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Résumé

Le stress oxydant, la principale cause initiale de plusieurs maladies, correspond a un
désequilibre entre les défenses antioxydantes endogenes et la production de molécules pro-
oxydantes (espéces réactives de l'oxygene, notamment). Ces especes reactives de 1’oxygéne
produites par la respiration cellulaire, sont également genérées lors des réactions immunitaires et

sous l'effet d'oxydants environnementaux, comme les pesticides.

L'objectif de ce travail est de fournir un bref apercu de I'état actuel de nos connaissances
sur les pesticides et le stress oxydant. Afin de mieux comprendre la nature du stress oxydatif, les
principes de la production de radicaux libres et le systeme de défense normal du corps sont
discutés. Les pesticides (en particulier le pesticide étudié, 1’atrazine) sont classés et discutés en

fonction de leur capacité a produire un stress oxydatif.

Nous discuterons aussi des études qui semblent mettre en évidence 1’atrazine comme
agents pro-oxydants et les antioxydants naturels comme un moyen pour lutter contre le stress

oxydatif.

Mots-clés : Radicaux libres, Espéces réactives de 1I’oxygene, Stress oxydant, Antioxydants,

Antioxydants naturels, Toxicité des pesticides, Atrazine.



Abstract

Oxidative stress, the main initial cause of several diseases, corresponds to an imbalance
between endogenous antioxidant defenses and the production of pro-oxidant molecules (reactive
oxygen species, in particular). These reactive oxygen species produced by cellular respiration,
are also generated during immune reactions and under the effect of environmental oxidants, such

as pesticides.

The aim of this work isto provide a brief review of the current state of our knowledge
regarding pesticides and oxidative stress. In order to better understand the nature of oxidative
stress, the principles of free radical production and the body’s normal defense system are di-
scussed. Pesticides (and in particular the pesticide studied, atrazine) are categorized and

discussed according to their ability to produce oxidative stress.

We will also discuss studiesthat seem to highlight atrazine as a pro-oxidant agent and

natural antioxidants as a way to combat oxidative stress.

Keywords: Free radicals, Reactive oxygen species, Oxidative stress, Antioxidants,

Natural antioxidants, Pesticide Toxicity, Atrazine.
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Introduction

Introduction :

Les problémes posés par la dispersion de polluants dans I’environnement ont suscité
I’intérét de la communauté scientifique depuis maintenant de nombreuses décennies. La prise de
conscience de la nécessité de préserver les écosystemes terrestres et aquatiques a ainsi fait
émerger certaines questions, notamment celles du devenir de ces polluants dans 1I’environnement

ainsi que de leurs effets sur les communautés animales et végétales.

Parmi les contaminants majeurs de 1’environnement, les pesticides posent de sérieux
problémes écologiques et sanitaires (Galloway et Depledge, 2001). Leur immense succes dans
les applications agricoles afin d’optimiser la productivité des denrées, a entrainé une étendue
rapide de leur production et utilisation. Mais, vu leurs propriétés toxicologiques, ubiquité,
persistance, présence et concentration dans la chaine alimentaire, ils constituent un véritable
danger, et sont actuellement considérés parmi les principaux polluants environnementaux, a
I’origine de résidus toxiques dans 1’air, le sol et I’eau (Rakitsky et al, 2000 ; Pereg et al, 2002 ;
Sanderson et al, 2002 ; Perera et al, 2005 ; Watanabe-Akanuma et al, 2005).

Bien qu'utilisés contre des organismes cibles particuliers, les pesticides sont susceptibles
d'exercer une activité toxique vis-a-vis d'autres organismes dits non-cibles (Maroni et al., 2000 ;
Eason et O'Halloran, 2002). Par conséquent, et face a cette dualité bénéfice-risque, la protection
de la santé¢ humaine contre 1’exposition aux pesticides demeure une préoccupation majeure, et le

probléme de résidus toxiques reste d’actualite.

Les effets potentiellement néfastes des pesticides sur les especes non ciblées font 1’objet
d’un large consensus. Ainsi, les principaux effets chroniques relevés sont les troubles des
systemes nerveux central (Sharma et al., 2014 ; Galal et al., 2014 ; Andrea Rother, 2014) et
immunitaire (Badgujar et al., 2013 ; Thakur et al., 2013 ; Kumar et al., 2015), les effets
perturbateurs endocriniens (Memon et al., 2014 ; Khedr Nassar, 2016) et les cancers (Héritier et
al., 2014 ; Zare et al., 2015).

A ce jour, ces études n’ont pas cessé et sont a 1’origine de nombreux documents de
référence, démontrant la complexité des mécanismes toxicologiques mis en jeu. Néanmoins, les
résultats obtenus par le biais de ces études concluent que les pesticides incluant les herbicides,
les insecticides et les fongicides sont des molécules pro-oxydantes dans la mesure ou elles
engendrent une surproduction d'espéces reactives de I'oxygene (ROS) dans les cellules de
I’organisme qui y est exposé (Rezaie Agdam et al., 2016 ; Jamal et al., 2016 ; Mehri et al., 2016 ;
Abdel-Ghany et al., 2016).
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Du fait de leur trés grande réactivité, ces dérivés de I’oxygeéne (ROS) peuvent réagir avec
la plupart des composeés cellulaires (lipides membranaires, les protéines ou I’ADN), entrainants
ainsi des dommages cellulaires et tissulaires (Valavanidis et al., 2006). Toutefois, une régulation
trés fine de la production et de la dégradation des ROS est réalisée dans les cellules (Lushchak,
2011 ; Islas-Flores et al., 2013).

En fait, pour se protéger des effets toxiques du ROS, 'organisme a développé des
systemes de défense contre ces toxiques. Ces systemes dits « antioxydants », comprennent des
enzymes qui catalysent la réduction des ROS (e.g. catalase, superoxydes dismutases ou
glutathion peroxidases), et des molécules non enzymatiques qui les neutralisent (e.g. glutathion
réduit, acide ascorbique, vitamine E et polyphénnols) (Bouayed et al., 2010 ; Lushchak, 2011 ;
Regoli et Giuliani, 2014). Cependant, les pesticides peuvent altérer le fonctionnement des

systémes de controle et étre a I'origine d’un stress cellulaire appelé stress oxydant.

A partir de ces connaissances, nous nous sommes intéressés dans ce mémoire de faire une
recherche bibliographique sur le phénoméne du stress oxydatif et les systemes de défense
antioxydants, d'une part, et de discuter les résultats de recherches précédentes, qui ont été menées
dans le but de comprendre les mécanismes de l'induction du stress oxydatif par un pesticide

(l’atrazine) et de lutter contre ce phénomeéne, d’autre part.

Cette recherche est subdivisée en deux parties essentielles, dans la premiére partie, le
premier chapitre est une revue de littérature introduisant le concept du stress oxydant. Les
sources des ERO et leurs conséquences biologiques sont abordées dans un premier temps, les
propriétés des molécules antioxydantes et leur utilisation dans la lutte contre le stress oxydant,
sont ensuite présentés. Le second chapitre est quant a lui dédié a 1’étude bibliographidque sur les
définitions, I'utilisation et les mécanismes mis en jeux dans la toxicit¢ de I’ensemble des

pesticides agricoles et du pesticide étudié (I’atrazine), en particulier.

Dans la deuxieme partie, nous avons exposé les principales méthodes utilisées pour le
dosage des marqueurs du stress oxydant suivi d'une discussion des résultats issus des précédentes
études portant sur le stress oxydatif, I'action prooxydant de 1’atrazine et I’intérét des antioxydants

dans la lutte contre le stress oxydant.

Enfin, avant de présenter les perspectives sur lesquelles ce sujet serait susceptible de

déboucher, ce mémoire  sera  terminé par  une conclusion générale.
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I. Stress oxydant

Radicaux libres, les especes réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et antioxydants
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et méme pour

le grand public :

1. Radicaux libres
1.1. Généralité sur les radicaux libres

Un radical libre (fig.1) est une espéce chimique « libre », contenant un ou plusieurs
électrons non appariés (célibataires) dans son orbitale atomique sur la couche électronique la
plus externe. Les électrons sont des corpuscules chargés électriqguement et qui par un mouvement
de rotation sur eux-mémes, induisent un champ magnétique appelé « SPIN », cet état leur

confere une instabilité énergétique et cinétique (Pillou, 2014).

\/

L.oss of

Normal
Atom Eleciron

Figure 1 : la formation des radicaux libres (Pillou, 2014)

Du fait de leurs instabilités énergétiques (fig.2), les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre molécule ce

qui induit I'apparition des réactions d'oxydation en chaine (Asmus et Bonifacic, 2000).
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Figure 2 : la stabilité des radicaux libre (Asmus et Bonifacic, 2000)
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La durée de vie d’un radical libre est trés courte de quelques millisecondes a quelques
nanosecondes et il est symbolisé par un point (OH") qui indique ou I’électron libre se situera.
(Sayer et al., 2005 ; Mac Lare, 2007 ; Gato et al., 2008).

Les radicaux libres peuvent étres formeés par trois procedés (rouaki, 2016) :
= Scission homolytique d’une liaison covalente. (A : B - A+ B’) ;
» L’élimination ou la perte d’un électron par un non radical. (NR —e. » R");
» L’addition d’un électron libre a un non radical (NR +¢ — R").

De plus, la réactivité des radicaux libres dépendra de 1’éléments en présence : si un radical
rencontre un autre radical, le produit sera un non radicale (A'+ B - AB) ; si le radicale
rencontre un non radical, un nouveau radical sera formé ( A"+ B - A+B’) et donner I’origine a
une chaine qui continuera jusqu'a que le radicale rencontre un autre (Wolinsky et Thopson, 1998
; Clarkson et al., 2000 ; Finaud et al., 2006b, Mac Laren, 2007).

1.2. Les radicaux libres biologiques

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électrons a partir de
1’02 (Droge, 2002). Les radicaux dérivés d'oxygene représentent, en effet, la classe la plus
importante d'especes radicalaires générées dans les systémes vivants a cause de I’importance de
leur métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Cependant, d’autres espéces radicalaires sont

encore a considérer, a savoir les especes réactives de 1’azote (Palmer et al., 1988).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer (Favier, 2003) :

e Des radicaux primaires : dérivent de I’oxygene par des réductions a un électron tel
I’anion superoxyde O™, et le radical hydroxyle OH" ; ou de l'azote tel le monoxyde
d'azote NO";

e Des radicaux secondaires : se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule ;
D’autres espéces dérivées de I’oxygene dites :

e [Espéces actives de l'oxygéne : comme I’oxygeéne singulet 'Oz, le peroxyde
d’hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres,

mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives

de l'oxygeéne (ERO), ou de I’anglais réactive oxygene species (ROS). Le tableau 1 reprend la

( )|
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nomenclature des espéces reéactives, incluant les principales espéces réactives de 1’oxygéne
(radicalaires et non radicalaires), seront reprises par la suite que celles qui sont les plus
représentatives lors de 1’étude du stress oxydant et susceptibles d’étre évoquées a de nombreuses

reprises.

Tableau 1 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Favier, 2003) :

Especes réactives de I'oxygene (ERO)

radicalaire Non radicalaire
- Radical superoxyde: O™ - Peroxyde d’hydrogene : H20»
- Radical hydroxyle: OH" - lon hypochlorite : CIO
- Peroxyle: RO,’ - Ozone : O3
- Alkoxyle: RO’ - Oxygéne singulet : 02
“Hydroperoxyle: HO,' - Peroxynitrite : ONOO"

Toutes ces especes oxygénées sont produites par divers mécanismes physiologiques car ils

sont utiles pour I’organisme a dose raisonnable. Elles participent (Favier, 2003):

v Au cycle cellulaire et au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la

mémoire ;
Au fonctionnement de certaines enzymes ;
A la transduction de signaux cellulaires

A P’apoptose des cellules tumorales ;

D S N AR N

A la régulation des génes ; ...

Cette production physiologique des ERO est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense, d’ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents (Favier, 2003).
Cependant, les ERO provoquent des dommages cellulaires si elles sont produites d'une maniere

incontrblée (Kim et al., 2009).

En fait, I’hyperréactivit¢é d’ERO les engage dans des réactions de denaturation des
constituants cellulaires de type peroxydation avec les glucides, les lipides, les protéines et ’ADN
(Curtay et Robin, 2000). De ce fait, ces entités oxydantes sont physiologiqguement maintenues en

équilibre par de nombreux systéemes dits antioxydants (Sies, 1991).
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2. Définition du stress oxydant

Le « stress oxydatif » a été décrit pour la premiére fois en 1985 par Helmut Sies, qui 1’a
défini comme étant « une perturbation de 1’équilibre entre les oxydants et les antioxydants, en
faveur des premiers » (Sies, 1985). Selon cette définition, les oxydants endommagent les
constituants cellulaires lorsque les antioxydants ne sont pas en quantité suffisante pour les
neutraliser. Cependant, un déséquilibre de la signalisation redox peut se produire sans effet

néfaste obligatoirement.

Pour cette raison, une nouvelle définition du stress oxydatif a été proposée par Sies et Jones
en 2007, comme étant un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants en faveur des
oxydants, conduisant a une perturbation de la signalisation redox et/ou des mécanismes de
contrdle des dommages moléculaires qui en résultent (Sies et Jones, 2007).

Difféerentes voies cellulaires contribuent a la production des dérivés ou des especes
réactives de I’oxygéne (DRO, ERO ou ROS) qui sont générées dans divers compartiments
cellulaires, & savoir la mitochondrie, le réticulum endoplasmique, la membrane plasmique ou le

cytosol, et qui sont a la base du stress oxydatif.

3. Mécanismes de production des principales ERO

Parmi les especes radicalaires, on peut distinguer quatre especes principales (fig.3) :
I’anion superoxyde (O27), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical hydroxyle (OH) et
’oxygene singulet (*O5) :

Superoxyde Reaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe*: Cu) Glutathion peroxydase
a e ;
: Radical Peroxyde Radical Fau
Uxygene superoxyde d"hydroygéne hydroxyd
0, s+ O » HO. ———— Q4 ———— HO
X AE “ag(+2H) °° e re(+H)

Figure 3 : Voie métabolique de 1’oxygéne et des espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) (Camille
et Mireille, 2011)
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3.1. L’anion superoxyde O2™

L’anion superoxyde est généré par différents systémes enzymatiques notamment des
oxydases (ex. NADPH oxydase dans la membrane lipidique et cytochrome oxydase dans la
chaine respiratoire mitochondriale). Cette réaction se fait grace au transfert d’un électron du

cofacteur enzymatique a I’oxygene.

Oxydase
O2+e- — Oz~

La durée de vie du radical O™ ainsi créé est tres courte du fait de sa forte réactivité, il va
ainsi interagir rapidement avec son environnement direct (molécules de solvant). L’anion
superoxyde est souvent désigné comme une des espéces permettant la production de nombreuses
autres especes réactives de 1’oxygene (Bergendiet al., 1999).

3.2. Le peroxyde d’hydrogéne H202

Le pyroxyde d’hydrogéne est formé secondairement par dismutation de 1’anion superoxyde
O™ par réduction mono électrique et elle est catalisée par des ions métalliques, mais il peut étre

produit a partir de 1’eau sous 1’action de radiation ionisante qui vont fournir 1’énergie nécessaire.

O+ 2HtY ——— » H202

En présence d’ion ferreux Fe?*, il se décompose selon la réaction de FENTON, pour donner

un radical hydroxyle OH' trés agressif et un ion hydroxyle OH" inoffensif :

Fe?* + H202 —, Fe*+ OH™ + HO"

De plus, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir lui méme avec 1’anion superoxyde, la réaction

étant catalisée par le fer, pour aboutir au radical hydroxyl, selon la réaction d’ABER WEISS :

O2+H02 — 3 HO°+OH™ + O2

En outre le peroxyde d’hydrogeéne peut réagir dans les milieux intracellulaires avec des

anions de chlore aboutissant ainsi a la formation d’acide hypochloreux. :
H202 + 2CI-— 2HOCI

Cet acide peut réagir avec les groupements amines de certains composés biologiques (e.g.

protéines, lipides et ADN), entrainant leur dénaturation (Gutteridgeet al., 1993).
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3.3. Le radical hydroxyle HO*

Le radical hydoxyle est le plus instable des radicaux libres de I’oxygéne, car il est le plus
réactif et le plus toxique, sa durée de vie étant extrémement courte de I’ordre de 10%. Le radical
hydroxyle réagit de mani¢re non spécifique avec son environnement (comme 1I’ADN ou les
protéines), il intervient donc comme un initiateur de la peroxydation lipidique ayant comme
résultat la dégradation de la membrane lipidique. Il peut étre former a partir du peroxydes

d’hydrogéne, ou par des nombreux polluants comme la cigarette (Gutteridgeet al., 1993).

NO+H02 — 5 OH+ NO2H

3.4. L’oxygene singulet 102

Oxygéne singulier 'O, n’est pas un radical libre mais une molécule en état d’excitation se
comportant comme un radical libre. Il peut réagir avec différents accepteurs d’électrons pour

produire des proxydes et de nouveaux radicaux libres (Pierre, 1991).

Toutefois, il existe d’autres ERO tel que le monoxyde d’azote (NO®), qui a un rble dans de
multiples fonctions physiologiques (De Backer, 2006). Mais, a forte concentration, le NO
devient délétere pour les cellules notamment en réagissant avec O™ pour former un puissant
oxydant le peroxynitrite (ONOQ"), qui peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants
comme "NO; et le OH" (Densiov et Afanas’ev, 2005).

4. Sources des ERO ou ROS

Les RL sont produits dans 1’organisme par de nombreux mécanismes tant endogenes

qu’exogenes (Halliwell, 2006) :

4.1. Sources endogénes

Les ERO produits d’une manieére endogene proviennent essentiellement du métabolisme
mitochondrial (Pattwell et Jackson, 2004), du peroxysome (Boveris et al., 1972), du réticulum
endoplasmique (De et Baudhuin, 1966) et de NADPH oxydase (Krause, 2004) :

e Les mitochondries

La mitochondrie est considéree comme une des principales sources de ROS dans la cellule
par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire (fig.4). Elle produirait, en effet, 90% des ROS
cellulaires (Balaban et al., 2005). Cette production centralisée de ROS est due au fait que la
mitochondrie est le lieu central de consommation de I'oxygéne au cours de la phosphorylation
oxydative (Qutub et Popel, 2008).

10
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Cet organite produit la majeure partie de I'énergie cellulaire grace aux processus de
phosphorylation oxydative ou I'oxydation de divers substrats métaboliques (tels les glucides et
les acides gras en particulier) produit de l'eau et de l'adénosine triphosphate (ATP), avec

I’oxygéne (O2) comme accepteur final d'électrons (Nicholls et Ferguson, 2002).

i i
i Fulte d'électrons (0,1 & 3 %) : i
i —————— i
i i
i
i

[c-o.55 ]!

Espace
ir e e e B P re I &+ 0, 2 0T | =
ey ™ = = = gl . IH'
M ’ H* #
1

- H*
Complox | Camplas 1l Camplesx LIl Complax IV Complox W
MADH SUCCiMaTa Uibiguire]- Cwiochrome ATP
D P rosg S DahydroEenase Cytochnsime & e Dxidase Synthase
Riaduictases

Figure 4 : Fuite d’électrons source de ROS au sein de la chaine de transport d’électrons (D’apreés

Ghouleh et al., 2011)
(UQ : Ubiquinone ; Cyt C : Cytochrome C)

La réduction de I’oxygene en eau nécessite I'apport de quatre électrons (Beckman et Ames,
1998). Or, des réductions a un seul électron, produisant des anions superoxydes, peuvent aussi
survenir (Abele et al., 2002). Cette réduction partielle d’oxygene dans la mitochondrie est due a
la fuite d’¢lectrons dans la chalne respiratoire qui a lieu dans la membrane interne

mitochondriale.

La fuite d’¢lectrons se produit principalement au niveau des complexes I (NADH
deshydrogénase) et 111 (ubiquinone — cytochrome ¢ réductase), et mene a la production du radical
superoxyde (O2"), le précurseur des ROS (Turrens, 1997 ; McLennan et Degli Esposti, 2000).
Selon les sources, cette fuite d’électrons représente entre 0,1 et 3% du flux total de la chaine

respiratoire (Beckman et Ames, 1998).

e LaNADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un rble fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-organismes (Babior, 1999). En effet, lors de la
phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la

11
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formation d'O2™. Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non phagocytaires dont le
role serait de réguler la croissance cellulaire (Krause, 2004).

NADPH oxydase

202 + NADPH » 202+ NADP* + H*

e Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H2O> cellulaire (Boveris et
al., 1972). Toutefois, I'H20> est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme
antioxydante) afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont
importantes dans le processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible
quantité d'H2O> produit au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase (Dalle-Donne et
al., 2006).

e La xanthine oxydases

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de I'hypoxanthine en acide urique en condition
de forte demande d'ATP et de déficit en oxygene. Mais, elle peut également catalyser I'oxydation
de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-reperfusion ou d'hypoxie. Dans cette

réaction, l'oxygeéne moléculaire agit comme un accepteur d’électron produisant ainsi 1'O2”

(McKelvey et al., 1988 ; Parks et al., 1988).

Xanthine oxydase

Xanthine + 202+ HLO —— & Acide urique + 202" + 2H*

e Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques
(Freeman et al., 1983 ; Turrens et al., 1982). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome
P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ROS (Morel et
al., 1999). Il semble que cette production radicalaire régule certaines fonctions du réticulum.

4.2. Sources exogenes

L’environnement dans lequel nous vivons tout comme notre mode de vie sont a ’origine
d’une augmentation de la production de ROS dans notre organisme et sont générateurs du stress
oxydant. Les sources exogenes peuvent étre, en effet, représentées par des facteurs

environnementaux, pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des

[ =)
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métaux lourds ou certaines carences nutritionnelles (Priyadarsini, 2005). Les nombreuses sources
potentielles de ROS exogénes comprennent les radiations, les infections pathogénes, les

pesticides, les toxines, les UV et la fumée de cigarette (Kregel et Zhang, 2007).

5. Cibles biologiques des ROS

La production excessive des espéces réactives d’oxygeéne provoque des 1ésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi
des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de 1’oxydation des lipides (fig.5). L’organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d’anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des

autoanticorps créant une troisiéme vague d’attaque chimique (Favier, 2003).

Espeéeces reactives de 'oxygene

e S8 v = e —

ADN Lipides Prot&ines
Oxydation des acides | Peroxydation lipidique ‘ Oxydation des
nucléiques ) | - } I groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)
Production d’aldéhydes

(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde lI'intégrite

Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
genes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Figure 5 : Les différentes cibles des Especes Réactives de 1'Oxygene (Monteil, 2004)

5.1. Peroxydation lipidique

Les premicres cibles privilégiées de I’attaque radicalaire sont les lipides et principalement
leurs acides gras polyinsaturés, qui sont trés sensibles a 1’oxydation en raison de leur degré élevé
d’insaturation (Pamplona et al., 2000 ; Hulbertl, 2005). La peroxydation lipidique (fig.6) se

déroule en trois phases suivantes :

<> L’initiation

Consiste a I’arrachement par le radical libre d’un atome d’hydrogéne d’un groupement
méthyléne (-CH.-) surtout s’il est adjacent a deux doubles liaisons, en présence d’O> le radical
carboné est transforme en radical pyroxyle RO>".
X La propagation

Le radical RO enléve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui & son tour produira un

radical R* puis un radical RO>", une réaction en chaine s’installe.

13
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o La terminaison

Cette phase consiste a former des composes stables issus de la rencontre entre deux espéces
radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical avec une molécule antioxydante dite «
Briseur de chaine » (Kohen et Nyska, 2002). En présence des métaux de transition, les
hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau des liaisons C-C pour donner
le malondialdenyde (MDA), le 4-
hydroxynonénal représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation lipidique
(Lehucher-Michel, 2001).

naissance a divers produits de décompositions
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Figure 6 : mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature de

produits terminaux formés.( D’aprés Favier A., 2003)

5.2. Oxydation des protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également étre la cible de réactions
radicalaires ou oxydatives et subir des modifications sous I’action des ERO et ERN. Ces
réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les cations métalliques comme le cuivre
et le fer (Servais, 2004). Les protéines atteintes peuvent se fragmenter ou se dénaturer avec
I’altération de leurs structures primaires et secondaires. On peut observer une oxydation des
chaines latérales des acides aminés (fig.7) notamment de la cystéine et de la méthionine, avec

formation de ponts disulfures (Stadtman, 1993).

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent
un groupement sulthydrile (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de
transport qui vont ainsi étre oxydées ou inactivées. Les protéines modifiées par oxydation
perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensible

a I’action des protéases (Ott, 2007).

—
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Figure 7 : Nature de quelques modifications des chaines latérales acides aminés des protéines

apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

Les protéines oxydées deviennent aussi tres hydrophobes, soit par suppression de
groupement amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles
vont alors former des amas anormaux dans et autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides,

forment les dépdts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003).

5.3. Oxydation de ’ADN

Les ERO constituent la plus importante source endogéne de dommages a I’ADN. Elles
peuvent lui induire de nombreuses modifications covalentes telles que des lésions aux bases
nucléotidiques (purines et pyrimidines), des cassures simples brin ou doubles brins de la chaine
oligo nucléotidique, ou des pontages avec des résidus protéiques (Wang, 2008). Ces
modifications peuvent avoir de graves conséquences sur la réplication du génome. Les niveaux
élevés de ces lésions ont été enregistrées dans plusieurs types tumoraux et sont grandement

impliquées dans toutes les étapes de cancérogenése (Trachootham et al., 2009).

L’attaque radicalaire de la molécule d’ADN peut entrainer 1’oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées, mais le stress oxydant peut aussi attaquer la
liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme
ADN (fig.8) créant une coupure de chaine simple brin (Burton et Jauniaux, 2011 ; Charbo et al.,
2014).

La sensibilit¢ de ’ADN aux ERO s’explique également par la présence de nombreux
métaux de transition (comme Fe, Cu, Zn, Mg...) fixés sur la molécule d’ADN en raison de son

caractére polyanionique (Benjamin, 2015).
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Figure 8 : Lésions de ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules
(Favier, 2003).

Ces modifications et ces dégats sur la molécule d’ADN peuvent avoir certaines
consequences, altération de la fonction mitochondriale, formation d’espéces mutagénes,
activation des systemes de réparation (Bensakhria, 2018) et méme elles peuvent avoir de graves

consequences sur la réplication du génome.

Il existe plusieurs systémes de réparation de I’ADN. Certaines enzymes permettent la
réparation directe de ' ADN. Cependant, I’efficacité de ces systémes dépend de plusieurs facteurs
comme 1’age ou le type de la cellule. Cette derni¢re peut entrer en apoptose en cas de division

celulaire non contrdlée aboutissant a la formation de tumeurs cancéreuses (Florence, 2016).

6. Antioxydants

Face a la production permanente de ROS, les organismes vivants ont développé des
systemes de défense qui les protégent des dommages liés aux formes radicalaires. Ces défenses
permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un taux basal. En effet, elles
possédent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent trés rapidement pour
les neutraliser (Delattre et al., 2005b). Les molécules contrélant cette production sont désignées

par le terme «Antioxydant».

6.1. Définition

Un antioxydant est une molecule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules. En

termes d'alimentation, un antioxydant a été defini comme "tout substance qui, lorsqu'elle est
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présente a des concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou
empéche I'oxydation de ce substrat de maniére significative (Halliwell, 1991).

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi aux petites molécules hydro- ou
liposolubles (Delattre et al., 2005). Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous organismes, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou

extracellulaires (Cano et al., 2006).

6.2. Mode d’action des antioxydants

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres oxygeénes.
(Penna et al., 2009). En fait, en fonction de leur mécanisme d’action on distingue des
antioxydants inhibiteurs des radicaux libres, décomposeurs des peroxydes, désactivateurs des
ions métalliques, ou des piégeurs d’oxygenes (Dziezak, 1986 ; Yagi, 1970). En complément de
ces mécanismes, I’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules

endommagées par 1’attaque radicalaire (Penna et al., 2009).

6.3. Les systemes de défense antioxydants

On distingue deux sources d’antioxydants (fig.9), I’une est apportée par 1’alimentation sous
forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides,
glutathion ou acide lipoique; I'autre est endogeéne et se compose d’enzymes (superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine,
albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A
cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des

cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).
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Figure 9 : Apercu des especes oxygénées activées (EOA)dérivant de oxygene et systémes de

protection permettant de limiter effet toxique de ces espéces (pince ma il, 1998).

6.3.1. Les systemes antioxydants enzymatiques

Les systemes antioxydants enzymatiques sont d'origine endogene. Ces enzymes sont

¢laborées par notre organisme avec l’aide de certains minéraux. Elles sont présentes en

permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika et al.,

2004). Trois

types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des especes réactives de

I’oxygéne. Ces différentes enzymes sont en interrelation dans la régulation du stress oxydant

intracellulaire (fig.10).

Chaine Respiratoire
NADPH oxydase

Xanthine oxydase

Allopurinol

NO-synthase

Glutathion
peroxydase Catalase
Chélateurs
Fer Cuivre
il -02

ONOO‘

NO°

Scavengers

Figure 10 : Action des anti-oxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de oxygene (

Boubekri C , 2014).
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e La Superoxyde dismutase (SOD)

C’est une métalloprotéine ubiquitaire chez les eucaryotes (Jiang, 2002). Elle catalyse la
dismutation du superoxyde en oxygene et peroxyde d’hydrogéne et représente de ce fait, une
partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres (Afonso, 2007). Cette réaction
du dismutation nécessite un milieu acide et va permettre d’agir simultanément avec 2 anions

superoxydes aboutissant a la formation de dioxygeéne et de peroxyde d’hydrogéne (Desmier,

2016) :

SOD
20"+ 2HY —— > H202+ O

Il existe deux types de SOD selon la nature métallique de leur cofacteur : une SOD
cytoplasmatique Cu et Zn dépendante et la SOD mitochondriale Mn dépendante. C’est la
découverte de ces deux enzymes dans les cellules qui a permis de démontrer pour la premiere
fois I’existence de radicaux libres dans les organismes vivants, phénoméne supposé totalement
impossible par les chimistes du fait de leur danger potentiel. Ainsi, c’est en démontrant la réalité
de puissants systemes antioxydants enzymatiques endogenes que Mc Cord et Fridovitch ont mis
en ¢évidence pour la premicre fois I'importance du concept du stress oxydant (McCord et

Fridovich, 1970).

e La Catalase (CAT)
Ce sont des enzymes présentes dans les peroxysomes des cellules végétales et animales, qui
catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (Valko,
2006) :

CAT
2HO2 —— 3 2H0+ 0O

De ce fait, la CAT a un rdle essentiel dans I'acquisition de la tolérance au stress oxydatif et
dans la réponse adaptative des cellules (Buschfort et al., 1997 ; Goth et al., 2004). Elle joue, en
effet, un role significatif en permettant d'éliminer I'exces de peroxyde d'hydrogéne afin que la
réaction de Fenton ne puisse s'amplifier (Cantin, 1999). Ainsi, divers états pathologiques et
anomalies sont associés a la carence ou a la mutation de cette enzyme (Buschfort et al., 1997 ;
Goth et al., 2004).
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e La Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (EC 1.11.10.19) est une enzyme dépendante du sélénium (Akbas
et al., 2005). Elle contient un seul résidu seléno-cystéine (Se-Cys) dans chacune de ces quatre
sous-unités identiques, ce qui est essentiel pour I'activité enzymatique (Mareés et al., 1999). Elle
se retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol et des
mitochondries (Richard et al., 1997).

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O>. Lors de cette réaction (fig.11) deux molécules
de glutathion réduit (GSH) sont oxydeées en glutathion-disulfure (GSSG).

La glutathion réductase, quant a elle, a pour rble de régenérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilis¢é comme donneur d’électrons. La concentration cellulaire
en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx

maintienne sa fonction (Halliwell, 2001).

GSH NADP*
GPx GR
3 GSSG NADPH
H,O

Figure 11 : Cycle élimination de H202 par le GSH (William, 2013).

e La glutathion S-transférase (GST)

La GST est une famille d’enzymes multifactorielles présentes chez tous les organismes
(Renuka al., 2003). La GST est un systeme tres important dans la protection de la cellule contre
les ERO par sa capacité de conjuguer le glutathion avec les composes €electrophiles et la réaction
des peroxydes (Zhihua et al., 2004).

e L’heme oxygénase (HO)

Le systeme (HO) est constitué de trois iso enzymes : la forme HO-1 inductible, la forme

HO-2 constitutive et la forme HO-3 qui a été réecemment clonée. Cest une enzyme qui catalyse la
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dégradation de I'néme. Ses produits de dégradation sont la biliverdine, du fer et du monoxyde de
carbone. L’effet Protecteur de la HO contre le stress oxydant est indirect, puisqu’il est relié¢ au

fait que :
v" La biliverdine se transforme en bilirubine a activité antioxydante (Ryter et Tyrell, 2000) ;

v" Le fer produit par ’activité de ’HO stimule la synthése de la ferritine, qui est également

impliquée dans la réponse antioxydante (Milane, 2004).
6.3.2. Les systemes antioxydants non-enzymatiques

Dans ce groupe d'antioxydants on peut distinguer deux types : les antioxydants endogénes

et les antioxydants exogénes (Ribeiro et al., 2001) :
6.3.2.1. Antioxydants non-enzymatiques endogenes
e Le Glutathion (GSH)

Le glutathion (fig.12) est un tripeptide, formé par la condensation d'acide glutamique, de
cystéine et de glycine : y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine. Le glutathion est trés abondant dans le
cytosol, dans les noyaux et dans les mitochondries, sa forme oxydée est GSSG, glutathion
disulfure (Masella et al., 2005).

H2
] \
HO MH> CH>
N /
C—HC MH-CH
Y A W \
(@ (CH>)>C CcC——WH OH
N/ i
(@ CH>—C
\O

Figure 12 : Formule semi-développée du glutathion reduit (GSH)
(D’apres Sies, 1999).

La forme réduite représentant environ 98 % du glutathion total. Le GSH participe de fagon
prépondérante aux mécanismes de défense cellulaires grace a sa fonction sulfhydryle (-SH) a
I’origine d’une grande réactivité et d’un puissant pouvoir réducteur. Le rapport glutathion
réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du stress
oxydant car plus le flux d' H2O> est important, plus le glutathion réduit est consommé et le

glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992).
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La fonction thiol confére au glutathion un réle d'antioxydant, c'est-a-dire de réducteur
(donneur d'électron ou d'atome H) qu'il exerce vis-a-vis de nombreuses espéces oxydées, et en

particulier vis-a-vis de I'eau oxygénée et des radicaux hydroxyles (Karoui et al., 1996).
GSH + OH — GS + H20

Toutefois, le rble protecteur de GSH semble provenir de sa capacité a réagir avec les radicaux

centrés sur le carbone R :
GSH+ R — GS'+RH

Les Thiyles radicaux generés peuvent se dimériser pour former le produit non radicalaire, le
glutathion oxydé (GSSG) (Hwang et al., 1992) :

GS* + GS' — GSSG

e L’Acide urique

Issu du catabolisme des purines, 1’acide urique (AU) joue un réle important dans le systéme
antioxydant. Il apparait comme étant 1’antioxydant plasmatique le plus réactif avec les ROS,
contribuant a lui seul a 60 % de la capacité antioxydante du plasma grace a sa concentration
élevée (Zhao et al., 2009).

Au début des années 80, Ames et al ont proposé que I'AU puisse avoir une signification
biologique en tant gqu'antioxydant et ont montré, par des expériences in vitro, qu'il est un puissant
capteur de radicaux peroxyle (ROz’), de radicaux hydroxyle (OH") et d’oxygéne singulet (*O2). Il
est également un neutralisant puissant de 1'ozone, de 1’acide hypochloreux et du radical

superoxyde (Sekli-belaidi, 2011 ; Mimouni, 2020).

Apres réaction avec les ERO et d'autres agents oxydants, 1’acide urique peut étre oxydé en
différents produits dont le prédominant est 1’allantoine qui augmente également dans les muscles
en cas d’effort (Hellsten et al., 2001), puis est régenéré par la vitamine C (Vasconcelos et al.,
2007). Il subsiste certains doutes quant a une reelle fonctionnalité antioxydante de 1’acide urique,
dont I’augmentation peut aussi bien avoir des conséquences pro que antioxydantes (Patterson et

al., 2003 ; Baillie et al., 2007 ; Sautin et al., 2007 ; Gersch et al., 2009 ; Johnson et al., 2009).

D’autres antioxydants non enzymatiques endogeénes dont leur role est aussi important,

notamment la bilirubine, le coenzyme Q10 et 1’acide lipoique.
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e LaBilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement
du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules du systéme réticuloendothéliale (foie, rate et
moelle osseuse) chez les mammiféres. C’est un composé non hydrosoluble, elle se lie a
I’albumine dans un rapport steechiométrique 1/1, ce qui empéche sa pénétration dans des tissus

riches en lipides tels que le cerveau.

La bilirubine est un piégeur d’oxygene singulet et de radicaux peroxyles RO>" et protége
ainsi 1’albumine et les acides gras qui y sont associés des attaques radicalaires (Neuzil et al.,

1993).
e La Coenzyme Q10

La coenzyme Q10, forme prédominante d’ubiquinone chez I’homme et I’animal, peut agir
comme un antioxydant liposoluble, en complément de son réle dans le métabolisme énergétique.
Sa fonction serait de stimuler un recyclage efficace de la vitamine E, plutdt que d’agir

directement sur les R" (Tessier et al., 1995).

La coenzyme Q10 est un transporteur d’électrons présent dans la chaine oxydative
mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le plasma et dans les lipoprotéines. Elle est
capable de donner des électrons et permet a ce titre une protection des membranes contre la

lipoperoxydation (Powers et Jackson, 2008).
6.3.2.2. Antioxydants non-enzymatiques exogenes

Un certain nombre de substances d’origine alimentaire s’opposent a la propagation des
radicaux libres, trés souvent en formant a partir d’un radical treés réactif un autre radical
beaucoup moins réactif. Elles sont capables de neutraliser un seul radical libre par molécule : on
les appelle pour cela des piégeurs stoechiométriques. Ils n'agissent qu'a des concentrations
élevées et ne jouent qu'un rble négligeable par rapport aux enzymes précédentes. Certains
protecteurs stoechiométriques sont régénérables et se comportent comme des agents presque

catalytiques, capables d'éliminer de nombreux radicaux nocifs.
e LaVitamine E

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités

biologiques identique a celles de la famille des tocophérols (fig.13). Sa forme naturelle inclut
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quatre tocophérols isomeéres (o, B, y et §) avec une activité antioxydante variable (Carr et al.,

2000).

Tocophérols

R3 R1=R2=R3=CH, o
»R1=R3=CH,, R2=H B
R1=H, R2=R3=CH, v
R1=R2=H, R3=CH_ §

v

Figure 13 : Structure chimique des tocophérols (Laguerre et Al., 2007).

Elle est liposoluble et s’incorpore facilement dans les membranes cellulaires qui, étant
riches en acides gras polyinsaturés facilement oxydables et qui sont tres exposées aux dommages
induits par les radicaux libres. Elle réagit avec les radicaux peroxyles (RO2") qui, sont fabriqués
dans les membranes pour former un radical o -tocophéryl (a-T°) plus stable protégeant ainsi les

membranes cellulaires et les lipoprotéines :
ROz + ¢-TH — RO2H + a-T*  (o-tocophérol : a-TH).

De plus, 1’a-tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous leur forme protonée HO>"), les

radicaux hydroxyles OH", ainsi que I'oxygéne singulet 1O, (Gardés-Albert et al., 2003).

Bien que la concentration d’a -tocophérol soit relativement faible in vivo, le recyclage de

ce dernier (fig.14) est assuré par une consommation optimale de vitamine C (Leger, 2006).

—
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Figure 14 : Régénération du tocophérol (vit.E) par acide ascorbique (vit.C).
(Leger, 2006 )
e LavitamineC

La vitamine C (fig.15), ou acide ascorbique, est une molécule hydrosoluble (Wickens,
2001). C’est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec
les radicaux hydroxyles ‘OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O>" (et leur forme
protonée HO>"). En outre, lI'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO>™ en réagissant avec ces

divers oxyradicaux.

HO OH
= - CH— CH-OH
OH

Figure 15 : Structure de 1’acide ascorbique (Diallo, 2005)

L’ascorbate (AscH") est oxydé en radical ascorbyle (Asc™) qui est relativement inerte vis-a-
vis des matériaux biologiques (Gardes-Albert et al., 2003). Elle réagit également avec le radical
tocophéryl, en régenérant la vitamine E, en devenant le radical ascorbyle A", également trés

stable.

La vitamine C est régénérée par d’autres molécules comme le gluthation, et des enzymes, la

gluthation peroxydase ou les superoxydes dismutases (Gardes-Albert et al., 2003).
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e Les caroténoides

Les caroténoides (fig.16) sont les molécules les plus efficaces pour piéger 1’oxygéne
singulet. Les caroténoides peuvent étre des hydrocarbures purs appelés carotenes (lycopéne, S -
caroténe...) ou posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, s’appeler

xanthophylles (astaxanthine, lutéine...) (Laguerre, 2007).

— A}/J\-_ﬁ‘:/ﬂ%‘ . S ’/___‘1“::]1:2 B-carotemne
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Figure 16 : Principaux caroténoides antioxydants (Laguerre, 2007)

Les caroténoides développent diverses activités biologiques, dont des activités
antioxydantes et antiradicalaires, par lesquelles ils protégent les LDL de la peroxydation : leurs

nombreuses doubles liaisons conjuguées font d’eux de bons piégeurs des radicaux libres.

Grace au long systéme polyénique conjugué de ces molécules, 1’exces d’énergie de leur état
excité (S -carotene*) est dissipé au travers d’interactions vibrationnelles et rotationnelles avec le

solvant ou leur environnement (Palozza et Krinsky, 1992).
1 02 + g — carotene— 3 O2 + # — carotene*
p — carotene*— g — caroténe + chaleur

Par ce mécanisme de dissipation de 1’énergie sous forme de chaleur, le  -caroténe régénéré
peut commencer un nouveau cycle de piégeage de 1’02 et constitue par conséquent un piégeur
non steechiométrique. Il est estimé que chaque molécule de caroténoide pourrait piéger environ

1000 molécules d’*O,, avant de réagir chimiquement et de former un produit.
e Les polyphénols

Les polyphénols (fig.17) sont généralement de puissants antioxydants. lls ont ainsi la

capacité de protéger les végétaux contre les effets néfastes des radicaux libres génerés en réponse
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aux polluants, infections, rayonnements UV etc. D’autres sont également de bons inhibiteurs

d’enzymes ou sont reconnus pour leurs propriétés antiseptiques ou anti-inflammatoires.

OH

Figure 17 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les polyphénols et en particulier les flavonoides sont susceptibles de neutraliser les
radicaux libres, d'exercer un role de protection cardio-vasculaire et de favoriser I'élimination de
substances toxiques. En raison de leur abondance dans les plantes consommeées par I’homme et
de leurs bénéfices potentiels pour la santé humaine, les flavonoides font 1’objet d’une attention
croissante. Que ce soit pour I’étude des relations structure-activité, le contréle de la qualité
alimentaire ou le suivi de 1’absorption et de la métabolisation de ces composés phénoliques

naturels (Perron et Brumaghim, 2009).
7. Stress oxydant et pathologies humaines

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I’évolution (Favier, 2003). La multiplicité des
conséquences médicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux organes ou tissus
peuvent devenir la cible d’un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2001 ; sohal et al.,
2002 ; Delattre et al., 2005).
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Figure 18 : la place centrale du stress oxydant au sein pathologie. ( Favier , 2003 )

De nombreuses pathologies (fig.18), a savoir les maladies neurologiques, les cancers, les
processus inflammatoires ou encore le vieillissement accéléré, sont associées au stress oxydant.
Ce dernier est aussi un des facteurs potentialisant 1’apparition de maladies plurifactorielles tels le
diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaire (Zhang et

Jope, 1999 ; Favier, 2003).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux. L’augmentation de 1’apport nutritionnel en antioxydant visera donc essentiellement a
prévenir ces maladies, de méme, une consommation réguliére en antioxydant pourrait avoir un

effet bénéfique, mais essentiellement préventif (Favier, 2003).
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I1. Pesticides
1. Définition et utilisation

L’étymologie du mot pesticide s'est construite a partir du suffixe "cide™ qui signifie "tuer "
et de la racine anglaise "Pest" (animal, insecte ou plante nuisible) provenant du latin Pestis
(peste) qui désignait le fléau en général (El azzouzi, 2013). Selon FAO (1996), les pesticides
sont définis comme « toute substance ou associations de substances qui est destinée a repousser,
neutraliser ou détruire les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaine ou animales, et
les espéces indésirables des plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant

autrement nuisibles ».

Selon Middlekauf (1986), un pesticide est toute substance naturelle ou synthétique utilisée
pour prévenir, détruire, repousser ou inhiber les pestes, ou utilisé comme régulateur de plant,

défoliant ou dessicatif.

Encore appelés produits phytosanitaires ou phytopharmaceutiques, les pesticides sont
définis de plusieurs maniéres selon I'objectif recherché dans leur utilisation (FAO, 1990 ; OMS,
1994), et varie selon les époques et les pays. Cependant, I'essence du pesticide reste
fondamentalement constante, c'est-a-dire qu'il s'agit d'une substance (mélangée) toxique et
efficace pour les organismes cibles et sans danger pour les organismes et les environnements non
ciblés (Wenjun et al., 2011).

2. Classification

Les pesticides disponibles aujourd’hui sont caractérisés par une telle variété de structure
chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe, En général

ils sont classés en fonction de :
v’ La nature chimique de I’espéce combattre (premier systéme de classification) ;

v' La nature chimique de la principale substance active (deuxiéme systeme de
classification) (Bourbia-Ait Hamlet, 2013).

2.1. Le premier systeme de classification :

Il repose sur le type de parasites a contrdler, il existe principalement trois grandes familles
d’activités (El Mrabet, 2006).
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e Les herbicides

Destinés a lutter contre les mauvaises herbes, qui entrent en concurrence avec les plantes a

protéger en ralentissant leur croissance.
e Les fongicides

Destinés a eliminer les moisissures et parasites (champignons...) des plantes. Les fongicides
assurent une excellente protection contre le développement des champignons parasites et

permettent I’obtention de plantes saines.
e Les insecticides

Ce sont les premiers pesticides utilisés et les plus utilisés en Algérie. Les insecticides sont
des substances actives destinés a lutter contre les insectes. lls interviennent en tuant ou en
empéchant la reproduction des insectes, ce sont souvent les plus toxiques (Bougeutof &
Djaballah, 2016).

Outre, ces trois grandes familles, d’autre peuvent étre citées en exemple :

v" Les acaricides (contre les acariens) ;

v Les nématicides (contre les nématodes) ;

v' Les rodenticides (contre les rongeurs) ;

v' Les taupicides (contre les taupes) ;

v Les molluscicides (contre les limaces et les escargots essentiellement) ;

v" Les corvicides (contre les corbeaux, et tous les oiseaux ravageurs de culture).
2.2. Le deuxiéme systeme de classification

Le classement se fait en fonction de leur substance active (tab.2). Les principaux groupes
chimiques comprennent : les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les

pyréthrinoides, les triazines et les urées substituées (Bourbia-Ait Hamlet, 2013).
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Tableau 2 : Classification et caractéristiques des groupes des pesticides (Benziane, 2014).

Classes Exemples Utilisation / Action = Caractéristiques
DDT, aldrine, ) .
. Paralysie et mort Bioaccumulation
Organochlorés lindane _
des insectes Bioamplification
Chlordane
Carbamates Carbaryl, Aldicarbe Neurotoxique Hydrosolubles
Agit sur la Trés Hydrosolubles
o _ photosynthese toxique pour le
Triazines Atrazine

utilisée dans les phytoplancton et les

cultures de mais aigues d’eau douce

Dérivés des Désherbant de la  Lésions pulmonaires
o Paraquate ) o )
pyridines vigne irreversibles
) n _ Inhibiteur de la Toxicité faible pour
Urées substituées Diuron .
Photosynthése I'nommes
Toxicité faible due a
) _ ) ) la pénétration
Acides organique Pentachlorophénol Désherbant totale

difficile dans les
feuilles

) . Persistances dans les
Paration, diazinone

organophosphorés Neurotoxique milieux

Malathion, hydrosolubles

3. Mode d’action des pesticides

- Les herbicides : le mode d'action est la maniére génerale dont un herbicide affecte une
plante au niveau tissulaire ou cellulaire. Les herbicides ayant le méme mode d'action et schéma
de translocation (mouvement) et produiront des symptdmes de blessure similaires (Kumar Das et
Mondal, 2014). Ils peuvent agir dans le sol au niveau des racines ou directement sur feuilles et

possédent différents sites d’action sur la plante (Batsch., 2011) :

v' Perturbateurs de la photosynthése ;
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v" Perturbateurs de la croissance : inhibition de la division cellulaire, perturbation de

1’¢longation, inhibiteurs de la synthese de la cellulose ;
v"Inhibiteurs de la synthése des lipides, des acides aminés et des pigments.

- Les insecticides : le mécanisme d’action des insecticides se fait soit directement sur les
parasites cibles par digestion ou inhalation, soit indirectement dans ce cas le pesticide pénétre et

diffuse dans la plante (effet systémique) (Manirakiza et al., 2003).
Les insecticides se caractérisent par deux modes d’action (Saidi —Adimi, 2018) :
v" Action sur le systéme nerveux

La neurotoxicité de ces insecticides se manifeste par le blocage de la propagation de
I’influx nerveux au niveau des neurones et des synapses, tant au niveau du systéme nerveux
central que périphérique. Les symptdmes d’intoxication par les substances neurotoxiques sont les
suivants : période de latence, hyperexcitation, manque de coordination, tremblements,

convulsions, prostration et mort.
v"Action sur le systéme respiratoire

Certaines familles des insecticides sont des inhibiteurs du site | de la chaine mitochondriale
(coenzyme Q oxydo-réductase) tandis que d’autres inhibent le complexe cytochrome bcl ou la

phosphorylation oxydative.

- Les fongicides : peuvent agir difféeremment sur les plantes soit en inhibant le systeme
respiratoire ou la division cellulaire, soit en perturbant la biosynthése des stérols, des acides
aminés, des protéines ou le métabolisme des glucides (Agnandji, 2018). Leur mode d’action,
peut étre observé sur un seul site et on parle ici de fongicide unisite, ou sur plusieurs cibles et on

parle dans ce cas de fongicide multi-sites (Batsch, 2011).
4. Impacts des pesticides sur I’environnement et la santé humaine
4.1. Effets sur ’environnement

En plus de tuer I’espéce visée, les effets des pesticides sur I’environnement sont nombreux
(fig.19). Les substances et/ou les molécules issues de leur dégradation sont susceptibles de se
trouver dans différentes parties de I’environnement (I’air, le sol, les eaux, les sédiments, ainsi

gue dans les aliments). Elles présentent, par leur migration entre ces compartiments de
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I’environnement, des dangers plus ou moins importants pour ’homme et les écosystémes, avec

un impact a court ou a long terme (Saadane, 2018).
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Figure 19 : Interaction entre les pesticides et les écosystemes (Webographie-2).
4.2. Effet sur la santé

Les pesticides ont amélioré le niveau de santé humaine en contrélant les maladies a
transmission vectorielle, mais leur utilisation a long terme et aveugle a eu des effets graves sur la
santé. Comme [’utilisation de pesticides a augmenté au cours des dernieres décennies, la
probabilité d’exposition a ces produits chimiques a ¢également considérablement augmenté (Kaur

etal., 2019).

Les effets néfastes des pesticides peuvent se manifester immédiatement ou a court terme
apres I’exposition ou a la suite d’absorption répétée, sur une longue période, de faibles doses de
pesticides. Dans le premier cas, on parlera d’intoxication aigué alors dans le second, on fait une

référence a une intoxication chronique (Onil, 2005).
e Exposition

Les pesticides pénetrent dans 1’organisme selon trois voies : cutanée, respiratoire et orale.
En milieu agricole, la voie de pénétration majeure est la voie cutanée. L’exposition par
inhalation est principalement liée a 1’épandage et la contamination orale concerne le contact de la
bouche avec les mains ou du matériel souillé. Dans la population générale (fig20), la voie
d’exposition majeure est la voie orale et est principalement liée a I’ingestion d’aliments ou de

boissons contaminés (Sylvie Bortoli et Coumoul, 2018).
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Figure 20 : Mode d’exposition de I’homme et des milieux par les pesticides (Merhi, 2008)

o Effets aigués

De par leur emploi, généralement en circuit ouvert et de par leur capacité a se disperser au-
dela de la cible visée, les pesticides constituent un risque pour les organismes non cibles.
L’emploi inadéquat de ces produits peut entrainer a trés court terme (heures, jours) des troubles
de la santé. Ces troubles, le plus souvent reliés au méme mécanisme mis en jeu par le pesticide
dans son action contre le nuisible, sont regroupés sous le terme d’intoxications aigués. Dans
certains cas, ces troubles peuvent se manifester a moyen terme, en particulier en cas

d’expositions répétées (Baldi et al., 2013).
e Effets chroniques

Les effets chroniques des pesticides sont souvent mortels et peuvent ne pas apparaitre
méme pendant des années et sont des effets a long terme qui endommagent plusieurs organes du
corps, I’exposition aux pesticides pendant de longues périodes entraine les conséquences
suivantes (Mahmood et al., 2016) :

— L’exposition aux pesticides peut entrainer une gamme d’effets neurologiques sur la santé

tels que la perte de coordination et de mémoire et la capacité visuelle réduite. . .etc.

— L’exposition a long terme aux pesticides endommage le systéme immunitaire et peut

provoquer une hypersensibilité, de I’asthme et des allergies.

— Des résidus de pesticides ont été trouvés dans la circulation sanguine de patients

cancéreux par rapport aux individus normaux. Les pesticides ont été associés a la

—
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leucémie, cancer du cerveau, lymphome, cancer du sein, de la prostate, des ovaires et des

testicules.

— La présence de pesticides dans le corps pendant une période plus longue affecte
également les capacités de reproduction en modifiant les niveaux d’hormones
reproductrices méales et femelles. Par conséquent, il en résulte une mort naissance, des

anomalies congénitales, un avortement spontané et infertilité.

— Une exposition prolongée aux pesticides endommage également le foie, les poumons, les

reins et peut causer maladies du sang.
5. Les principaux mécanismes de toxicité des pesticides

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

libération d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) en présence des pesticides.

Une augmentation des aberrations chromosomiques in vitro chez des lymphocytes humains
a été observée en présence de certains pesticides tels que le Carbofuran, seul (Naravaneni et
Jamil, 2007) ou en mélange avec I’Endosulfan et le Monochrotophos (Das et al., 2007). De plus,
sur des cellules mammiféres, 1’ Alachlore, le Chlorpyrifos, le Mancozébe et le Monochrotophos
ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques (Bagchi et al., 1995 ; Calviello et
al., 2006) et des bases oxydées de type 8-OH-dG (Calviello et al., 2006) ainsi qu’une présence de
micronoyaux (Peitl et al., 1996).

Par ailleurs, certains pesticides comme les carbamates et les organophosphorés provoquent
une inhibition de P’activité de I’acétylcholinestérase au niveau du systéme nerveux périphérique
ou central entrainant une hyperexcitabilité des cellules neuronales et des effets potentiellement
neurotoxiques (Moser, 2007). Une inhibition de la neurotransmission provoquée par la

diminution de I’activité de 1’acétylcholinestérase cérébrale a également été liée a une suppression
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de la sécrétion d’hormones stimulant les gonades (e.g, hormone de stimulation folliculaire (FSH)

et hormone lutéinisante (LH) pouvant entrainer des effets sur la fertilité (Lyons, 2000).

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

doses sont moins bien decrits.
6. Généralité sur le pesticide étudié : ’atrazine
6.1. Présentation

L'atrazine (CgH4CINs) est un herbicide aromatique de la famille des triazines. C’est un
produit de synthése organique qui est produit a partir de la réaction du chlorure de cyanuryle sur

I’éthylamine et 1I’isopropylamine (Schivaon et Soulas, 1983 ; Capriel et al., 1985).

L’atrazine a été 1’un des pesticides les plus fréquemment utilisés aux Etats-Unis et en
Europe. Elle a été découverte par la société Ciba-Geigy a la fin des années 50 (actuellement
Novartis Crop Protection AG). Au marché, elle a été commercialisée sous différents noms :
Aatrex, Aktikon, Atranex, Primatol, Malermais, Atratol, Gesaprim et Zeapos. En France, elle a
été introduite en 1962 et a été largement utilisée a cause de ses caractéristiques avantageuses et a

été massivement utilisée pendant quarante ans.
6.2. Utilisation et mode d’action

L’atrazine s’utilise principalement dans le contréle des mauvaises herbes graminoides et a
feuilles larges, dans les champs de mais, de colza et de bleuet nain et s'emploie également pour

deétruire les mauvaises herbes en géneral dans les secteurs non cultivés et les zones industrielles.

Pour le mécanisme d'action herbicide, l'atrazine interfére avec le photosysteme Il de la
photosynthéese des plantes en empéchant la phase de Hill ou la phase lumineuse d'inhiber la
protéine D1 (plastoquinone B), localisée dans la membrane des thylakoides (fig.21), a I’intérieur
des chloroplastes (Tasli et al., 1996).
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Figure 21 : Mode d’action de I’atrazine au sein des plantes. ( Tasli et al , 1996 )
6.3. Propriétés physico-chimiques

L’atrazine (fig.22) ou 2-chloro-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazine est un
herbicide aromatique hétérocyclique de Classe Il (Iégerement toxique) selon la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Elle est classée comme pesticide restreint

d’utilisation en raison de son fort potentiel de contamination des eaux souterraines.

Cl
N/\T
C,H;s _1\|I \N l\l}—C(CH.;)
H H

Figure 22 : structure chimique de 1’atrazine. ( Norouzi ,2012 ,Gricic 2009)

L’atrazine est une base faible (pKa de I’acide conjugué étant égal a 1,64), peu soluble dans
I’eau (30 mg.L -1 a 20 °C) avec un coefficient de partage KOW de 398. Ses principales

caractéristiques physico-chimiques sont présentées dans le Tableau 3 :

—
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Tableau 3 : Propriétés physico- chimiques de I’atrazine (www.chemfinder.com)

Formule brute CsH14CINs

Masse molaire 215.69 g mol !

Etat physique Solide cristalline, blanc
Solubilité dans I’eau 30mgL'a20°C,33mgLta27°C
Solubilité dans le méthanol 15000 mg L 420 °C
PKa 1.64

Pression de vapeur 2.89x 10" mm Hg a 25 °C
Densité 1.187a20°C

Point d’ébullition 200 °C

Point de fusion 171-175°C

Constante de Henry 2.36 x 10° atm-m 3 mol*

6.4. Devenir dans I'environnement

L’évolution de I’atrazine est variable dans I’environnement, la part de produits réellement
exploitée pour I’action herbicide ne représentant que 16,7% du produit appliqué. Les pertes
environnementales se divisent en trois voies principales, la volatilisation (environ 2%), le
ruissellement (environ 5%) et le lessivage (environ 0,6%). L’importance de chaque voie de
transfert dépend des caractéristiques physico-chimiques du sol, de la molécule et des caracteres
environnementaux (température, pluviométrie...). On note ainsi que la grande partie du produit

appliqué (environ 75%) s’accumule dans le sol.

Ce constat est confirmé par Schiavon et al., 1991, qui montre que 77% de 1’atrazine
marquée au 14C initialement appliquée se retrouvait dans les 10 premiers centimétres de sol.
Parmi ces 77%, 57% se trouvent sous forme de résidus liés a la matiere organique du sol et sont
non extractible lors des dosages. Ainsi, la matiére active s’accumule dans la partie supérieure du
sol et peut étre libérée ultérieurement de facon diffuse. L'atrazine a donc été considéré par
I'Environmental Protection Agency (EPA) des Etats-Unis comme un produit chimique de priorité
A pour ce qui est de la contamination potentielle des eaux souterraines (McRae et Backgrounder,
1991).
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6.5. Toxicité de ’atrazine

L’atrazine exerce des effets toxiques aigus et chroniques chez divers organismes. Les
mécanismes par lesquels ’atrazine induit de tels effets reste encore a élucider. Néanmoins, la
synthése des données issues d’études toxicologiques a démontré que 1’atrazine était capable

d’induire un stress oxydant.

Comme certains pesticides, la métribuzine a pour effet d’augmenter le stress oxydatif,
résultant d’excés d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS). Selon I’étude de (Shirisha et al.,
2013), cette surproduction d’ROS pourrait donc étre a I’origine d’effet pro-oxydant de 1’atrazine
dont pourraient résulter des réactions d’oxydation, et dont les macromolécules telles que les
protéines et les phospholipides membranaires sont les principales cibles. Dans cette étude, ces
effets pro-oxydants sont observés dans les reins des rats males exposés a une dose 300mg/kg

d’atrazine.

Ainsi, le stress oxydant 1ié a 1I’exposition a 1’atrazine serait a I’origine d’une perturbation de
’activité de certaines enzymes impliquées dans la défense cellulaire antioxydante (inhibition des
activités superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase, glutathion-s-transférase,

glutathion reductase).

Chez le poisson carpe herbivore (Ctenopharyngodon idella), des phénoménes oxydatifs ont
également été rapportés par Shahamat et al. (2015) lors d'évaluation du statut antioxydant (GSH,

CAT) au niveau des organismes exposés a 1’atrazine par voie orale.

Il semble donc que les ¢tudes toxicologiques concernant 1’atrazine, apportent des arguments en
faveur d’une plausibilité¢ de la relation de causalité entre 1’exposition a la métribuzine et

’apparition de certains troubles.
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I. Méthodes de dosage des biomarqueurs du stress oxydatif
1. Le choix des biomarqueures du stress oxydant

Les scientifiques se sont intéresses, dés le debut, des recherches sur le stress oxydant, a la
découverte d’un marqueur biologique qui identifierait a coup sir la présence d’un stress oxydant

dans diverses situations expérimentales ou cliniques.

Toutes les méthodes proposées, qu’elles que soient, présentent toujours leurs propres
spécificités et limites, montrant qu’il serait utopique de croire en 1’existence d’un marqueur idéal
et unique de stress oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et al., 1999). Donc, les critéres d’un bon

biomarqueur peuvent étre définis comme suit (Carine Badouard, 2006) :

v" Un produit majeur de modification oxydative qui peut étre directement impliqué dans le

développement de la maladie ;

v' Un produit stable non susceptible d’induction artéfactuelle ou de perte durant la

conservation des échantillons ;

v Représentatif de la balance entre la génération des dommages oxydatifs et leur

élimination ;
v Déterminé par une analyse spécifique, sensible, reproductible et robuste ;
v' Libre des facteurs confondants venant d’une prise alimentaire ;
v Accessible dans un tissu cible comme les lymphocytes et cellules mononuclées ;
v' Mesurable dans les limites de détection d’une procédure analytique fiable.
Ainsi,

v Les dosages des biomarqueurs en fonction du matériel dont nous disposons au sein de

notre établissement et les réactifs disponibles.

Selon ces critéres, nous allons nous intéresser dans ce chapitre aux méthodes employées

pour déterminer les principaux parameétres du stress oxydatif :
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2. Méthodes de dosage des principaux biomarqueurs du stress oxydatif
2.1. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode de Wekbeker et Cory (1988) a été appliquée pour le dosage du glutathion dans
les tissus. Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de l'acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela, une déprotéinisation
de I’homogénat est indispensable afin de garder uniqguement les groupements thiol spécifiques du

glutathion.
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Figure 23 : Principe de dosage du glutathion.

Pour I’homogénat, une préparation obtenue apres broyage et homogénéisation des tissus
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), la suspension est centrifugée a 9000 tours par
minute pendant 15 minutes & 4°C. Le surnageant est alors récupéré pour le dosage.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
v' Prélever 0.8 ml de I'homogénat.
v Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique (0.25%).
Aprés agitation durant 15 mn dans un bain de glace :
v’ Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5min.

v Prélever 0.5 ml du surnageant. Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6. Mélanger et ajouter
0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M.

Aprés 5 min d'incubation, la lecture de l'absorbance s'effectue a A= 412. La concentration

en glutathion (GSH) est évaluée selon la formule :
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DO x 1 x 1,525

GSH (nmol GSH/ mg protéine) =
13100 x 0.8 x 0.5 x mg protéine

DO : Densité optique ;

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

— 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant ;
— 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm ;

— 0.8 : Volume de I’homogénat ;

0.5 : Volume du surnageant.

La concentration de la forme réduite du glutathion (GSH) est mesurée par apport a 1mg de

protéines. Ce dosage doit donc étre accompagné par le dosage des protéines.
2.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le

Bleu Brillant de Coomassie et 1’albumine de beeuf comme standard.

Le bleu de Coomassi réagit avec les groupements amines (-NH>) des protéines pour former
un complexe de couleur bleu. L apparition de cette couleur refléte le degré d’ionisation du milieu

acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines dans I'échantillon.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v’ Prélever 0.1 ml de I’homogénat ;

v Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie ;

v' Agiter et laisser reposer 5 minutes ;

v' Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon d’albumine

sérique bovine (BSA a 1 mg/ml), réalisée dans les mémes conditions (fig.24) :
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Figure 24 : la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1 mg/ml) pour le dosage des protéines

2.2. Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres.

La peroxydation des lipides est estimée par mesure du malondialdéhyde (MDA) produit,
capable de réagir avec I’acide thiobarbiturique (TBA). La reéaction de dosage du
malondialdéhyde, décrite par Esterbauer et al en 1992, repose sur la formation en milieu acide et
a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique, d'un pigment

absorbant a 530 nm.

OH

L H H > H
N Chauffage |
2 | * OWO - . = = = =
H = H Milieu acide
S Malonedialdéhyde OH OH
Acide thiobarbiturique Produit coloré

Figure 25 : Principe de dosage du malondialdéhyde
La procédure s'est déroulée de la fagon suivante :
v' Prélever 375 pul de I'nomogénat (surnageant) ;

v’ Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) ;
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v Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;

v Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min ;

v’ Prélever 400 ul du surnageant. Ajouter 80 ul du HC10.6 M ;

v Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) ;

v' Mélanger et incuber au bain marie & une température de 80 "C pendant 10 minutes.

La lecture se fait par spectrophotomeétrie, I’absorbance est directement proportionnelle a la

guantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO . 106
C (nmol/mg protéine) =

¢.v.L.Fd

v' C: Concentration en nmoles/mg de protéines ;
v" DO : Densité optique lue a 530 nm ;
v E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° Mt cm™?;
v" L : Longueur du trajet optique = 0.5 cm ;
v X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml) ;
v Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
2.3. Dosage de P’activité de la GPx

Le dosage de I’activité de la GPx tissulaire a été réalisé selon la méthode décrite par Flohe
et Gunzler (1984), fondée sur ’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé
(GSSG) par la GPx parall¢lement a la réduction de peroxyde d’hydrogene (H,0,) en eau :

GPx
H.O, + 2 GSH —  » GSSG+2H0

Ce dosage a été fait selon les étapes suivantes :
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v' Prélever 0.2 ml de I'nomogeénat (surnageant);
v Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
v Incuber au bain Marie & 25 "C, pendant 5min;
v Ajouter 0.2 ml de H,0, (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes;
v Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter laréaction.
Aprés incubation pendant 30 minutes dans la glace:
v’ Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes;
v Prélever 0.48 ml du surnageant. Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS;
v Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM), puis mlélanger I’ensemble.

Apres 5 minutes, I’activité de la GPx a ensuite ét¢ déterminée par spectrophotométrie a 412

nm selon la formule :
DO ¢chantition X DO ¢talon X 0.04

GPx (hmol GSH/mg) =
DO ¢taion

v DO gchantillon : Densité optique de 1’échantillon ;
v DO stalon : Densité optique de 1’étalon ;
v" 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.4. Dosage de la catalase (CAT)

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogene

(H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).

La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

2 H202 » 2H20+ 02
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L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV/visible par

la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H20.).

2.4.1. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 800 780
H202 (0.5 M) 200 200
Homogénat - 20

On note que :

v’ Le zéro de ’appareil est réalisé par le tampon phosphate ;

v' La quantité du surnageant (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité de
protéines qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/mL, soit une quantité de 10 a 20 pL de
S9 dilue;

v L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de

pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotometre ;

v La lecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de

mesure.

2.4.2. Calcul de Pactivité de CAT :

ADO x 10

L’activité de la CAT (uM H202/min/mg protéines (50 mg/dl) =
exLxXxFd

— ADO : Variation de la densité optique par minutes ;

g : Coefficient d’extinction du H2O> (0,04 mM-1.Cm-1) ;

— L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm) ;

X : Quantité des protéines en mg/ml ;

Fd : Facteur de dilution du H20 dans le tampon (0,02).
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I1. Discussion

Au cours de ces derniéres années, les connaissances sur la contamination des milieux et sur
I’exposition de la population par les pesticides ont été approfondies. Ainsi, la mise en ceuvre de

travaux relatifs aux effets chroniques des pesticides sur la santé humaine a été poursuivie.

Dans le cadre de ce travail, nous allons essayer de donner les points de quelques études qui
nous semblent essentiels a la bonne compréhension du stress oxydatif, qui est 'un des
mécanismes aggravant la toxicité des pesticides. Nous allons ainsi présenter les résultats qui se
déduisent de ces études concernant I’intérét des antioxydants dans la lutte contre ce phénomene

et les analyser assez brievement :

Plusieurs études ont utilisé des modeles animaux afin de déterminer les effets toxiques des
pesticides comme 1’atrazine et d’étudier les composés naturels a pouvoir antioxydant (Abarikwu,
2014 ; Mohan Singh et al., 2010 ; Shirisha et al., 2013 ; Owolabi et Omotosho, 2017 ; Shahamat
etal., 2015) :

L’¢étude de (Abarikwu, 2014), a pour objet d’évaluer la toxicité hépatique, rénale et
cérébrale de I’atrazine chez les rats males Wistar. Au travers de cette étude, Abarikwu a montré
que I’exposition a une dose de 120 mg/kg de I’atrazine, a provoqué une augmentation de la
peroxydation lipidique (augmentation du taux de MDA), indiquant que les effets délétéres de
I’atrazine chez les rats sont associés a un stress oxydant au niveau du foie, des reins et du

cerveau.

Ce résultat a permis de suggérer que cet herbicide agit au niveau des organes (foie, reins et
cerveau) via des phénomenes oxydatifs liés a la production d’espéces réactives de 1’oxygene,
conduisant a la libération de différents aldéhydes toxiques comme le malondialdéhyde (MDA),

qui représente un bio marqueur de la peroxydation lipidique.

Ainsi, le pouvoir pro-oxydant de I’atrazine, a été également confirmé par une diminution de
I’activité des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) et une déplétion de la teneur tissulaire en
GSH réduit, qui sont souvent considérées comme les marqueurs les plus significatifs du stress

oxydant cellulaire, chez les rats contaminés par 1’atrazine.

En traitement préventif, la quercétine a par ailleurs, empéché chez les rats traités par
’atrazine, la chute de GSH et I'augmentation des niveaux de MDA. De méme, le traitement a
amélioré significativement le taux de SOD et CAT dans le foie, le rein et le cerveau. Cet effet

serait en partie di a ses propriétés antioxydantes. Comme tous les autres polyphénols, la

—
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quercétine a des propriétés antioxydantes trés puissantes, permettant de lutter contre la formation

de radicaux libres en exces.

Une autre étude utilisant également le rat comme modeéle expérimental, confirme également
I’effet prooxydant de I’atrazine. Les paramétres du stress oxydant pris en considération sont :
I’MDA, le GSH et D’activit¢ enzymatique de superoxyde dismuatse (SOD), glutathion
peroxydase (GPx), catalase (CAT) et glutathion S-transférase (GST). En effet, I’étude de Mohan
Singh et ses collaborateurs en 2010, a montré que le traitement des rats par 1’atrazine, a entrainé
dans les érythrocytes des rats, une augmentation du taux de MDA et une réduction des défenses

antioxydantes enzymatiques (SOD, GPx et CAT) et non enzymatiques (GSH).

Le taux élevé du malondialdéhyde (MDA) érythrocytaire, est le reflet de la présence de
lipides ayant subi une peroxydation par les EROs générées par 1’atrazine. De plus, la baisse du
taux de GSH et de I’activité des enzymes antioxydantes dans les érythrocytes, sont considérées

comme un mécanisme préventif a I’action de 1’atrazine.

En traitement préventif, la vitamine E a, par ailleurs, empéché I'augmentation des niveaux
de MDA. De méme, le traitement a amélioré significativement le taux du GSH et de (SOD, GPx,
CAT et GST) dans les érythrocytes des rats. Ces résultats montrent clairement que la vitamine E
a permis de rétablir les perturbations pro-oxydantes induites par 1’atrazine. Cet effet serait en

partie d0 a ses propriétés antioxydantes.

De méme, 1’étude de Shirisha et al en 2013 confirme I'effet pro-oxydant des pesticides dans
les reins des rats traités par I’atrazine. Une augmentation de la peroxydation lipidique, une
diminution de Il'activité des enzymes antioxydantes (catalase, superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase et glutathion-S-transférase) et une déplétion de la teneur tissulaire en GSH réduit, ont

¢été constatée dans le tissu rénal des rats contaminés par 1’atrazine.

Afin de prévenir I’effet toxique 1’atrazine, Shirisha et al ont abouti a une amélioration de la
fonction rénale et a une réduction de l'atteinte rénale catalysée par 1’atrazine grace a un
traitement des rats avec 1’Andrographis paniculata, une plante annuelle de la famille des
Acanthaceae originaire du sud de 1’Inde et connu pour ses propriétés antioxydantes, grace a sa

richesse en flavonoides.

D’autres travaux, ont été aussi réalisés pour évaluer 1’effet pro-oxydant de I’atrazine.
Owolabi et Omotosho en (2017), ont par exemple montré qu’apres une exposition a I’atrazine

par voie orale, cet herbicide est capable d’induire des effets délétéres chez le poisson carpe
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herbivore (Ctenopharyngodon idella). L’atrazine induit, en effet, un stress oxydatif dans le tissu
hépatique et rénal, se traduisant par une diminution de I’activité de la CAT, une déplétion de la

teneur tissulaire en GSH réduit et une augmentation du taux de MDA.

Dans de précédente étude (Shahamat et al., 2015), I’atrazine a également induit un stress
oxydant chez le Poisson-chat africain (Clarias gariepinus). En effet, 1’étude de biomarqueurs de
stress oxydant habituellement utilisés (MDA, SOD), a montré que le traitement des poissons
avec différentes doses de ’atrazine, a entrainé au niveau du foie, une élévation significative du

taux de MDA et une diminution de I’activité de I’enzyme antioxydante (SOD).

Enfin, ces données expérimentales montrent dans leur ensemble que 1’atrazine est capable
d’induire un stress oxydant et d'entrainer par conséquent des modifications oxydatives déléteres
pour les cellules. Ainsi, ces études montrent également le potentiel antioxydant des produits

naturels pour une action protectrice contre les effets déléteres du stress oxydant.
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Conclusion et perspectives

L’utilisation exponentielle de substances polluantes par 1’homme, leur présence dans
I’environnement et leurs effets sur les écosystéemes et les ressources et, a terme, sur la santé
humaine, constituent I’un des problémes les plus préoccupants du XXI*™ siécle. Les pesticides
sont un exemple de ces substances et donnent lieu a de nombreuses études. Ainsi, ces études
apportent des arguments en faveur d’une plausibilité de la relation de causalité entre 1’exposition
aux pesticides et I’apparition d'un stress oxydant. Ce processus biologique est aujourd’hui
reconnu comme principal précurseur de nombreuses pathologies et correspond en fait, a une
agression des cellules par des radicaux libres, aussi appelés « espéces réactives de I'oxygene »
(ERO).

Le stress oxydant, pourrait occasionner des ¢états d’épuisement susceptibles de
compromettre la santé des individus, particulierement lorsque les défenses antioxydantes de
I'organisme sont insuffisantes. Une prise de conscience de I'importance de I'alimentation pour la
santé est donc apparue. Cet effet protecteur est habituellement attribué au pouvoir antioxydant

d’aliments, caractérisés par la présence dans leur composition de substances antioxydantes

A la suite d’une étude bibliographique sur le phénoméne du stress oxydant, notre recherche
apporte un éclairage sur les études faites précédemment, montrant qu'une exposition aux
pesticides comme I’atrazine est a l'origine de stress oxydant. Ainsi, les résultats de ces études ont
permis d’affirmer que l'utilisation de suppléments d'antioxydants, pourrait s’avérer bénéfiques

pour la santé.

Cette recherche documentaire que nous avons menée nous a permis d'identifier plusieurs

perspectives :

1) intensifier les recherches sur les sources de stress oxydant qui sont I'un des éléments
essentiels pour répondre a des questions relatives a la compréhension de ces mécanismes
déléteres ;

2) étudier les effets toxiques de 1’atrazine chez le rat ou d'autres espéces de mammiferes,

par le dosage de marqueur enzymatique (GPx, SOD, CAT) ou non enzymatique (GSH, MDA) ;

3) déterminer les effets d'une exposition (court et long termes) a 1’atrazine, afin de mettre
en évidence des relations dose-effet et les éventuels risques potentiels pour la santé de I’homme

et de I’animal ;

—
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v' 4) confirmer les actions anti-oxydantes des micronutriments comme les polyphénols et les
possibilités de renforcer I'effet protecteur de I’organisme par la supplémentation de ces

composeés naturels.
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