et al., 2021).

Les pesticides peuvent affecter les fonctions biochimiques et physiologiques des
globules rouges (GR), ces dernieres sont particuliérement sensibles aux dommages oxydatifs
en raison de la présence d’une teneur élevée en acides gras poly-insaturés (AGPI) dans leurs
membranes et des concentrations cellulaires élevées d’oxygene et d’hémoglobine (Hb)
(Prasanthi et al., 2005; Mansour et Mossa, 2009).

Le stress oxydatif se produit lorsque la production de molécules nocives (les radicaux
libres) excede la capacité de neutralisation du systeme de défense antioxydant. Au cours d’un
fonctionnement normal, le corps produit des radicaux libres qui sont normalement neutralisés
et détruits par les antioxydants. Dans le cas des carences en antioxydants, 1’équilibre se rompt
avec apparition du stress oxydatif annonciateur de maladies diverses (Favier, 2006 ; Burton
et Jauniaux, 2011 ; Sosa et al., 2013).

Les antioxydants constituent un arsenal de défense contre les dommages oxydatifs en
neutralisant les radicaux libres (Baudin et al., 2020). Selon le mécanisme d'action, on
distingue les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Park et al., 2001). Dans la
présente étude, on s’intéresse aux antioxydants non enzymatiques plus exactement, la
vitamine C (acide ascorbique) et la vitamine E (a-tocophérol), qui sont des molécules
bioactives connues pour leur bonne réputation a 1’égard des consommateurs et ainsi la facilité

de leur commercialisation.

A la lumiéere de ces données et dans ce contexte, I’objectif de notre travail consiste a
connaitre 1’intérét des deux vitamines C et E contre le stress oxydant induit par 1’insecticide
chlorpyrifos sur les érythrocytes humains in vitro. Et pour cela, on suit un protocole
expérimental ou on va doser la turbidité cellulaire, hémoglobine (Hb) et méthémoglobine
(MetHb) intracellulaire et extracellulaire, la peroxydation lipidique, et la stabilité de

I’hémoglobine comme des biomarqueurs de stress oxydant.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3203917/#CIT0029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3203917/#CIT0026
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I.1. Généralités sur les pesticides

Le monde agricole a connu une révolution qui la progressivement fait passer a une
activité industrielle. L'augmentation des rendements s'est faite en paralléle & une utilisation
intensive de produits phytosanitaires (Karami et Abdollahi,2011). IIs assistent a une
explosion d’utilisation de ces produits désignés d'une maniere désagréable par le public sous
le terme de « pesticide » dans plusieurs domaines, agricole, domestique, industriel et en

médicale (Rajapakse et al., 2012).
1.1.1. Définition

Les pesticides sont un groupe de composés chimiques largement appliqués pour
limiter le développement d’un large éventail d’organismes nuisibles, notamment les
ravageurs, les insectes, les mauvaises herbes et autres (Abhilash et Singh,2009 ;
Rohani,2023).

La consommation de pesticides est encore trés élevée en Algérie (Bettiche et
al.,2017 ; Hadjer et al.,2018). Plus de 480 de matiéres actives de pesticides sont enregistrees.
En Algérie, Dans la région de zibans (Biskra), les primeurs sont cultivés sous serre,
nécessitant d'importants apports de ressources chimiques (fertilisants et pesticides) (Bettiche
et al.,2017).

1.1.2. La classification des pesticides

» Selon leurs cibles

Tableau I : Classifications des pesticides selon leurs cibles. (Rohani,2023).

Bactéricides Bactéries
Insecticides Insectes
Fongicides Champignons
Herbicides Mauvaises herbes
Acaricides Acariens
Nématicides ntr Nématodes
Rodenticides CO t € Rongeurs
Algicides Algues
Piscicides Poissons
Virucides Virus
Avicides Oiseaux
Molluscides Escargots
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» Selon la composition chimique

Il existe quatre principaux pesticides classes selon leur composition chimique : les
organochlores, les organophosphorés et les pesticides a base de plantes (Sulaiman et al.,
2019).

Les pesticides organophosphorés (OP): ont une efficacité modérément élevée et une
moindre persistance (Yan et al., 2015). On les trouve couramment dans le sol, I'atmosphére,
les eaux souterraines et les produits agricoles. (Exemple : Le parathion et le malathion),
(Sulaiman et al., 2019).

Les organochlorés : sont des pesticides organiques qui contiennent au moins cing atomes de
chlore. Les pesticides organochlorés, peuvent provoquer des convulsions et des paralysies en
perturbant le systeme nerveux de l'insecte cible (exemple : le dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT) et le chlordane) (Yadav et Devi ,2017 ; Sulaiman et al., 2019).

Les carbamates : les carbamates et les organophosphorés sont similaires en termes de
structure et de principe de fonctionnement, Cependant, ces pesticides ont une origine
différente de celle des carbamates, qui sont déerives de l'acide carbamique, (exemple : Le

carbaryl et I'aminocarb) (Sulaiman et al., 2019).

Pesticides pyréthroides synthétiques : définis comme une combinaison de pesticides
organiques qui sont fabriqués par duplication des pyréthrines naturelles. 1l s'agit de I'un des
insecticides les plus sOrs qui puisse étre appliqué sur les produits alimentaires, (exemple :
cyperméthrine et la perméthrine) (Sulaiman et al., 2019).

1.1.3. Voies de pénétration des pesticides dans I’organisme

Les pesticides pénetrent dans le corps humain de trois maniéres principales :

Voie cutanée : L’exposition cutanée est la voie d'exposition la plus courante et la plus
efficace (Krieger et al., 2000), pour les agriculteurs qui sont exposés aux pesticides en raison
d'éclaboussures, de déversements ou de dérives de pulvérisation de pesticides
(Mahaboonpeeti et al., 2018) en particulier lorsqu'ils utilisent des pesticides en agriculture

ou dans les activités ménageres (Siriwat et al., 2021).

Voie respiratoire : L’exposition respiratoire (par inhalation ou respiration) se produit en
raison des composants volatils des pesticides (Msibi et al., 2021 ; Ratanachina et al., 2022),

et est dangereuse pour la santé des travailleurs, en particulier pour leur nez, leur gorge et leurs

3
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tissus pulmonaires s'ils inhalent de grandes quantités de pesticides dans I'environnement par
I'air, I'eau et le sol (Tudi et al., 2021 ; Ratanachina et al., 2022).

Voie orale (digestive) : La voie la plus courante est I'exposition orale, qui provoque de graves

problémes de santé (Zhao et al., 2014 ; Lei et al., 2015). L'exposition orale aux pesticides

peut survenir lorsque les personnes qui produisent ou utilisent des pesticides ne se lavent pas

les mains avant de consomme des aliments contaminés par des pesticides ou de fumer
(Kwong et al., 2021).

1.1.4. Influence des pesticides sur les fonctions physiopathologiques

Tableau Il : Quelques troubles physiopathologiques liés a I’exposition des pesticides
(Chubilleau et al., 2011).

Pathologie

Population cible

Exposition

Conclusion

Références

Cancer (de la

Agriculteurs

Organochlorés ;

Association claire

(Acquavella et

prostate, de Organophosphorés entre cancer de la al.,1998) ;
pancréas, du Thiocarbamtes leévre et pesticides (Brown, 2006)
poumon, de ;TriazinesFumigantes ;| uniguement ;( Alvanaja,
I'ovaire) DDT Fongicides 2004)
Maladie de Consommateurs | Pesticides Exposition aux (Brown,
Parkinson pesticides augmente | 2006) ;
le risque de maladie | (Alvanaja,
de parkinson 2004)
Troubles Consommateurs | Pesticides Effets neurologiques | (Alvanaja,
neurologiques Organophosphorés Controversés 2004)
Leucémie Agriculteurs Organochlorés Association suggérée | (Alvanaja,
Organophosphorés entre leucémie et 2004)
Carbamates activité agricole
Cancer dela | Agriculteurs Organochlorés ; Association positive | (Alvanaja,
prostate Organophosphorés entre cancer de la 2004)

Thiocarbamtes
;TriazinesFumigantes

prostate at activité
agricole
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1.2. Chlorpyrifos

1.2.1. Définition

Le chlorpyrifos (CPF) (figure 1), un composé organophosphoré a large spectre, est un
produit phytosanitaire efficace et largement utilisé contre une grande variété de ravageurs,
notamment les insectes, les mauvaises herbes, les rongeurs, les champignons et d'autres
agents pathogénes des plantes (Huang et al., 2020), (Saulsbury et al., 2009). Le chlorpyrifos
est I'un des insecticides OP les plus utilisés dans le monde aujourd'hui (Echeverri-Jaramillo
et al., 2021).

Figure 1 : Structure chimique du chlorpyrifos (Saulsbury et al., 2009).

e Utilisation : le chlorpyrifos utilisé pour tuer des moustiques que des cancrelats, des
larves de scarabées, des puces, des mouches, des fourmis et des poux (Sawicki et al.,
2018). Il est utilisé aussi comme insecticide sur les graines, le coton, les fruits, les noix
dans les champs et vergers. Il est aussi répertorié comme antiparasitaire en utilisation
sur le mouton et les dindes, des logements domestiques, des batiments agricoles, des
poubelles de stockage (Ubaid Ur Rahman et al., 2021).

1.2.2. Propriétés physico-chimiques :

Tableau I11 : Propriétés physico-chimiques de CPF (Bouraie et Abdelghany,2020).

Nom propre Chlorpyrifos

Nom IUPAC O, O-diéthyl-O-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphonothioate
Formule moléculaire C9H11CI3NO3PS

Poids moléculaire 350.6 g/mol

Classification chimique Pesticide organophosphoré

pH 4,5-6,5 (solution saturée)

Longueur d’onde maximale (Amax) | 290 nm
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v’ Persistance : La vitesse d'hydrolyse du CPF dans I'eau augmente en fonction du pH
et de la température ainsi qu'en présence de cuivre. Le temps de demi-vie dans 1’eau a
25°C est de 35 a 48 jours (Eaton et al., 2008).

v' Forme sur le marché : poudre, granulés, suspension micro-encapsulées, liquide et
gel (Eaton et al., 2008).

v Les formes chimiques : on peut trouves le CPF sous deux formes : le CPF-méthyl et

le CPF-éthyl.
Cl Cl
T
5 Cl Cl
| P YO~ _-CHs = | s
cl M 07 ~ [
0—, ClI” N7 ~O-P-OCHs
CHs OCHj3;
CPF-éthyl CPF-méthyl

Figure 2 : Représentation chimique des molécules de CPF-éthyl et de CPF-méthyl
(Loyant, 2017).
v' La formulation commerciale testée dans cette étude est le PYRICAL 480 EC

contenant 480 g/L de la molécule active.
1.2.3. Mécanisme d’action du Chlorpyrifos

Les organophosphorés, extrémement lipophiles, Il surmonte facilement toutes les
barrieres biologiques et se lie de maniére covalente au cholinestérase. Il se lie également aux
acetylcholinestérases érythrocytaires (AChE-Er) et aux pseudocholinestérases ou «
butyrylcholinestérases » du foie et du plasma. Ces dernieres sont tres sensibles mais peu
spécifiques, renseignant généralement sur une exposition a un inhibiteur des cholinestérases
(Worek et al., 2005).

L'action insecticide de la chlorpyrifos repose sur [l'inhibition de ['activité de
I'acétylcholine estérase (AChE) (Ubaid Ur Rahman et al., 2020). L'inhibition de I'AChE
entraine un niveau élevé d'acétylcholine (ACh) dans la synapse, ce qui se traduit par une
sursimulation des cellules neuronales et des spasmes musculaires (figure 3) (George et
al.,2014). Les cas graves peuvent entrainer une insuffisance respiratoire, une paralysie, voire
la mort (Echeverri-Jaramillo et al., 2021). L'interaction covalente du CPF avec les sites
actifs des enzymes de la cholinestérase (ChE) entraine une phosphorylation et son
inactivation, ce qui provoque une neurotoxicité a la fois chez les espéces d'insectes cibles et

chez les vertébrés non ciblés.
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Figure 3 : mécanisme d’action de chlorpyrifos (George et al.,2014).

1.2.4. Métabolisme du chlorpyrifos

Le chlorpyrifos lui-méme est incapable d’inhiber significativement 1’AChE. D’une

part, il est transformé a un métabolite actif : le chlorpyrifos-oxon (CPFO) par action des

isoformes du cytochrome P450 (CYP). L oxon peut étre en suite hydrolysé par I’estérase A ou

B en dietylphosphate (DEP) et 3,5,6 trichloro 2-pyridinol (TCP) : C’est la voie de

détoxification du CPF comme indique la (figure 4) sous dessous (Eaton et al., 2008). D’autre

part, le CPF parent peut subir une dearylation et former le TCP et le diethylthiophosphate

(DETP), ce qui réduit sa toxicité in vivo. Le TCP peut étre conjugué dans divers tissus avec

I’acide glucuroniqure (médi¢ par les glucuronyl transférases) ou le sulfate résultant un produit

plus soluble dans I’eau qui peut étre excrété dans la bile ou I’urine. (Cometa et al., 2007 ;

Eaton et al., 2008).

cl P Dearylation S\\p—(oczi—is)z
s o NADPH, O» S%P\ \ or Hydrolysis no”
P. N © ] —_— c .
Cl /7 \ o = - cl N o ) Diethylthiophosphate
. —N
5 N cl o |
CPF-oxon Chlorpyrifos 7\
C OH
—N
| CI
7~ TCPy
N
Inhibition of _P—(OC;Hy), + @ . OH +
JCholinesterase l’;o TR h N Glucuronide and sulfate
iethylphosphate Cl TCPy conjugates

Figure 4 : Biotransformation du chlorpyrifos (Eaton et al., 2008).
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1.2.5. Impact des pesticides sur les maladies neurodégénératives :

Des études épidémiologiques et environnementales récentes ont mis en évidence
soulignant le role des pesticides dans le développement de diverses pathologies, exemples :
cancer ; trouble de la reproduction, maladie neurodégénérative. Parmi les conséquences de
I'exposition aux pesticides, les maladies neurodégénératives sont une source importante
d'inquiétude, et ces études suggerent un lien entre la survenue de maladies neurodégénératives
et le statut d'agriculteur et/ou travaillant ou vivant a proximité d'une exploitation. Parmi ces
maladies : maladie de Parkinson, maladie d'Alzheimer, et comme pour la sclérose latérale
amyotrophique, peu d'études ont montré les effets des pesticides, et la maladie de Parkinson
est la maladie neurodégénérative la plus fortement suspectée d'étre liée a I'exposition aux
pesticides (Thany et al., 2013 ; Vidart d'Egurbide Bagazgoitia et al., 2018).

L'inhibition de I’acétylcholine estérase est le mécanisme principal de la toxicité du
chlorpyrifos, mais des preuves récentes suggeérent d'autres mécanismes. Plusieurs études ont
montré le réle du stress oxydatif dans 1’empoisonnement induit par le CPF (Gultekin et al.,
2001 ; Ambali et al., 2010).

1.3. Le stress oxydant

Le stress oxydatif fait référence a un état dans lequel l'oxydation et les effets
antioxydants sont déséquilibrés et ont tendance a s'oxyder dans l'organisme, ce qui est un

facteur important de vieillissement et de maladies (Zhang et al.,2023).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d'ERO Manque d"ERO

~sEpm———————— 2 0z 0z |—————————0

Antioxydants

i Vitamine E

APX /7GR / _Glutathion
Radical hydroxyle Catalase _
—

A‘scorba(.
Anion superoxyde POX / PR): Carotéenoides
e TE——

Peroxyde d'hydrogene sSob
R i e

Oxygene singulet

Figure 5 : Espéces réactives oxygénées (ERO)et antioxydants (Pourrut,2008)
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1.3.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) possédant au moins un
électron célibataire (ou non apparié) sur leur couche externe et sont en générale trés réactifs et
instables (Maquart et al., 2006 ; Valko et al., 2007).

» Les sources des radicaux libres

Les sources des radicaux libres sont nombreuses. Il existe deux grandes voies de formation

de ces derniers :

* La premiére voie consiste en un transfert d’électrons catalysé par les métaux de
transition (Fe, Cu), ils transforment H,O-en radical hydroxyle (OH") encore plus
toxique, et accélérent la peroxydation lipidique.

* La deuxiéme voie se fait au niveau de la scission homolytique des liaisons
covalentes des molécules. Cette voie nécessite de 1’énergie qui pourra étre fournie
par les radiations ionisantes, par la lumiére, la chaleur et les ultrasons.

e Sources endogeénes

Les sources sont soit enzymatiques (xanthine oxydase, la NO synthase,etc...) ou non

enzymatiques (phagocytoses, inflammation, etc...) (Valko et al., 2007).

e Sources exogenes
Comprennent les radiations, les infections pathogenes, les pesticides, les toxines, les UV et

la fumée de cigarette (Kregel et Zhang, 2007).

Les ERO peuvent étre divisés en deux catégories : comme indiqué dans le tableau suivant :

Tableau 1V : Especes réactives de I’oxygene (Migdal et al., 2011).

Especes radicalaires Especes non radicalaires

Contient un ou plusieurs électrons non | N’a pas d'électrons non appariés mais est
appariés dans son orbitale moléculaire : chimiquement réactif et peut étre converti en
radicaux libres ERO :

Anion superoxyde Oy"
Peroxydes d’hydrogénes H.O»

Radical hydroxyle HO* Acide hypochlorique HOCL
Monoxyded’azote NO* Oxygéne singulier 1O,
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1.3.2. Rdéle biologique des espéces réactives d’oxygeénes

» Actions non délétéres

Les ERO jouent le rble de seconds messagers, régulant divers processus
physiologiques moléculaires, cellulaires et tissulaires. Elles sont impliquées dans la défense
antibactérienne lors des réactions de cytotoxicité face aux agents pathogénes, la régulation
des genes par un phénomeéne appelé contrdle redox des génes, la destruction par apoptose des
cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires, la modulation du métabolisme
cellulaire par interaction ligand — récepteur, le développement embryonnaire, la croissance, la

prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (Afonso et al., 2007).

» Actions délétéres

Formés en trop grande quantité, les ERO deviennent « pathologiques » en activant
I’expression de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines
d’adhésion (Haleng et al., 2007). En outre, leur nature instable les rend tres réactifs vis-a-vis
de substrats biologiques et capables d’induire des modifications oxydatives déléteres
potentiellement impliquées dans I’apparition de pathologies telles que le cancer, les maladies
coronariennes, les maladies cardiaques, les maladies respiratoires, et l'ostéoporose. Les
Principaux cibles biologiques des ERO sont: I’acide désoxyribonucléique (ADN), les
lipoprotéines ; les protéines et les lipides membranaires (peroxydation des lipides) (Haleng et
al., 2007 ; Satish et Dilipkumar, 2015).

1.3.3. La peroxydation des lipides
La peroxydation lipidique induit un mécanisme en chaine de dégradation des acides
gras au sein de ma membrane, conduisant a la formation d’hydroperoxydes (ROOH) qui sont

eux-mémes instables et réactifs. D’autres produits sont formés au cours de ce processus

d’oxydation lipidique comme le malondialdéhyde (MDA) (Hong et al., 2004).

10
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Fi-gure 6 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés: et
la nature des produits terminaux formés (Favier, 2003).

I.4. Mécanismes de défense antioxydant

Les antioxydants sont des piégeurs qui aident a réduire I'excés d'ERO et a maintenir
I'équilibre oxydant-antioxydant du corps. Par antioxydant, on entend toutes les substances qui,
a de faibles concentrations, sont capables de retarder ou d'inhiber significativement
I'oxydation des substrats. (Sathiya et al., 2015). lls sont soit produits dans le corps
(endogénes), soit ingérés par la nourriture (exogenes). Selon le mécanisme d'action, on

distingue les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. (Park et al., 2001).

1.4.1. Les antioxydants enzymatiques
Le corps humain se protége des radicaux libres en synthétisant des enzymes qui les
neutralisent. Les principales enzymes antioxydantes sont la catalase, la superoxyde dismutase

et la glutathion peroxydase (Vincent et al., 2004).

1.4.2. Antioxydants non- enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont naturellement présents dans les végétaux et
les aliments et dont le rble essentiel est de neutraliser les effets toxiques des ERO (Pizzino et
al., 2017). On peut distinguer deux types : les antioxydants endogénes (le glutathion et I’acide
urique) et les antioxydants exogenes (vitamine E, vitamine C, composés phénoligues,
flavonoides et caroténoides) (Valko, 2007 ; Zhao et al., 2009).

11
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1.5. Les vitamines

Les vitamines sont des agrégats de substances organiques, elles sont vitales car sont
actives en tres petite dose et I'organisme ne sait pas comment la synthétiser. Ses taches sont
diverses et sa classification est basée sur la solubilité (Guilland et al., 2007).

1.5.1. La vitamine C

> Définition
La vitamine C (Vit C) ou acide ascorbique (AA) (figure 7), est un nutriment hydrosoluble
essentiel qui ne peut pas étre synthétisé ou stocké par I’homme (Carr et al., 2017), fut établie
par Haworth en 1932, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygéne, composée de six
carbones, similaire au glucose CsHsOs(Kyle et Shampo, 2002). Dans les organismes, Il

possede une fonction ene-diol, deux fonctions alcool et une fonction lactone qui les carbones
C1 et C4(Guilland et al., 2007)

HO

Figure 7 : la structure de la vitamine C (Devaki et Reshma,2017).
» Lasource de la vitamine C

La vitamine C se trouve principalement dans les légumes frais, en particulier les agrumes, les

fruits frais et les légumes verts (Fujita et al.,2001).
» Meécanisme d’antioxydant

L'acide ascorbique réagit avec les radicaux libres soumis a une oxydation a un seul électron
pour produire un intermédiaire réactif relativement pauvre, le radical ascorbyle, qui se
disproportionne en ascorbate et en déhydroascorbate. Ainsi, I'acide ascorbique peut réduire les

especes reactives toxiques de I'oxygeéne (Devaki et Reshma,2017).

12
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» Les roles physiologiques et avantages de I’acide ascorbique
Impliqué dans la synthése du collagéne, de la tyrosine, de la carnitine, du cholestérol et des
acides biliaires. 1l est également impliqué dans le metabolisme du fer et joue un réle dans

I'élimination des agents cancérigenes (Feng et al., 2005).

1.5.2. La Vitamine E

> Définition
La vitamine E (a-tocophérol) est le principal antioxydant. Elle neutralise les radicaux libres et
stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides. Cette vitamine devient a son tour un
radical moins réactif, qui pourra étre régénéré par 1’acide ascorbique (Bationo et al., 2015).

La vitamine E est reconnue comme antioxydant, grace a sa capacité a inhiber les

peroxydations lipidiques (Cuvelier et al., 2003).

> Structure
Est un groupe de composés contenant 8 composés naturels :

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols. Cette famille comprend
4substances : I’a-tocophérol, qui est la vitamine E proprement dite, le B-tocophérol, le y-
tocophérol et le &-tocophérol, Ces composés ont, par ailleurs, beaucoup de similitudes
structurelles avec 4 autres molécules appartenant a la famille des tocotriénols : 1’a-tocotriénol,

le B-tocotriénol, le y-tocotriénol et le 3-tocotriénol (Cuvelier et al., 2003).

La structure chimique des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di-,
ou tri-méthylé auquel se trouve rattachée une chaine carbonée latérale (chaine phytyle)
saturée de 16 carbones. Les tocophérols different entre eux seulement par le nombre et
I’arrangement des groupements méthyles autour du cycle benzene du noyau chromanol
(Fernholz, 1938 ; Cuvelier et al., 2003).

13
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12

(2R)=Tocotrienol (aTE, yTE, 8TE,BTE)

Figure 8 : Structure chimique de la vitamine E (Jiang, 2014).

> Roles dans I’organisme

La principale fonction de la vitamine E est sa capacité anti-oxydant : elle protege les
membranes des cellules de 1’organisme en piégeant les radicaux libres et en empéchant leur
propagation. Elle inhibe les peroxydations lipidiques (Cheesman et Slater, 1993). En plus de
son action anti-oxydant, la vitamine E jouerait un role dans I’agrégation plaquettaire (évite

une trop importante agrégation) et dans les processus inflammatoires. (Cuvelier et al., 2003).
» Origines de la vitamine E

La vitamine E existe sous formes naturelles (animal : dans les viandes, les ceufs, le foie, le
lait et ses dérives /végétale : dans céréales et les huiles ainsi que dans les fruits secs tels que les
noisettes, les arachides et les amandes) ou synthétiques (I’a-tocophérol on peut la trouver dans
les suppléments alimentaires en vitamine E. et également sous la forme 1’acétate ou le

succinate de tocophérol (Cuvelier et al., 2003).
% Effet synergique de la vitamine C et de la vitamine E

De nombreuses études ont montré les effets synergiques de la vitamine C et de la vitamine E.
En fait, la capacité de la vitamine C a stocker et a régénérer la vitamine E in vivo est bien
documentée. Etant donné que la vitamine E est régénérée par la vitamine C, l'administration
de vitamine C et de vitamine E peut contrecarrer plus efficacement les effets néfastes du stress
oxydatif (Guilland, 2011).
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1.6. Les érythrocytes

Les érythrocytes ont été utilisés comme un modele simple pour étudier le stress
oxydant induit par chlorpyrifos, on raison de leurs disponibilité et facilités de préparation
(facilement séparer de plasma par centrifugation). Aussi, les érythrocytes sont considérés

parmi les cibles directes de la toxicité par les pesticides.

Les globules rouges (GR), hématies, ou érythrocytes, chargées d'acheminer I'oxygéne
vers les tissus de l'organisme et le dioxyde de carbone des tissus de l'organisme vers les
poumons. lls possedent une forme discoidale, sont dépourvus de noyau et de la plupart des
organites, ont ou un diamétre de 6-8 microns (figure 9) (Inaba et al., 1996), et contiennent
principalement de I'némoglobine (Barbalato et Pillarisetty,2022). Ces cellules font partie du
composant hématopoiétique et mettent 7 jours a se former. Provient de la moelle osseuse et a
préalablement circulé dans le sang pendant 120 jours décomposé dans la rate (Bhargava et
al., 2018).

Figure 9 : Observation au microscope a balayage électronique des globules rouges
(Inaba et al., 1996).
1.6.1. La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituée d’une double couche lipidique dans
laquelle s’insére nombre important des protéines reliées au cytosquelette sous membranaire
(figure 10). Certaines de ces glycoprotéines et certains glycolipides expriment a la surface du
globule des déterminants des groupes sanguins, le cytosquelette comprend plusieurs protéines
dont la spectrine, I’ankyrine et I’actine (Manaargadoo-catin et al.,2016).
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FigurelO : la structure de la membrane du globule rouge
1.6.2. Hémoglobine

L’hémoglobine est molécule d'échange de gaz présente dans les globules rouges qui est
responsable de I'apport d'oxygéne aux tissus et par la suite de I'élimination du dioxyde de
carbone (Butcher et al.,2014).

HsC

B chain 1 B chain 2

HaC
Fe?*
Heme

« chain 1 a chain 2

COOH  COOH
(b)

Figure 11 : structure de I’hémoglobine (Panawala, 2017).

C’est une molécule caractéristique des globules rouges, c¢’est une métalloprotéine contenant
de fer qui se trouve a I’intérieur des hématies et est responsable de couleur rouge de sang,
C’est un tétramere de chaine de globine (a et B) (figure 11) (Panawala, 2017),et chaque unité
globine est associée a un groupe heme, qui contient un atome de fer capable de s’associer a
I’oxygene (Bauer et al.,2012).
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1.6.3. La méthémoglobine

La méthémoglobine (MetHb) (figure 12), c’est la forme oxydée de 1’hémoglobine, elle
se forme lorsque 1’oxydation de 1’atome de fer ferreux de I’Hb (ion Fe?*) en fer ferrique (ion
Fe3*) par un agent oxydant, la MetHb ne peut pas lier ou transporter des molécules d'oxygéne
puisque la sixieme position de coordination du fer est liée soit a une molécule d'eau, soit a un
groupe hydroxyle. De plus, la présence de MetHb augmente I'affinité des groupes Hb ou
hémes restants pour l'oxygene, ce qui rend plus difficile la libération d'oxygene dans les
tissus, il peut causer des problemes de sant¢é connus sous le nom de
méthémoglobinémie. Normalement, 1-2 % de I'Hb d'une personne est MetHb. Un pourcentage
plus élevé, peut étre d'origine génétique ou causé par I'exposition a divers produits chimiques
(Kaewprayoon et al., 2020).

Méthémoglobine

Figure 12 : La formes de méthémoglobine (Wajcman, 2005).
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1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel

Ce travail ayant pour but d’évaluer 1’effet cytoprotecteur de molécules antioxydantes vis-
a-vis de la toxicité induite par le pesticide chlorpyrifos. Il a été réalisé au niveau de laboratoire de

BPC, de I’Université Abderrahmane mira de Béjaia.

11.1.1. Matériel biologique
Toutes les expériences ont été réalisées sur des globules rouges sains provenant du sang
humain. Le sang a été obtenu au sein du centre de transfusion sanguine (CTS) de Béjaia et conservé

au frais dans des poches a 4 °C.

11.1.2. Appareils et équipements utilisés

. Balance analytique / balance de précision (KERN).

. Centrifugeuse réfrigerée (Centrifuge 5702 R, eppendorf).
. Réfrigérateur.

. Bain Marie (memmert).

. Vortex (VELP, SCIENTIFICA).
. Spectrophotometre a UV (JENWAY, 7305 Spectrophotometer).

. Portoirs, micropipettes.

. Verrerie (Becher, fioles, éprouvettes, tubes secs et en verre, erlen Meyer,
éprouvettes, entonnoirs ...).

. Barreau magnétique.

. Agitateur magnétique (VELP, SCIENTIFICA).

. pH metre.

11.1.3. Produits chimiques et réactifs

. Chlorpyrifos (pesticide)

. Acide ascorbique (vitamine C).

. a- tocophérol (vitamine E).

. Chlorure de sodium (NaCl).

. Peroxyde d’hydrogéne (H205).

. Hydroxyde de sodium (NaOH).

. Acide thiobarbiturique (TBA).

. Acide trichloracétique (TCA).

. Acide éthylene-diamine tétra acétique (EDTA).
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11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Un volume du 4 ml du sang était prélevé dans un premier temps a l'aide d'une seringue,
ensuite réparti dans des tubes. Ces derniers ont été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Le
plasma et la couche fine blanchétre (plaquettes et leucocytes) ont été soigneusement éliminés puis
remplacés par une solution isotonique (le volume prélevé doit étre remplacé par le méme volume
de NaCl a 0,9%, afin de garder 1’état hydrique des cellules). Des lavages du GRs (culot) avec de
I'eau physiologique 2 a 3 fois a été effectués.

C’est a partir du sang isotonique obtenu, qu’une solution d’hématocrite a 20% a été

préparée.
11.2.2. Préparation des solutions antioxydants

Les antioxydants utilisés sont les vitamines (C et E), sont solubilisés dans du NaCl a 0,9%,

la vitamine C a une concentration du 0,1 mg/ml et la vitamine E 0,25 mg/ml.

11.2.3. Etudes d’hématotoxicité du chlorpyrifos seul ou combiné avec les antioxydants

Le principe de base de cette méthode consiste a traiter les globules rouges avec une concentration
optimale du pesticide CPF préparée préalablement et de déterminer la turbidité cellulaire, le taux

d’hémoglobine libérée et le taux d’hémoglobine intracellulaire par spectrophotométrie.

» Optimisation de la concentration du I’oxydant (pesticide)

Dans le but d’optimiser la concentration nécessaire pour avoir un effet cytotoxique
estimable sur 50% des érythrocytes. La solution de pesticide est préparée dans du NaCl a 0,9% a
différentes concentrations (250 pg/ml ; 150 pg/ml ; 100 pug/ml ; 50 pg/ml et 25 pg/ml).
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11.2.3.2. Test de turbidité cellulaire

A partir de I’hématocrite a 20%, des échantillons sont préparés et répartis suivants

(Tableau V) le protocole de Bellik et ses collaborateurs (2016) avec quelques modifications.

Tableau V : Répartition des tubes de test de turbidité cellulaire

Echantillon Mélange réactionnel

Tubes témoin négatif Un volume (pl) d’hématocrite + un volume de

solution isotonique (NaCl 0,9%).

Tubes cytotoxicité (pesticide) Un volume d’hématocrite + un volume de

solution isotonique.

Tubes cytoprotecteur (vitamines) Un volume d’hématocrite+ un volume de 1’'un
des antioxydants (vit C ; vit E et vit C+E).

Les tubes ensuite sont incubés pendant 30 min a 37°C, aprés I’incubation 400 pl de
pesticide est ajouté pour les tubes de cytotoxicité et ceux de cytoprotection a I’exception du témoin
négatif, 1a ot on rajoute du I’eau physiologique a 0,9%. L’incubation est poursuivie a 37°C pendant

15 min.

Une fois le temps est écoulé, un volume de 200 pl est prélevé de chaque tube est diluée
dans 4 ml du NaCl (0,9%), dans le but de mesurer la turbidité cellulaire a une longueur d’onde de
620 nm.

11.2.3.3. Dosage de méthémoglobine et d’hémoglobine extracellulaire (libérée)

Les échantillons précédents ont été centrifugés pendant 10 min a 3000 rpm. Puis les
surnageants ont été récupérés et des absorbances de méthémoglobine et d’hémoglobine a une

longueur d’onde 540 et 412 nm ont été mesurés respectivement a 1’aide d’un spectrophotometre.
11.2.3.4. Dosage de ’hémoglobine intracellulaire

Le culot cellulaire contenant des GRs intactes, est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min,
apres avoir lysé les cellules avec du ’eau distillée pour libérer I’hémoglobine intracellulaire,

récupéré les surnageants et mesurée 1’absorbance a 412 nm (Mitrofan-Oprea et al., 2007).

Le schéma au-dessous (figure 13) illustre le protocole expérimental suivi durant 1’expérience lors

I’induction de I’hémolyse par le pesticide et la protection par les vitamines.
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Suspension érythrocytaire(HIC)
220%

NaCl { NaCl { VitC { VﬂE{ VnC+E{
» » U v o

Témoin Test i pe:gﬁcide Vitamine C Vitamine E Vitamine CH
négatif chlorpyrifos
Incubation i 37° C pendant 30min

Ajouter NaCl 4 0.97 au tube témoin et de pesticide aux auires tubes

l, Incubation & 37° C pendant 15 min

Prélever un volume de chaque mélange et ajouter 1a solution NaCl 4 0.9

!

Mesure de 1a turbidité cellulaire 4 620nm

l, Centrifogation a 3000 rpm pd 10min

Récupérer le surnageant et mesurer le taux de 1a méthémoglobine et de I’hémoglobine intacte libérée
a540ct412 nm

1 Explosion du culet cellulaire

Mesure de ’hémoglobine intracellulaire 4 412 nm

Figure 13 : Schéma récapitulatif de protocole expérimental des tests réalisés.
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11.2.4. Le test de peroxydation lipidique

11.2.4.1 Principe

On appelle une peroxydation lipidique, la dégradation des lipides membranaires suite & une
attaque radicalaire en induisant la formation des aldéhydes toxiques appelés Malondialdehyde
(MDA). L’objectif de ce test est de mettre en évidence 1’action d’un pesticide sur la membrane
phospholipidique des globules rouges, qui est riche en acide gras polyinsaturés sensibles a 1’action

des radicaux libres (Ayala et al., 2014).

Un test de protection de la peroxydation lipidique a été réalisé pour mettre en évidence le
mode d’action des substances naturelles (vitamines) sur la protection des membranes

phospholipidiques des GRs contre le CPF (inducteur de stress oxydant).

La méthode est basée sur la mesure des absorbances de complexe MDA-TBA a une longueur
d’onde de 535 nm.

11.2.4.2 Protocole expérimentale

Des échantillons ont été préparés a partir d'hématocrite a 20% ont été préparés et répartis
comme le teste de cytotoxicité du pesticide seul ou combiné avec les antioxydants (11.2.3). Aprés
la deuxieme incubation,500 pl de I’acide trichloracétique (TCA) ont été ajoutés puis le mélange a
été incubé a 0°C pendant lheures.

Les tubes ont été ensuite centrifugés & 3000 rpm pendant 10 min puis 250 pl d’acide
thiobarbiturique (TBA, 1%) avec 75 pl d’Ethyléne diamine tétra-acétique (EDTA ; 0,1M) sont
ajoutés a 1 ml de surnageant, suivis d’un chauffage a 95°C pendant 30 minutes. Apres
refroidissement des tubes, les absorbances des échantillons ont été mesurées a 535 nm

(Devasaganyam et al., 2003).
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Figure 14 : Schéma récapitulatif de protocole expérimentale de la peroxydation lipidique
(Devasagayam et al., 2003)

11.2.5 Test de stabilité de I’hémoglobine

Plusieurs xénobiotiques (pesticides) sont capables de pénétrer a ’intérieur des cellules
sanguines et provoquent 1’oxydation de I’hémoglobine, d’ou I’intérét d’utilisation des molécules

antioxydantes (vitamines) pour prévenir les altérations oxydatives de 1’Hb.

Ce test envisage l’effet oxydant direct de la molécule de pesticide (CPF), sur les
érythrocytes, en utilisant ’hémoglobine comme molécule indicatrice de 1’état oxydatif. Ce dernier
peut se traduire par une dénaturation et une modification de sa conformation (Mitrofan-Oprea et
al., 2007, Bellik et al., 2016).

11.2.5.1 Protocole expérimentale

Un volume de 4 ml du sang a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min, puis des lavages a 1’aide

d’une solution isotonique (NaCl, 0,9%) 2 a 3 fois ont été effectués. Cette suspension a été lysee
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et diluée dans de I'eau distillée et centrifugée (3000 rpm, 10 min). Encore une fois afin de récupérer

I’hémoglobine.

» Préparation de gamme de tube a manipulée :

1. Tubes témoins négatives : un volume de surnageant plus un volume de NaCl
(0,9%).

2. Tubes témoins positif : un volume de surnageant plus un volume de NaCl plus un
volume de H»0,.

3. Tubes de I’oxydant (CPF) : un volume de surnageant plus un volume de NaCl
(0,9%) plus un volume de pesticide CPF.

4. Tubes de vitamine E : un volume de surnageant plus un volume de NaCl (0,9%)
plus un volume de vitamine E.

5. Tubes de vitamine C : un volume de surnageant plus un volume de NaCl (0,9%)
plus un volume de vitamine C.

6. Tubes des vitamines combinées : un volume de surnageant plus un volume de NaCl

(0,9%) et un volume de vitamine E et un volume de vitamine C.

Apreés la réalisation de gamme de tubes, une préincubation a (30 min, 37°C) a été envisageée.
Puis un volume de NaCl (0,9%) a été rajouté pour tubes témoins négatives, un volume de H20>
pour les tubes contrdles et un volume de pesticide pour les tubes de 1’oxydant et les tubes des
vitamines. Une incubation (30 min, 37°C) a été effectuée et la stabilité de I'Hb a été enregistrée
par spectrophotométrie a 412 nm.

11.2.6. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel Graph Pad Prism 5. Les résultats ont
été exprimés en moyenne * Ecart type (n=3) pour chaque échantillon. Les valeurs sont données
ont(*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001). Le test ANOVA One-Way a été utilisé pour comparer
la différence entre chaque groupe traité avec le pesticide chlorpyrifos. Les valeurs de p<0,05 ont

été considérées comme significatives.
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Etude de la cytotoxicité des GRs induite par le chlorpyrifos
111.1.1. Induction de I’hémolyse

Dans le but d’estimer la dose cytotoxique minimale adéquate de pesticide chlorpyrifos
sur les globules rouges, nous avons mesurés la turbidité cellulaire (figure 15) a différentes

concentrations de pesticide, les résultats sont les suivants :

1.04

0.8+

Turbiditeé cellulaire a 620 nm

concentrations

Figure 15 : Turbidité cellulaire a différentes concentrations du pesticide CPF, T~ :
Témoin négatif, CPF : chlorpyrifos, * : comparaison la concentration cellulaire de CPF avec
le T". Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p <
0,05;**p<0,01;***p<0,001).

On voie bien qu’il y a une hémolyse totale dans les différents échantillons de pesticide
aux concentrations de 250 ug/ml; 150 pg/ml ; 100 pg/ml ; 50 ug/ml, respectivement 0,015+
0,010 abs ; 0,014+0,0005 abs ; 0,012+0,0005 abs ; 0,032+0,021 abs ; 0,154+0,023 abs, apres
15 min d’incubation. Ce qui a été confirmé par une étude statistique qui a révélée 1’existence
des différences tres hautement significative (p<0,001) entre les différentes échantillons

comparés a leurs témoins négatifs.

Tandis que 1’effet cytotoxique apparait apres15 min a la concentration de 25 ug/ml, est
modéré d’ou le taux de turbidité cellulaire est élevé en comparant au témoin negative et par

rapport a celui trouvé par les autres déférentes concentrations.
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De ce fait, 25 ug/ml est la concentration de pesticide minimale adéquate , choisi pour
I’évaluation de I’effet cytotoxique induit par le CPF sur les GRs, ainsi que la mise en évidence

la cytoprotection par les antioxydants.

L’étude de Altuntas et ses collaborateurs en 2002, a enregistré un fort pourcentage
d'hémolyse sur les érythrocytes des rats, a des concentrations de 100 et 200 pg/ml
contrairement a celui trouvé (9% d’hémolyse) au plus basses concentrations (25 et 50 ug/ml)
de pesticide, le diméthoate, un insecticide de la méme famille de chlorpyrifos
(organophosphorés). Une autre étude (Santi et al., 2011) montre que le pesticide clomazone
de la famille des herbicides exerce une forte cytotoxicité sur les érythrocytes humains in vitro
a des concentrations de 100, 250 et 500 ug/L. Cela confirme que les pesticides ont un effet

hématotoxique sur le sang, notamment sur les érythrocytes.
111.2. Etude de Peffet cytoprotecteur de la vitamine C, E et (C+E) sur la cytotoxicité

Le chlorpyrifos (CPF) induit un stress oxydatif via la genération des radicaux libres
provoquant 1’hémolyse des globules rouges (Sameeh et al., 2009 ; Saxena et al.,2011 ;
Abderrahim et al., 2022). Il a été démontré que la combinaison de la vit E et vit C
empéchent le stress oxydatif induit par les organophosphorés (OP) dans les érythrocytes
(Zhou et al., 2002).
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Figure 16 : Turbidité cellulaire lors de Il’induction d’hémolyse par CPF, et le
prétraitement par différentes vitamines (vitamine C, E, et C+E). T" : témoin négatif,
CPF : chlorpyrifos (25 pg/ml), vit C : vitamine C a 0,Amg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml,
Vit C+E : combinaison vitamine C et E, *: comparaison de la concentration cellulaire de
CPF, vit C avec T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; **p < 0,01 ; *** p <0,001).
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Les résultats de turbidité cellulaire (figure 16) montrent qu’une diminution de la
concentration cellulaire est enregistré dans le test de CPF (0.154+ 0.023 abs) qui se differe
d’une maniére significative par rapport au test de témoin négative (0.775+ 0.017 abs) d’ou on

a enregistré la concentration cellulaire la plus elevée.

L’étude statistique de test de protection avec la vitamine C seule a révélé qu’il n’y a
pas une différence significative (0.173+£0.024 abs) par rapport au test de CPF (0.154+ 0.023
abs), cela suggeére qu’il n’y a pas de protection par la vit C seule a la concentration utilisée 0,1
mg/ml. Tandis que 1’étude faite par 1’équipe de Eroglu en 2013 a révélé un bon effet
protecteur de la vitamine C sur la toxicité des GRs humains in vitro, induite par le pesticide
dichlorvos (DDVP) ce qui est peut-étre da a la deférence entre les deux pesticides en termes
de structure, et la qualité de la vitamine C utilisée. Ou le fait qu’elle est trés sensible et

s’oxyde facilement a la lumiére et a la chaleur (Gonzales-Molina, 2008).

Les résultats montrent que les valeurs de concentrations cellulaires révelé par les tests
de protection parla vit E (0,552+0,049 abs) et la combinaison (Vit C + Vit E) (0,606+ 0,029
abs) augmentent significativement aprés 1’ajout de ces derniers. La cytoprotection des GRs
révélée par la vit E seule peut étre di a la nature de la vitamine et le mécanisme de protection
de chaque vitamine qui est different. D’autre part, la cytoprotection élevée qui a été
enregistrée lors de 1’association des deux vitamines signifie qu’il y a un effet synergie des
deux vitamines qui donne une meilleure protection des globules rouges. En outre, il a été
suggéré que la vit C élimine les radicaux libres liés a la vit E, servant ainsi a régénérer la vit E
(Kumar et al., 2004 ; Raval et al., 2013).

I11.2.1. Taux de I’hémoglobine et de méthémoglobine extracellulaire

La (figure 17) illustre le taux d’Hb et d’Hb oxydée en MetHb libéré par les GRs lors du
traitement avec du CPF, vit C et vit E. Par conséquent, un taux de 1’hémoglobine
extracellulaire élevé est un révélateur d’une cytotoxicité et un taux faible est un indicateur

d’une cytoprotection.
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Figure 17 : Taux d’hémoglobine et méthémoglobine extracellulaire traité par pesticide et
vitamines. T" : témoin négatif, CPF : chlorpyrifos, vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E :
vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E, * (A): comparaison de la
libération de Hb dans le test de CPF, Vit C par rapport au T ,*(B): comparaison de
I’oxydation de Hb libéré dans le test de CPF, Vit C par rapport au T". Les résultats sont
exprimés en moyenne = SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***
p <0,001).

Les résultats du graphe(A) montrent que le taux d’Hb libérée dans le test de CPF est
hautement significatif (1,651+ 0,005 abs) a 1’égard du test témoin négative (0,016+0,004 abs)
qui est presque nul, cela signifie qu’une hémolyse des globules rouges a eu lieu par CPF et

une libération d’Hb a été réalisée.

Les traitements avec les antioxydants (vitamines), montrent une cytoprotection
significative de I’hémolyse des GRs. L’¢tude statistique a révéler que les taux d’Hb libéré
dans le test de protection a la vit E (0,666+0,149 abs) et a la combinaison (vit E+ vit C)
(0,631+0,043 abs) sont hautement significatif comparés au test de CPF (1,651+ 0,005 abs) et
de la protection a la vit C (1,623+0,059 abs).

Ca confirme les résultats trouvés en haut (figure 17), que la nature de la vitamine peut
influencer sur le mécanisme de protection de cette derniére. En similitude avec les résultats
obtenus dans la turbidité cellulaire ; la vit C seule n’a pas d’effet protecteur sur les globules
rouges par contre elle montre un bon effet synergique une fois combiné avec la vit E. (Eroglu
et al.,2013).
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Les résultats du graphe (B) montrent que les taux de MetHb sont éleves et hautement
significatifs dans le test de CPF (0,186+0,005 abs), comparé au test témoin négative
(0,003+0,002 abs), di & I’oxydation d’Hb par I’effet du pesticide en MetHb. L hémoglobine
libérée est oxydée en méthémoglobine (MetHb), dans laquelle 1’atome de fer a 1’état oxyde
Fe3* est incapable de transporter 1’oxygéne (Bardakdjian-Michau et al., 2006 ;Gu et
al.,2022).

Le taux de MetHb dans la protection par la vit E est faible (0,099+0,055 abs) a I’égard de test
de CPF. Aussi le taux de MetHb dans le test de protection de la combinaison vit (C+E) est
significativement faible (0,072+0,005 abs) comparé au test de CPF et au test de protection de

vit C (0,190+0,008 abs), ce qui confirme I’effet synergique de vit C et E.

Les agents antioxydants sont connus pour leur propriété de neutraliser les radicaux
libres et par conséquent réduisent les effets du stress oxydant en améliorant I’activité
enzymatique de la SOD et de la catalase (Faridi et al., 2017). L’effet protecteur obtenu avec
la combinaison (vit C+E) peut étre attribué a la I’inhibition de la formation de radicaux libres.

I11.2.2. Etude d’hémoglobine et méthémoglobine intracellulaire
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Figure 18 : Taux d’hémoglobine et méthémoglobine intracellulaire traité par pesticide et
vitamines. T- : témoin négatif, CPF : chlorpyrifos, vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E :
vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E, *(A): comparaison de la
libération de Hb dans le test de CPF, Vit C par rapport au T aprés la lyse cellulaire, *(B) :
comparaison de 1’oxydation de Hb libéré dans le test de CPF, Vit C par rapport au T~ apreés la
lyse cellulaire. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; **p < 0,01 ; *** p <0,001).
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Les valeurs de I’Hb intracellulaire s’opposent a celles de I’Hb libérée et vont dans le
méme sens que les valeurs enregistrées dans la turbidité cellulaire. Des valeurs faibles en Hb

intracellulaire indiquent une cytotoxicité membranaire élevee.

Les résultats du graphe (A), (figure 18) montrent des valeurs tres faibles en Hb intracellulaire
pour le test de CPF (0,298+0,056 abs), hautement significatif comparé su témoin négatif
(1,778£0,027 abs). Par conséquent, un taux de 1’hémoglobine intracellulaire élevé est

révélateur d’une préservation de la cellule.

Les taux élevés de Hb intracellulaire trouvés dans le test a vit E et le test de la
combinaison (vit C+ vit E) ; (1,203+0,188 abs) et (1,035+0,061 abs), respectivement révélent

un pouvoir protecteur important de ces vitamines vis-a-vis la cellule de GR.

Les résultats du graphe (B), (figure 18) montrent que le taux de MetHb est trés faible dans le
test de CPF, il est hautement significatif (0,038+0,010 abs) par rapport au test de témoin
négative (0,210+0,004 abs).

Le Taux de MetHb est aussi faible dans le test de protection de la vit C (0,0346+0,004 abs),
comme il est non significatif par rapport au test de CPF (0,038+0,010 abs), donc la vitamine C
seule n’a pas d’effet protecteur contre le CPF, ce qui est peut-étre d0 a la nature de pesticide

utilisé qui est lipophile contrairement a la vitamine C connu hydrophile.

Dans le test de protection de la vit E et de la combinaison, un taux élevé (0,140+0,021 abs)
(0,122+0,007 abs) de MetHb a été enregistré, respectivement.

Cela confirme ce qu’il a dit (Ambali et al.,2010 ; Atyabi et al.,2012) que certaines
vitamines, en particulier les vitamines C et E, peuvent réduire la formation de
méthémoglobine induite par I'oxydation in vitro de maniére dose-dépendante, séparément ou

en combinaison.
111.3. Effet cytoprotecteur de la vitamine C, E et (C+E) sur la peroxydation lipidique

Les eérythrocytes constituent un modeéle pratiqgue pour comprendre les dommages
oxydatifs membranaires induits par divers pro-oxydants xénobiotiques (Mansour et al.,
2009). Pour mieux comprendre I’origine des perturbations causées par le chlorpyrifos, nous

avons opté a un test qui indique le degré de peroxydation des lipides membranaires des GRs.
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Figure 19 : Taux de MDA. T : témoin négatif, CPF : chlorpyrifos, vit C : vitamine C a
0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E, * : comparaison
de taux de MDA dans CPF par rapport au T". Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM

des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

La (figure 19) révele le taux des MDA formés en fonction des traitements utilisés. Ce
test a montré que le pesticide (CPF), induis en partie la dégradation des acides gras insaturés
des membranes biologiques en MDA. Les valeurs les plus élevées sont obtenues avec le test
de pesticide (0.325+0.035 abs) comparé au test de témoin négatif (0,148+0,031 abs).

Concernant les traitements par les vitamines, la formation des MDA dans le test de la
vit E et dans le test de I’association des deux vit (E +C) ;(0,112+0,003 abs), (0,137+0,020
abs), respectivement sont proche de taux des MDA trouvés dans le test de témoin négative
(0,148+0,031 abs), la vit E protege les globules rouges de la peroxydation lipidique (Vertuani
et al.,2004 ; Atyabi et al.,2012).

La formation du complexe MDA-TBA signifi¢ qu’il y a la peroxydation des lipides de
la membrane des globules rouges, cette peroxydation résulte par le contact des radicaux libres
et les lipides de la membrane érythrocytaire qui sont formé par le stress oxydatif induit par le

chlorpyrifos (Ayala et al.,2014).

Une étude sur les anticancéreux comme molécule xénobiotique, a démontré que les
polyphénols interagissent avec la membrane phospholipidique, via la formation des ponts
hydrogene, sur les groupements polaires de ces derniers, par conséquent ces COMpPOSES
s’accumulent sur les deux faces de la membrane plasmique, bloquant ainsi la peroxydation

lipidique induite par les agents oxydants (Bellik et al., 2016).
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L'augmentation du taux des MDA peut étre due a une augmentation des radicaux
libres due a des conditions de stress causees par l'exposition des globules rouges a des

substances toxiques (Duchnowicz et al., 2005 ; Prasanthi et al., 2005).
I11.4. Test de stabilité d’hémoglobine

La (figure 20) représente les taux de I’Hb apres action directe de pesticide (CPF) ainsi que les
vitamines sur la molécule de I’hémoglobine. Ce test a pour but de mettre en évidence le

mécanisme d’action de CPF pour induction de stress oxydatif chez le GR.
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Figure 20 : Taux d’hémoglobine traité par H2O2, CPF, vit C, vit E, vit C+E apreés la lyse
cellulaire pour libérée ’hémoglobine. T : témoin négatif, CPF : chlorpyrifos, vit C :
vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E,
H20- : peroxyde d'hydrogéne, * : comparaison de taux de Hb oxydé dans le test CPF, et H20-
par rapport au T-. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; **p < 0,01 ; *** p <0,001).

Les teneurs en Hb les plus élevés sont enregistrés dans les tests de cytotoxicité de CPF
(1,129+0,023 abs) et la protection de la vit E (1,159+0,033 abs) suivi par les tests de
combinaison et de vitamine C. Tandis que les taux d’Hb les plus faibles sont enregistrés par le

test de control positif (H202) avec (0,126+0,004 abs).

Ces résultats (figure 20) montrent qu’il y’a une possibilité que le CPF s’il est en
contact direct avec I’hémoglobine il ne I’oxyde pas en méthémoglobine.Le H2O: est une

espece radicalaire elle est connue qu’elle oxyde I’Hb en MetHb (Nagababu et al., 2013).
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Chapitre 111 Reésultats et discussion

D’apres les tests effectués, en remarquant que le CPF ne possede pas une action
directe sur la molécule d’Hb, par conséquent, il n’oxyde pas 1’hémoglobine en
méthémoglobine dans le milieu intracellulaire, vu que le taux de méthémoglobine
intracellulaire est toujours faible par rapport a la méthémoglobine libérée donc on peut

supposer que :

v Le CPF induit un stress oxydant au niveau de la membrane érythrocytaire mais pas a
I’intérieur du globule rouge veut dire que la molécule d’Hb n’est pas la cible de CPF.

v" L’hémoglobine c¢’est une molécule hydrophile, et le CPF c¢’est une molécule lipophile
donc incapable d’interagir avec 1’Hb, donc on n’aura pas un taux élevé de MetHb.

v' Peut-étre car le CPF est analogue de structure avec les polyphénoles (pourvus du cycle
benzene), donc il va jouer le role de pseudo antioxydant.

Au cours de cette étude, nous avons constaté que les agents antioxydants utilisés exercent
un effet protecteur contre la destruction de GR, en préservant la membrane érythrocytaire du

stress cause par CPF.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de ce travail est d’étudier 1’hématotoxicité de pesticide CPF qui
induit un stress oxydant via la génération des radicaux libres et I’effet protecteur des

vitamines C et E (seul ou combinés) sur les globules rouges.

Notre travail expérimental, consiste en premier lieu a chercher la concentration
optimale de chlorpyrifos a laquelle on peut mettre en évidence 1’effet protecteur des
vitamines. Dans le but d’évaluer ’effet cytotoxique du CPF sur les érythrocytes (membrane
plasmique et hémoglobine), et de déterminer le mécanisme d’action de ce dernier ainsi 1’effet
cytoprotecteur de deux molécules antioxydantes (vit C et vit E); nous avons mesuré la
turbidité cellulaire, le taux d’hémoglobine et méthémoglobine extracellulaire et intercellulaire,

la peroxydation lipidique et la stabilité d’hémoglobine.

D’aprés nos résultats on peut conclure que le pesticide CPF ¢’est un hématotoxique
qui génere un stress oxydant au niveau de la membrane érythrocytaire mais pas a 1’intérieur
du globule rouge, suggérant que la molécule d’Hb n’est pas la cible de ce pesticide. La vit E
seule exerce un bon effet protecteur sur les membranes des globules rouges, la vit C s’avére
qu’elle n’a pas un effet protecteur a la concentration utilisée qui est de 0,1 mg/ml, par contre

la synergie de vit C et E donne une meilleure protection.

Au final, cette étude démontre le degré de gravité de chlorpyrifos sur la santé humaine
non seulement sur le systeme nerveux mais aussi sur les globules rouges, pour cela il serait
nécessaire d’¢élargir cette étude et de mieux comprendre le mécanisme d’action, que ce Soit
pour le CPF ou pour les molécules antioxydantes bioactives; et d’essayer plusieurs
concentrations non seulement pour le pesticide mais aussi pour les vitamines C et E et, d’aller
plus loin on compare aux autres pesticides de méme ou de différentes familles. Comme il
serait intéressent a tester I’effet de ce pesticide sur les autres cellules figurantes du sang tel

que les leucocytes et les thrombocytes.
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Résumé

Le but de cette étude était d’évaluer I’effet de I’insecticide organophosphoré (OP) le
chlorpyrifos (CPF) sur les biomarqueurs du stress oxydant via la génération des radicaux
libres dans les érythrocytes humains dans des conditions in vitro. Le pouvoir protecteur de la
vitamine C (vit C) seule, vitamine E (vit E) seule, et la combinaison des deux vitamines
(E+C), ainsi que le taux d’hémoglobine (Hb) et méthémoglobine (MetHb), les niveaux de
substance réactive a I’acide thiobarbiturique (TBARS) et la stabilit¢ d’hémoglobine ont été
mesuré dans des érythrocytes humains exposés in vitro au CPF a une concentration optimale
(25 upg/ml) pendant 15 min a 37°C. La formation du complexe MDA-TBA était
significativement élevée, dans les érythrocytes incubés avec CPF a 25 ug /ml. Cependant les
testes de protection par la vit E (0.25 mg/ml) seule et la combinaison de vit (E+C) ont donné
une protection élevee par contre la protection par la vit C seule n’a pas protégé a une
concentration de (0.1 mg/ml). Le contact direct de CPF avec Hb ne montre aucun
changement. Dans tous les tests, le taux de MetHb reste faible. Ces résultats sont clairement
montrés que le CPF induit un stress oxydatif au niveau des érythrocytes humains in vitro.

Mots clés : chlorpyrifos, stress oxydant, globules rouges, vitamine C, vitamine E.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of the organophosphate (OP) insecticide
chlorpyrifos (CPF) on biomarkers of oxidative stress via free radical generation in human
erythrocytes under in vitro conditions. The protective power of vitamin C (vit C) alone,
vitamin E (vit E) alone, and the combination of the two vitamins (E+C), as well as
hemoglobin (Hb) and methemoglobin (MetHb) levels, thiobarbituric acid reactive substance
(TBARS) levels and hemoglobin stability were measured in human erythrocytes exposed in
vitro to CPF at optimal concentration (25 pg /ml) for 15 min at 37 °C. MDA-TBA complex
formation was significantly higher in erythrocytes incubated with CPF at 25 pug /ml. However,
tests for protection by vit E (0.25 mg /ml) alone and the combination of vit (E+C) gave high
protection, while protection by vit C alone failed to protect at a concentration of (0.1 mg /ml).
Direct contact of CPF with Hb showed no change. In all tests, MetHb levels remained low.
These results clearly show that CPF induces oxidative stress in human erythrocytes in vitro.

Key words: chlorpyrifos, oxidative stress, red blood cells, vitamin C, vitamin E.
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