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Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet protecteur du diclofénac contre le stress oxydatif

induit par la toxicité du paracétamol chez des rats males de genre Albinos wistar.

Le paracétamol est a 1’origine de 1’une des intoxications les plus fréquentes dans le monde,
source persistante de déces, Le métabolisme de ce dernier aboutit a la formation d’un métabolite
réactif et des ERO résultant du stress oxydatif dont le systeme de défense anti-oxydant

intracellulaire est capable de les neutralisés et assurer le retour a un équilibre redox de la cellule.

Des animaux rats wistar ont été répartis en 6 lots, chaque lot a regu une dose du paracétamol et

diclofénac. Des dosages biochimiques et tissulaires ont été dose.

La toxicité du PARA a été révélée par une augmentation des taux de parameétres biochimiques,
et une diminution de la concentration du cholestérol sérique et du GSH tissulaire, en comparant
aux témoins. Les résultats de la déplétion du GSH et I’élévation des enzymes du stress oxydatif

(GPx et GR) mettent en évidence le réle détoxifiant du systeme glutathion.

L’association (PARA + DiCF) a révélé un effet protecteur objectivé par la réduction des
concentrations parametres biochimiques et ’augmentation du taux de GSH. Au regard de ces
résultats, il apparait que le DiCF possede une action protectrice vis-a-vis des effets toxiques du
PARA.

Mots clés : paracétamol, diclofénac, stress oxydatif, toxicité, glutathion, glutathion peroxydase



Abstract

The objective of this work is to study the protective effect of diclofenac against oxidative stress

induced by paracetamol toxicity in male Albino wistar rats.

Paracetamol is the cause of one of the most frequent intoxications in the world, a persistent
source of death. The metabolism of paracetamol leads to the formation of a reactive metabolite
and ROS resulting from oxidative stress, which the intracellular antioxidant defense system is

able to neutralize and ensure the return to a redox balance in the cell.

Wistar rats were divided into 6 batches, each batch received a dose of paracetamol and

diclofenac. Biochemical and tissue assays were performed.

PARA toxicity was revealed by increased levels of biochemical parameters, and decreased
serum cholesterol and tissue GSH concentration, compared to controls. The results of GSH
depletion and the elevation of oxidative stress enzymes (GPx and GR) highlight the detoxifying
role of the glutathione system.

The association (PARA + DiCF) revealed a protective effect objectivated by the reduction of
the biochemical parameters concentrations and the increase of the GSH level. In view of these

results, it appears that DiCF has a protective action against the toxic effects of PARA.

Key words: paracetamol, diclofenac, oxidative stress, toxicity, glutathione, glutathione

peroxidase
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Introduction

Introduction

Le paracétamol est une substance active aux propriétés analgesiques et antipyrétiques non
salicylés qui rentre dans la composition de nombreuses spécialités pharmaceutiques.
L’association paracétamol-AINS est trés souvent prescrite par les médecins dans le traitement
des douleurs inflammatoires. Le paracétamol est considéré comme composé médical
dangereux, causant des centaines de décés dans les pays industrialisés di a l'insuffisance
hépatique aigué (1). Le paracétamol subit a une métabolisation hépatique au niveau du cytosol
des hépatocytes (2). Bien que plus le plus grand parti du paracétamol est métabolisé en glucuro
et sulfato conjugués non toxiques, le reste est oxydé en métabolite toxique (NAPQI) par le
systeme cytochrome P450 (3). Dans le cas de surdosage, un risque d’intoxication par la
saturation des deux voies principales de métabolisation (glucurono- et sulfoconjugaison). I
s’ensuit une hyperproduction de NAPQI par la voie du cytochrome P450. L’exces du NAPQI
conduit a une saturation du glutathion (4). Ce dernier cause un stress oxydant qui est un
événement physiopathologique et un type d’attaque aux constituants de la cellule dii aux
espéces réactives de I’oxygene et aux espéces réactives azotées oxydantes (5). Heureusement
I’organisme est accordé a un systéme antioxydant qui nous protége en éliminant les radicaux
libres et/ou les métabolites toxiques des médicaments (6). Mais L’excés de radicaux libres non
neutralisés par les moyens de défense est trées dommageable pour les macrobiomolécules
essentielles, entrainant anomalies d’expression des génes et des récepteurs membranaires,
prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenese, dépbts de protéines dans
les tissu. Aussi plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, aux cancers,
des pathologies oculaires, des maladies neurodégénératives. Dans de nombreuses autres
maladies, le stress oxydant est secondaire a I’établissement de la pathologie, mais participe a
ses complications immunitaires ou vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le

sida ou le choc septique, le diabéte, la maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale (7).

L’association paracétamol-AINS est tres souvent prescrite. L’exemple de I’ AINS choisi pour
notre étude est le traitement par le diclofénac (DiCF), pour connaitre son effet sur le stress

oxydant induit par intoxication au paracétamol.
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Chapitre | Le Paracétamol

| - Le paracétamol

1-Définition

Le paracétamol est un antalgique le plus consommeé. Il permet de soulager de nombreuses
manifestations douloureuses (maux de téte, douleurs dentaires ou articulaires, états grippaux,
régles douloureuses, etc.).

Son mécanisme d'action dans la douleur et la fievre est encore mal connu. Il agit pendant
environ 4 heures, en une vingtaine de minutes aprés sa prise. Il est sdr et efficace dans les
conditions normales d’utilisation et il peut étre pris par les enfants. Son utilisation est possible
pendant toute la grossesse en cas de douleur ou de fiévre, a la dose efficace la plus faible et
pendant la durée la plus courte nécessaire au soulagement des symptémes. Le paracétamol a
I’avantage sur ’aspirine de ne pas provoquer d’irritation sur 1I’estomac, mais il n’est pas anti-
inflammatoire et peut soulager un peu moins bien les douleurs d’origine inflammatoire.
2-Propriétes physicochimiques de paracétamol

Les propriétés physicochimiques du paracétamol sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau I: Propriétés physicochimiques du paracétamol (8-9).

DCI Paracétamol

Nom chimique N-(4-Hydroxyphényl) acétamide

Formule chimique brute C8HINO2

Formule chimique développee H

JORY
HO

Masse molaire 151,2 g/mole

Pka 9,5a25°C

Point de fusion 168 °Ca 172 °C

Aspect Poudre Poudre cristalline, blanche ou
sensiblement blanche, inodore, de
saveur amere.

Solubilité Assez soluble dans I’eau, facilement
soluble dans I’alcool, trés peu soluble
dans I’éther et le chloroforme

Absorption dans I’'U.V une maximum absorption en solution
acide a la longueur d'onde de 245 nm
et en solution alcaline 257nm




Chapitre | Le Paracétamol

3-Propriétés Pharmacocinétique
La pharmacocinétique est la relation quantitative qui existe entre une dose administrée d’un

produit et I’évolution des concentrations plasmatiques et tissulaires dans le temps (10).

3-1- Absorption
3-1-1- Par voie orale
Le paracétamol est rapidement absorbé par passage passif au niveau de 1’intestin gréle grace a

son administration sous forme ionisée (11).

Le pic plasmatique du paracétamol est obtenu au bout de 15 minutes a 2 heures apres ingestion

selon les formes pharmaceutiques (12):
- En 15 minutes pour les comprimés effervescents et les sirops
- En 1 a2 heures pour les comprimés et poudres.

L’effet du premier passage hépatique est peu marqué et sa biodisponibilité est proche de 80%

(13).

3-1-2- Par Voie rectale
Le paracétamol est réabsorbé progressivement. La biodisponibilité est de 10 a 20 % inférieure
a la voie orale. La courbe des concentrations en fonction du temps est voisine de celle observée

avec un comprimé a libération prolongée (14).

Les concentrations maximales sont enregistrées au bout de 2 heures apres ingestion.
L’absorption par voie rectale présente I’inconvénient d’étre irrégulicre, variable d’un individu

a un autre, d’une prise a I’autre chez un méme individu (14).

3-1-3-Par voie intraveineuse
Le paracétamol peut étre administré par perfusion intraveineuse de 15 minutes soit sous forme

d'une pro-drogue : le pro-paracétamol, soit sous forme de paracétamol, la C-max est atteinte
apres les 15 min ; au-dela de la premiére heure, les formes orale et intraveineuse fournissent

des C-max et demi-vies d'élimination plasmatiques identiques(15).

3-2- Distribution du paracétamol

Le Paracétamol se distribue rapidement dans la plupart les tissus, excepté les graisses (16).
Entre 10 a 30 % d’une dose normale se liera aux protéines plasmatiques telles que I’albumine,
contrairement a 20 a 50 % lors d’un surdosage. Les concentrations du paracétamol mesurées

dans le sang, la salive et le plasma sont relativement comparables. Le volume de distribution
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de ce médicament se situe entre 0,7 et 1 L/kg chez I’enfant et entre 1 et 2 L/kg chez I’adulte.

Le Paracétamol est reconnu pour traverser la barriere placentaire et hémato encéphalique (17).

I1 se distribue dans I’eau totale de 1I’organisme. Les concentrations plasmatiques efficaces sont

de I’ordre de 5 a 20 mg/l. Sa demi-vie d’élimination est de deux a quatre heures (18).

Il traverse la barriere Foteo-placentaire grace a sa faible masse moléculaire, mais seulement
1.85% de la quantité ingérée (1g) passe dans le lait maternel (14-19).1l est aussi retrouvé dans

la salive a une fraction de 1,21 par rapport aux taux plasmatiques (20).

Sa liaison aux protéines plasmatiques est faible et son volume de distribution varie de 0,9 a 1
I/kg

3-3- Métabolisme du paracétamol
Lorsque le paracétamol est utilisé a dose thérapeutique, il est hautement métabolisé au niveau

du foie (plus de 90 %) (21-22). Le paracétamol est éliminé par 3 grandes voies(23):
- Conjugaison avec un sulfate = sulfoconjugaison.

- Conjugaison avec un glucuronide = glucuronoconjugaison.

- Métabolisation de 5 a 10% par le cytochrome P450 .

Le paracétamol est largement métabolisé et moins de 5% d'une dose thérapeutique est excrétée

sous forme inchangée dans l'urine (24-25).

3-3-1-La Sulfoconjugaison : elle représente 20 a 40 % du métabolisme du paracétamol et
semble étre saturée a des doses relativement faibles (0.5 a 3g). C’est la principale voie de

métabolisation des nourrissons et des jeunes enfants (26-27).

3-3-2- La glucuroconjugaison : elle représente 50 a 55 % du métabolisme du paracétamol.
Cette voie n’est active qu’a partir de 1’age de 9-12 ans (26-27). Le reste du paracétamol absorbé
par I’organisme est métabolisé par le cytochrome P450. Cette voie est obtenue par oxydation
du paracétamol par une mono-oxygénase hépatique a cytochrome P450, conduisant a la
formation de N-acétyle-p-Benz quinone-imine (NAPQI) voir (figurel) (28). Ce dernier étant
un compose toxique pour les hépatocytes. Il est électrophile et se fixe par liaison chimique
covalente irréversible «<SH » aux macromolécules hépatocytaires. La région Centro-lobulaire

du foie est la plus touchée car elle est particulierement riche en cytochrome P450 (29).
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Aux doses thérapeutiques habituelles, 90% du paracétamol subit une métabolisation hépatique
au niveau du cytosol des hépatocytes (22). Cette conjugaison s’effectue sur le groupement OH
phénolique (30).

En conditions normales d’utilisation, le métabolite (NAPQI) est neutralisé par conjugaison avec
le glutathion et rapidement inactivé en cystéine non toxique et en métabolite de I’acide

mercapturique (31).

‘ Paracétamol ‘
— T
Sulfo-conjugaison y ¢ o

Glucuro-conjugaison
2030 %

1
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60-80 %
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Sulfate Dose thérapeutique 4 g/j ——  Glucuronate

CYP2E1
CYP3A4

CYPIA2

Acide mercapturique =~ ¢——m—— NABQI —_— & Nécrose

m Glutathion réduit Lésion covalente hépatocytaire

N acétylcystéine

Figure 01:Voies métaboliques impliquées dans la dégradation du paracétamol (32).

Figure I:Voies métaboliques impliquées dans la dégradation du paracétamol

3-4- Elimination du paracétamol

L’élimination du paracétamol se fait par voie rénale en 24 heures (33) :

- 5% sous forme inchangée.

- 90% sous forme de dérivés sulfo ou gluco-conjugués.

- 5% sous forme de dérivés N-hydroxylés avec la cystéine ou I’acide mercapturique.

En cas d’insuffisance rénale, 1’élimination du paracétamol et de ses métabolites est retardée (8).

5
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4-Les differents types d'intoxication
a-Intoxication aigue
La toxicité aigiie d’un produit regroupe 1’ensemble des troubles observés peu de temps apres

I’administration du médicament et habituellement aprés une seule dose.

Elles évoluent en 4 stades distincts mais les manifestations initiales des surdosages sont souvent

aspécifiques et ne peuvent prédire de 1’hépato toxicité(34) :
-Stade 1 : les 24 premieres heures

Les signes cliniques sont limités a des troubles digestifs tels que les nausées, les vomissements,
les douleurs abdominales et parfois une péleur, une anorexie, une léthargie, un malaise qui vont
ceder en 24 heures. La plupart des patients restent asymptomatique pendant cette phase. Le

patient n’est pas considéré comme malade, les résultats d’un bilan sanguin seraient normaux

(35-36-37).
-Stade 2 : De la 24éme a la 72éme heure
Il peut étre mis en évidence par une hépato toxicité voire une néphro-toxicité.

Généralement, les symptémes du stade 1 se résolvent pour laisser place a une hépatite
cytolytique dose-dépendante (38).

En cas d’insuffisance hépatique aigué, 1’élévation des transaminases apparait dans les 24
premiéres heures et perdure durant 36 heures. Lorsque le stade 2 progresse, on peut parfois
observer une baisse du TP (temps de prothrombine), une augmentation de la bilirubine une
oligurie avec des anomalies de la fonction rénale, une pancréatite aiglie, une péricardite ou une

myocardite (37).

Les fonctions rénales peuvent étre atteintes sans pour autant que cela soit remarquable lors d’un
bilan sanguin (35-36).

-Stade 3 : De la 72éme a la 96éme heure

Réapparaissent des symptomes du stade 1 auxquels s’associent : un ictere, une hépatomégalie,
une confusion, signe d’encéphalopathie hépatique, une hyper ammoniuries ainsi qu’une
élévation des transaminases. La nécrose hépatique aigue apparait mais en cas de réversibilité,
ne laissera pas de séquelles. Cette insuffisance hépatique est parfois mortelle en 1’absence de
transplantation hépatique, ne laissera pas de séquelles (39). Les signes d’insuffisance hépatique

aigué grave sont (40) :
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- Un temps de prothrombine (TP) inférieur a 50 %.

- L’apparition de troubles de la conscience €évocateurs d’une encéphalopathie hépatique.

Certains éléments peuvent étre prédictifs de la gravité :
- Une hyper-lactatémie.

- Une dysphosphorémie

- Une hypoglycémie

- Stade 4 : Entre 4 et 11 jours

La région Centro-lobulaire est particulierement atteinte car elle est riche encytochromes P450
(CYP450) (site maximal de production de NAPQI). L’histologie peut mettre jusqu’a 3 mois
pour se normaliser. En cas de régénération compléte, il n’existe pas de dysfonction hépatique.
Les symptomes et la biologie se normalisent en quelques semaines. Cette insuffisance
hépatocellulaire est potentiellement mortelle entre le 3ieme et le 10iéeme jour. Le déces est

inévitable entre le 2ieme et le 7ieme jour si la nécrose centro-lobulaire atteint plus de 60 % (41).

b- Les intoxications chroniques
Elles sont dues a un surdosage moindre en paracétamol que lors d’une intoxication aigué mais

le surdosage est étalé sur une longue période et la dose est dite «cumulative ».

L’intoxication peut se produire avec des doses thérapeutiques de paracétamol données sur
plusieurs jours pour le traitement de la douleur. Cette forme d'hépatotoxicité due au paracétamol
est considérée comme un surdosage accidentel ou involontaire, et survient généralement chez
les patients possédant des facteurs modifiant le seuil de toxicité : patient souffrant de
malnutrition, d’une maladie concomitante, d'alcoolisme chronique, d’insuffisance rénale

sévere, ou d’une maladie hépatique chronique préexistante
Intoxication

Une Intoxication médicamenteuse est une intoxication causée par un ou plusieurs
médicaments. Elle peut étre volontaire, dans le cadre d'une tentative de suicide, ou accidentelle.

Dans ce dernier cas, elle concerne principalement les enfants et les personnes agées.

Cette intoxication médicamenteuse peut se manifester par la quantité importante d’une ou
plusieurs substances auxquelles le sujet fut exposé, de la dose supposée ingérée, de la

formulation (libération prolongée), des symptomes manifestés (troubles du rythme ou de la
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conduction cardiaque, instabilit¢ hémodynamique, hypoventilation alvéolaire, convulsions,
coma) (42). Une intoxication grave peut étre directement liée aux effets du toxique ou aux
complications non spécifiques qui en découlent (43).

5. Propriété Toxicocinétique
5-1-Hépatotoxicité
La toxicocinétique d’un médicament différe de sa pharmacocinétique. Le mécanisme

d'hépatotoxicité du paracétamol a été ¢tudié chez I'homme et 1’animal.

Le paracetamol est largement converti en glucuro- et sulfoconjugué non toxique puis excrétés
dans les urines. Une petite quantité de paracétamol est métabolisée par les CYP450 en produit
intermédiaire toxique, la N-acétyl-p-benzoquinone imine. Ce métabolite intermédiaire
fortement électrophile est rapidement inactivé par conjugaison avec le glutathion réduit.Le
mécanisme d'hépatotoxicité du paracétamol a été analysé chez I'nomme et chez I’animal. La
toxicocinétique d’un médicament différe de sa pharmacocinétique.Le paracétamol est
largement converti en glucuro- et sulfoconjugués non toxiques puis excrétés dans les urines.
Une petite quantité de paracétamol est métabolisée par lesCYP450 en produit intermédiaire
toxique, la N-acétyl-p-benzoquinone imine. Ce métabolite intermédiaire fortement électrophile

est rapidement inactivé par conjugaison avec le glutathion réduit (44).

D’autres mécanismes, souvent associés, sont a 1’origine de la toxicité hépatique (45). En effet,
la forte présence de NAPQI provoque la dégradation des lipides membranaires a 1’origine
d’altérations de la membrane des hépatocytes. Ces derniers perturbent également I’homéostasie

calcique responsable de ’activation d’enzymes cytolytiques.

Concernant le mécanisme Iésionnel retardé du paracétamol, cela est peu documenté a ce jour.
La synthese de cytokines et la présence d’especes réactives de 1’oxygene, activent les cellules
inflammatoires in situ présentes, les cellules de Kupfer (macrophages hépatiques) et
macrophages, jouant certainement un role essentiel dans le processus d’apoptose (44)
(Figure2). Une hypothese souléverait un lien entre la toxicité hépatique retardée du
paracétamol et la production d’Interleukine 1(IL-1) et de Facteur de Nécrose Tumorale o

(TNFa) (44).

Les facteurs qui augmentent le métabolisme du paracétamol par le systeme du CYP450
(certains médicaments, I'éthylisme chronique) ou qui diminuent la disponibilité du glutathion

(jeline, malnutrition) peuvent prédisposer a la toxicité du paracétamol. Les facteurs qui influent
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sur la toxicité en aval des intermédiaires métaboliques du paracétamol peuvent aussi influer sur
la toxicité. Ces facteurs sont importants dans la conception de thérapies pour I'hépatotoxique

du paracétamol
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Figure 2 : Schéma du processus d’hépatotoxicité due au paracétamol (46).

5.2. Néphrotoxicité

Le métabolisme hépatique est la principale voie de transformation du paracétamol. Cependant
des expérimentations faites chez le rat montrent que le métabolisme rénal aboutit a la production
des mémes composés réactifs NAPQI fortement électrophiles, qui se fixent par liaison
covalente aux cellules tubulaires, expliquant ainsi ’atteinte rénale (47). Néanmoins, la
néphrotoxicité peut étre d’origine fonctionnelle (hypovolémie), iatrogéne (association de
médicaments néphrotoxiques) ou intégrer le cadre d’un syndrome hépatorénal (hépatite
fulminante) (45).

L’atteinte rénale est observée dans moins de 2 % des cas d’intoxication au paracétamol, et dans
50% des cas chez des patients souffrant d’une insuffisance hépatique. Elle peut étre dans de

rares cas isolée mais elle est le plus souvent associée a une atteinte hépatique.
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I1-Le stress oxydatif
Il existe un équilibre entre d’une part les espéces réactives (ER) qui sont présentes a 1’état initial
en faible concentration et d’autre part le systéme antioxydant qui contient des enzymes, des

vitamines, des oligoéléments, et du glutathion.

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’ER de I’oxygéne et les

défenses antioxydants qui peut étre insuffisantes et/ou diminuées (figure3) (48).
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Figure 3 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (49).
1- Les espéces réactives

Ce sont de petites molécules possédant au moins un atome d'oxygéne et une structure
électronique déséquilibrée (électron unique) et instable, ce qui leur confére un niveau élevé de
réactivité avec les constituants de I’organisme. Ils sont générés inexorablement en tandem avec
le métabolisme énergétique et via une variété de processus différents(50). La concentration
normale d'un radical libre peut jouer un rdle dans une variété d'événements biologiques, y
compris la participation aux lignées défensives de I'organisme. Leur excés peut étre dangereux.
IIs ont le potentiel de provoquer des agressions contre la fonctionnalité de la cellule (51). Ils
peuvent étre dérivés de I’oxygene« les especes réactives de I’oxygene »(ERO) ou d’autre atome

comme I’azote « les espéces réactives de 1’azote »(ERN) (52).

1-1-les espéces réactives de I’oxygéne
Les radicaux libres formés par lI'oxygene moléculaire sont connus sous le nom d'especes

réactives de I'oxygene (ERO). En raison de I'importance du métabolisme aérobie, ils constituent

10
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la plus importante classe d'espéces réactives créées dans les organismes vivants (53).
L’appellation ERO inclut les radicaux libres de 1’oxygéne : anion super oxyde (O2), radical
hydroxyle (OH’), mais aussi certains dérivés oxygénes non radicalaires dont la toxicité est

importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) (54).

1-1-1-Origines des espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

La synthese endogéne massive de radicaux par les macrophages polynucléaires, les cellules
endothéliales ou les mitochondries, I'exposition a des générateurs environnementaux (lumiére
solaire, radioactivité, pollution atmosphérique, nicotine, alcool...), ou une combinaison de ces

facteurs peuvent tous provoquer un stress oxydatif (Figure 4) (49).

Pollution
Tabac £ = Inflammation

. W€
Traumatismes
C -

Hygiene de vie

desequilibrée Z‘V Déficit immunitaire

uv.. & j\ Stress

Vieillissement
’__1‘ facteurs exogénes (extérieur)

‘éy facteurs endogénes (intérieur)

Figure 4 : Sources de production des radicaux libres (55)

1-1-1-a-les espéces réactives d’oxygéne endogéne

Les nutriments et I'oxygene fournissent de I'énergie a l'organisme. Au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale, la cellule produit également une petite quantité de radicaux libres
(51-56). Dans les réactions biologiques, Les électrons constituent lI'une des plus importantes
sources d'énergie. Ainsi, la phosphorylation oxydative au niveau des mitochondries participe a
la syntheése de I'ATP via l'oxydation de NADH H* et de FADH2(57). La vitalité de cette
production est liée au métabolisme cellulaire de I'oxygéne. Cette oxydation entraine un transfert
et une fuite d'électrons, qui constituent le principal générateur de ROS dans la cellule, a savoir

le superoxyde (58).

NADPH oxydase : est une enzyme liée a la membrane, présente dans toutes les cellules, qui

catalyse la réduction des cellules et de I'oxygéne. Elle est capable de libérer du superoxyde dans
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la cellule, qui est ensuite transformé en peroxyde d'hydrogene par I'enzyme superoxyde
dismutase (59).

1-1-1-b-les espéces réactives d’oxygene exogéne
Les agents exogeénes qui produisent des ERO continuent de cibler I'organisme humain est

obeissante a leur agression (60).
» Les rayonnements UV

L'ADN est notamment endommagé par la lumiére UV. Les rayonnements ionisants provoquent
la création de radicaux libres générés a partir de I'oxygene, tels que (02. ), (O) et (02), ainsi
que les molécules qui produisent des radicaux libres, par le biais d'agents photosensibilisants
(61).

> Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2)

Les synthases d'oxyde nitrique sont les enzymes qui créent I'oxyde nitrique (NOS). La suie, le
goudron, le tabac et la pollution industrielle sont des exemples de composés nocifs présents
dans notre environnement. La synthése des radicaux libres est également réalisée par ces
derniers (62).

» L'alimentation

L'alcool, le café et les aliments riches en protéines et en graisses peuvent tous contribuer a la

production de radicaux libres, c'est pourquoi ils consomment moins d’antioxydants (63).

» Certains médicaments

Les médicaments anticancéreux (tels que les anthracyclines) peuvent également produire des
radicaux libres. La création d'entités radicalaires peut étre favorisée par certaines variables
environnementales. Les ROS sont produits apres une intoxication aux métaux lourds (cadmium,
mercure, arsenic) ou lors de dommages a I'ADN induits par l'irradiation. En outre, la fumée de
tabac, I'alcool et méme certains médicaments (xénobiotiques) peuvent étre une source de

radicaux libres en oxydant ces substances chimiques au niveau du cytochrome P450 (64).

1-1-2-Raole physiologique
Les ERO jouent une variéte de roles physiologiques vitaux ; ils servent de mécanisme de
défense contre les agents pathogénes, comme dans la phagocytose des bacteries par les

polynucléaires, et ils pourraient étre impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire en
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tant que seconds messagers (65). Elles sont utiles aussi dans la régulation des genes et
participent au fonctionnement de certains enzymes (66), a la production énergétique, et a la
signalisation intracellulaire (67). La vasodilatation capillaire, le fonctionnement de certains
neurones, ou encore la Fécondation de I’ovule et enfin, la destruction par apoptose des cellules

tumorale qui sont des processus naturels nécessitant la présence de radicaux libre (68).

1-2-Les espéces réactives de I’azote

Les especes réactives de I’azote chez les mammiféres proviennent du monoxyde d’azote et du
nitrite. Il convient en premier lieu de décrire NO, le nitrite étant son produit d’auto-oxydation
stable (69). Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe< est un composé important; il est
notamment synthétisé par les cellules endothéliales via 1’action de NO synthétases sur la L-
arginine. C’est une molécule labile tres diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la

plupart des fonctions (70).

1-2-1-Origine des espéces réactives de I’azote

Le monoxyde d’azote radicalaire NO- a été mis en évidence initialement au niveau du systéme
vasculaire en 1980 en tant que composé endogene de vasorelaxation (71). Le NO« est synthétisé
a partir d’un atome d’azote du radical guanidium de I’acide aminé L’arginine et d’une molécule
d’oxygene. La production de NO- est obtenue par transformation de la L’arginine en La
catullien grace a une famille d’enzymes : les NO synthéses (NOS) et met en jeu deux étapes,
I’hydroxylation d’un azote du groupement guanidine de la L’arginine pour former un composé

intermédiaire instable la Ng -OH-L-arginine qui se dégrade ensuite en L-citrulline et NO+(72).

En réponse a un stimulus inflammatoire, la NOS inductible (iNOS) permet de produire, selon
un mode continu, de grandes quantités de NOs. La présence de Ca" est nécessaire a ’activité
de la iNOS, mais a une concentration intracellulaire beaucoup plus faible que pour les NOS
constitutive (cCNOS). Cette iso enzyme est présente dans le cytosol des macrophages, des
hépatocytes, des polynucléaires neutrophiles, des cellules des Tlots pancréatiques et des cellules
endothéliales (73).

1-2-2-Réle physiologique
Des nombreuses fonctions ont été découvertes : neurotransmetteur, messager, détecteur

d’oxygéne, poison ou protecteur cellulaire (74).

Le NO est médiateur du systéeme cardiovasculaire et neuromédiateur du systeme nerveux central
il maintient le tonus vasodilatateur nécessaire a la régulation de la circulation sanguine et de la

pression artérielle et inhibe I’agrégation plaquettaire (75).
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Le NO intervient dans le systeme immunitaire. Il est libéré en grandes quantités par les
macrophages, lors de certaines réactions immunologiques ou de défense contre les micro—

organismes (76).

NO régule I’expression de nombreux genes directement en modulant 1’activité des facteurs de
transcription, mais aussi en agissant sur les cascades de signalisation en amont, en modifiant la
stabilité des ARN messagers et leur traduction et méme en influencant la maturation des

produits primaires des genes (77).

NO joue un réle complexe dans I’apoptose, la prolifération cellulaire et le développement. Il a
¢été clairement établi que de faibles concentrations de NO peuvent empécher 1’apoptose et
stimuler la prolifération cellulaire, tandis qu’une production accrue de NO peut activer le

processus de mort programmeée de la cellule (78).

NO régule ’homéostasie du fer par I’activation ou I’inhibition de I’activité et de I’expression

de plusieurs protéines impliquées dans son métabolisme (heme oxygénase, IRP) (79).

2-Les cibles biologiques du stress oxydant
La plupart des composés organiques et inorganiques des cellules, notamment I'ADN, les
protéines, les lipides, les acides aminés, les glucides et les métaux, sont attaqués par les radicaux

libres. En raison de leur courte demi-vie, les ERO et les ERA causent des dommages oxydatifs

aux molécules cellulaires et extracellulaires a proximite de leur source (Figure 5) (80).

P A4 N

activation de
génes
redox sensibles

Figure 5 : Conséquences pathogénes du stress oxydant (81).
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2-1--acides nucléiques

Bien que I'ADN soit la mémoire de I'ensemble de la composition biochimique d'un organisme
vivant, c'est une molécule tres vulnérable aux attaques des radicaux libres. Les bases oxydées,
les sites abasiques, les adduitsintra-caténaires, les ruptures de brins et les ponts ADN-protéines
sont les cing principaux types de dommages oxydatifs provoqués par les OH qui peuvent étre
créés (82-83). 1l altere a la fois les base des purine et des pyrimidine et également le squelette
désoxyribose (Figure 6) (84).
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Figure 6 : Lésions de PADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique
des cellules (82).

2-2-Protéines et acides aminés

Les ERO peuvent réagir avec différents acides aminés des chaines protéiques, modifiant ainsi
leur fonction. Les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine et I'histidine,
sur lesquels s'ajoute le radical OH®, affectent la structure de la protéine, sont les plus sensibles
a leur activité (85-86). L'oxydation des acides aminés contenant un atome de soufre, comme la
cystéine et la méthionine, par des radicaux libres entraine la création de disulfures, ce qui

conduit a I'agglomération de nombreuses molécules de protéines (Figure 7) (86).
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Figure 7 : Attaque radicalaire aux protéines (82).

2-3- lipides

La peroxydation lipidique induite par les ROS affecte tous les lipides contenant des acides gras
polyinsaturés, quelle que soit leur source (huiles, graisses, membranes cellulaires,
lipoprotéines) (Figure 8).De nombreux troubles, notamment les maladies cardiovasculaires et
neurologiques, sont liés a la lipoperoxydation. (82-87).11 perturbe la production d'ATP dans les

mitochondries, mais il peut aussi provoquer I’apoptose (88).
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Figure 8 : Peroxydation des acides gras polyinsaturés (89).

Les dommages oxydatifs aux protéines

2-4- Oxydation des lipoprotéines

Lorsque les lipoprotéines circulantes sont attaquées par des radicaux libres, il se forme des LDL
oxydées, qui sont captées par les récepteurs des macrophages. Les macrophages se transforment
progressivement en cellules spumeuses car l'action de ces récepteurs n'est pas affectée par la

quantité intracellulaire de cholestérol (rdle important dans les premiers stades de
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I'athérosclérose) (90-91). De plus, ces LDL oxydées sont immunogenes, et les complexes
immunologiques qu'elles forment peuvent activer le systéme classique du complément,

entrainant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (91-92).

2-5-Oxydation des glucides
En présence de métaux traces, le glucose peut s'oxyder et produire des céto-aldéhydes, H202,
et OH- (93). Il existe deux voies d'oxydation du glucose, ou glycosoxydation, qui aboutissent

toutes deux a des produits finaux de glycosylation (PFG) :

-En interagissant avec une protéine, I'oxydation stricto sensu du glucose en dérivés carbonylés
donne le PFG.

- Glycosylation non enzymatique des protéines (ou " réaction de Maillard ") : création d'une
liaison covalente entre un ose et des groupes amino libres d'une protéine, conduisant a la

synthése de la PFG aprés attaque par des ROS (OH° et NO3 - notamment) de cette protéine
glyquée (94).

3-les systemes des défenses antioxydants

Pour se protéger des effets deléteres des EOA(95). Le corps dispose d'un vaste réseau
d'antioxydants ou de défenses, dont les vitamines C et E. D'une part, le corps produit une
multitude d'antioxydants, qui sont fréqguemment fournis par notre alimentation. D'autre part, des
systemes enzymatiques extrémement complexes assurent la réparation des dommages oxydatifs
causés aux protéeines et a 'ADN. En outre, certains oligo-éléments (sélénium, cuivre et zinc)

fonctionnent comme cofacteurs des enzymes antioxydants (Figure 9) (96).
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Figure 9 : Les réseaux antioxydants (96).
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3-1-Les antioxydants enzymatiques

Les défenses antioxydantes enzymatiques incluent celles catalysées par les superoxyde
dismutases, la catalase, le systéme glutathion/glutathion peroxydase(s)/glutathion réductase et
le systeme glutarédoxine (peroxyrédoxine)/thiorédoxine/thiorédoxine réductase (figurelO)
97).
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Figure 10 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de
leurs cofacteurs métalliques (98).

3-1-1- Les catalases

Elles réduisent le peroxyde d'hydrogéne H202 en libérant de I'oxygene et de I'eau (99) selon la
réaction : 2 H202 = 2 H20 + O2. La catalase peut également fonctionner comme une
peroxydase en présence de niveaux modestes de peroxyde d'hydrogene, en catalysant la réaction
suivante : H202 + RH2 = 2 H20 + R, ouRH2 represente un substrat (alcool ou phénol) pouvant
étre oxydé par la catalase (97). On les trouve principalement dans les peroxysomes. Elles
n'éliminent pas complétement le peroxyde d'hydrogéne, mais elles jouent un réle crucial,
surtout en présence d'ions ferreux, puisqu'elles permettent d'éliminer I'excés de peroxyde
d'’hydrogéne, empéchant ainsi la réaction de Fenton de s'amplifier. Elles sont moins efficaces
que les glutathion peroxydases en termes de rendement (99).

3-1-2-Les superoxyde dismutases (SOD)
Ces métalloprotéines, qui constituent I'une des premiéeres lignes de défense contre le stress

oxydatif, assurent la dismutation de I'anion superoxyde O2" en peroxyde d'hydrogéne et en

oxygene (95) selon la réaction : 202"+ 2H* == H202 + 02 (100). Trois isoenzymes ont ete
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identifiées chez I'nomme : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la
Cu/Zn-SOD3, qui différent par leur emplacement chromosomique, leur concentration en métal,
leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (95). Des niveaux éleves de peroxyde
d'’hydrogéne inhibent la production de SOD. L'activité de la SOD est influencée par la

consommation de cuivre et, dans une moindre mesure, de zinc (99).

3-1-3-Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine a cing iso formes qui consomme son substrat spécialise, le
glutathion réduit, pour réduire les peroxydes(GSH) (95). Le glutathion est un tri peptide (y-
glutamyl-cystéinyl-glycine) naturel genéré par les cellules et doté d'un groupement réducteur
représenté par l'activité thiol de sa cystine. En présence de peroxydes, cette fonction thiol est
oxydeée soit spontanément (oxydation chimique du glutathion), soit catalysée par les glutathion
peroxydases [GPx1-4 chez les mammiféeres] (oxydation enzymatique du glutathion). 2 G-SH +
ROOH G-S-S-G + ROH + H20, ou G-SH et G-S-S-G sont respectivement le glutathion réduit
et oxyde, et ROOH et ROH sont respectivement un peroxyde et son alcool correspondant (97).
Sa fonction principale est d'éliminer les peroxydes lipidiques produits par le stress oxydatif sur
les acides gras polyinsaturés. Lorsqu'il y a une insuffisance importante de sélénium, la GPx est

comprimée, elle est donc un excellent reflet de cette carence (95).

3-1-4-L."'heme oxygénase (HO)

L'héme oxygénase (HO) C'est une enzyme qui décompose I'héme pour produire du fer, de la
bilirubine et du monoxyde de carbone (CO), et qui posséde également des caractéristiques
antioxydantes et anti-inflammatoires (101). Il existe trois types de HO: le HO-1qui est induite
par les stimuli de stress oxydatif, le HO-2 et le HO-3qui sont exprimés de facon constitutive
dans divers types de tissus, I'effet de cette enzyme dépend essentiellement de la présence de
I’oxygene et de NADPH (102).

3-1-5-Le systeme thiorédoxine

L'environnement intracellulaire est plutot réducteur, avec des groupes thiol libres dans les
protéines et peu de liaisons disulfures. La thiorédoxine est un antioxydant clé qui maintient les
protéines réduites. Elle est régénérée par le NADPH gréace a I'action de la thiorédoxine réductase
(TrxR), qui possede un groupe sélénocystéine dans son site actif. Elle est impliquée dans la
dégradation du peroxyde lipidique et du peroxyde d'’hydrogéne, ainsi que dans la régénération

du radical ascorbyle en acide ascorbique (95).
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3-2-Les antioxydants non enzymatiques

IIs comprennent une variété de substances naturellement présentes dans les aliments, comme la
vitamine E et la vitamine C, ainsi que différents thiols et polyphénols. Les antioxydants peuvent
également provenir de lI'organisme, comme la mélatonine, le coenzyme Q et l'acide urique.
Enfin, ils peuvent étre de nature synthétique, utilisés comme additifs alimentaires ou méme

comme médicaments (103-104).

3-2-1-Le glutathion et les protéines-thiols

A-Structure

Le glutathion est un tripeptide composé de trois acides aminés (acide glutamique-cystéine-
glycine). C'est le thiol (-SH) le plus abondant au niveau intracellulaire (l'aloumine étant
I'équivalent plasmatique), ou il se trouve a I'état largement réduit (GSH) (figurell). Sa forme
oxydée (GSSG) est présente en tres faible concentration dans des conditions physiologiques.
Le rapport GSH/GSSG est un bon indicateur de la peroxydation lipidique et permet de
quantifier la pertinence du stress. Au cours du vieillissement et lors d’un exercice intense, ce
rapport tend a diminuer. Les autres propriétés antioxydantes du GSH sont nombreuses :
cofacteur de la GPx, chélateur des métaux de transition, régénérateur final des vitamines E et

les protéines et les acides nucléiques de I'oxydation (105).

SH
o [+]
"?'/“\/\/U\HLlrn onw Figure 11 : Structure chimique du glutathion(106).
e, o

B-Syntheses du glutathion

La synthéses de ce peptide ce déroulé sur deux étapes, tout d’abord, une combinaison des acides
aminés,cystéine (Cys) et glutamate (Glu) méne a la formation d’un composé intermédiaire le y-
Gglytamylcystéine(y-GluCys).cette réaction est catalyser par une enzyme, la -
glutamylcysteine synthase ou glutamate-cystéineligase. Par la suite, un troisieme acide aminé,
la glycine(Gly) se liera au composeé intermédiaire pour former le produit final, le GSH, sous
I’action dune second enzyme, la glutathion synthese (106-107). hydrolyse de 1’adénosine

triphosphate (ATP) fournit 1’énergie nécessaire aux deux réactions (figurel2) (107-108).
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La y-glutamyl transpeptidase (y-GT) est une enzymeliée a la surface externe de certaines
cellules et joue un dans la dégradation du GSH. le GSH, synthétisé dans la cellule et transporté
jusqu’a la surface ou il subira un clivage, sous I’action de y-GT, en deux composes, y-glytamyl
et le cystéinyglycine(CysGlu) en deux acides aminés libres, la Cys et le Gly,qui pénétreront
ensuite dans la cellule afin de reformer le GSH,en combinaison avec le Glu (figure12)(107-
109-108).

I y-GlyCys synthetase | Membrane celiulaire l
2: Glutathion synthase

3: y-glutamyl transpeplidase
4 : Ectopeptidase

1 2
Glu ?——b ?GInCys?—v GSH
Cys Gly

I If ~7] { M

Figurel2 : Métabolisme et synthese du gluTEa::?lioﬁ (107).
C-Fonctions de glutathion (GSH)
Le glutathion posseéde d’importantes fonctions, par contre, son implication au niveau du stress
oxydatif est primordiale. En effet le GSH agit comme cofacteur pour plusieurs enzymes de
détoxification comme la GPx et la glutathion-S-transférase (GST).De plus se de la GPx, le
GSH peut directement agir en tant qu’antioxydant, et ce, en effectuant la détoxification du

peroxyde d’hydrogéne et des peroxydes lipidiques (110-108).

Le GSH permet également le maintien de 1’équilibre du potentiel redox de thiols/pont disulfure,
aux niveaux cellulaires (106-108) en plus d’étre chélateur d’ions cuivreux, limitant ainsi la

production de radicaux libres, par les réactions de fenton (111).

3-2-2-p-carotene

Le B-caroténe est apporte par I'alimentation et possede plusieurs capacités : il est un précurseur
de la vitamine A, il capte I'oxygéne singulet sous faible pression d'oxygene et, avec les autres
carotenoides, il a le pouvoir de mettre fin a la réaction en chaine de la peroxydation. Il protége
les structures cellulaires contre les agressions oxydatives : il s'oppose a la cytotoxicité et a la

génotoxicité de nombreux agents (112).
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3-2-3-La vitamine C

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou dans
leurs reins. La vitamine C est, un excellent piégeur des EOA (HO< ou O2 -). Elle prévient
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de I'état radical formé
lorsqu'elle réagit avec les radicaux lipidiques. Elle a diverses activités, notamment l'aide au
fonctionnement normal du systeme immunitaire, la participation a la fabrication du collagéne

et des globules rouges, et I'engagement dans les mécanismes du métabolisme du fer. (33)

3-2-4-Lavitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (constitués d’un noyau chromanol
et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui différent des
tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). D’un point de vue
biologique, deux isoméres sont particuliérement intéressants, 1’a- et le y-tocophérol. Leur
caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un role protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles (ROO¢)
pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation
lipidique. Si I’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol soit le plus

efficace a ce niveau (95).

3-2-5-Le Coenzyme Q10

Le coenzyme Q10 est un dérivé du benzoquinol avec une longue chaine latérale isoprénique,
connu sous le nom d'ubiquinone en raison de son utilisation répandue dans les cellules. La
nature lipophile de cette chaine latérale permet & la molécule d'étre introduite dans les
membranes et les lipoprotéines. Il s'agit d'un puissant inhibiteur de la peroxydation des lipides
qui, en tandem avec la vitamine E, joue un role important dans la chaine de transport des
électrons de la mitochondrie. La production de cet antioxydant est similaire a celle du
cholestérol. L'acide mévalonique généré par la modification de 'HMG CoA (3-hydroxy-3
méthylglutaryl-CoA) par 'HMG CoA réductase est essentiel a la production de ces deux
molécules. Les statines, par exemple, agissent en bloquant cette derniére enzyme, ce qui a pour

conséquence involontaire de faire baisser les taux d'ubiquinone dans le plasma (113).

3-2-6-L’acide urique

Chez I'homme, le principal produit final du métabolisme des purines est l'urate, qui est
largement ionisé au pH physiologique et qui est un puissant capteur de radicaux (OH- , ROO-
, NOO- ..). Ces reactions produisent des espéces radicalaires, qui seront réduites en
conséquence (notamment par la vitamine C). Le fait qu'un produit de la réaction de l'urate avec

22



Chapitre 11 Le stress oxydatif

I'EOA, l'allantoine, soit présent a des niveaux elevés pendant le stress oxydatif peut étre utilisé

pour déduire les effets antioxydants de l'urate in vivo (95).

3-2-7-La bilirubine

La bilirubine est un sous-produit de la dégradation de I'neme qui est produit en grande partie
par les cellules réticulo-endothéliales catabolisant I'némoglobine. 1l s'agit d'un produit chimique
non hydrosoluble qui se lie a l'albumine dans un rapport steechiométrique de 1:1, ce qui
I'empéche de pénétrer dans les organes riches en lipides comme le cerveau. La bilirubine peut
piéger I'oxygene singulet et le ROO- . Par conséquent, I'albumine et les acides gras liés a

I'albumine sont protégés des dommages causes par les radicaux libres (95).

3-2-8-Les polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en fruits
et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. lls sont présents sous trois formes
d’anthocyanine, de flavonoides, d’épicatéchine. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des

EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (95).

3-2-9-Les oligoéléments

a- Le sélénium

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres,
mais il joue un réle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on retrouvera
essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aminé, la cystéine. Le sélénium organique
est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a des intermédiaires

nécessaires a la synthese de dérivés physiologiquement actifs comme la GPx (95).

b- Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de transition,
il joue un réle important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA (réactions

de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est €levée devenir pro-oxydant (95).

c- Le zinc

Le zinc joue un r6le de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthése des prostaglandines,
le fonctionnement de I’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est un des cofacteurs

essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des protéines et il peut inhiber
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les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de transition comme le fer ou le

cuivre(95).

4-Signalisation cellulaires et stress oxydant

Un grand nombre de fonctions physiologiques sont sous le contréle des ERO et de leurs effets
activateurs/régulateurs dans les voies de signalisation de nombreux ligands peuvent étre a
I’origine d’une production d’ERO : des facteurs de croissance comme le PDGF (platelet-
derived growth factor) ou ’EGF (epidermal growth factor), des cytokines telles que I’INFy
(interféron ) ou le TNF a (tumor necrosis factor a) et des peptides comme 1’angiotensine II. Ces
ligands se fixent a leurs récepteurs spécifiques (récepteurs des cytokines, récepteurs a activité
tyrosine kinase, sérine/ thréonine kinase, récepteurs couplés aux protéines G ou a des canaux
ioniques) et induisent des ERO qui participent alors a la transduction et a I’amplification du
signal. On parle de signalisation rédox : les ERO induites peuvent activer des récepteurs par
phosphorylation, inhiber des phosphatases amplifiant ainsi les cascades de signalisation, activer
directement des kinases (MAPK ou mitogen activated protein kinase, PKC ou protéine kinase
C) et des facteurs de transcription (AP-1, NF-kB) ou déclencher une augmentation du calcium
cytosolique. Les ERO amplifient et/ou induisent les signaux intracellulaires par modification
de I’équilibre rédox intracellulaire (équilibre GSH/ GSSG et thiorédoxine capable de moduler
le signal rédox intracellulaire) et par modification oxydative des protéines (114).

5-Conséquences du stress oxydant

Dans les systemes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de maniere
continue. Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont particuliérement
affectées par les radicaux libres, entrainant la tres grande réactivité de ces espéces chimiques
vis -a-vis des lipides, des protéines et de I'ADN. C'est pourquoi les effets des radicaux libres

sont retrouveés dans tout I'organisme et dans des pathologies trés variées (99).

5-1-Théorie radicalaire du vieillissement

Le vieillissement s’accompagne d’une altération globale de 1’ensemble des fonctions
physiologiques et d’une sensibilité plus importante vis-a-vis de certaines maladies. La théorie
radicalaire justifie cette altération par une accumulation de molécules oxydées. Cette oxydation
a pour conséquence sur I’organisme 1’apparition de mutations, de carbonylation des protéines
et ’oxydation des lipides (115). Pour étayer cette theéorie, de nombreux marqueurs biologiques
du stress oxydant ont été observés au cours du vieillissement (8-oxo-guanine, dialdéhyde

malonique, isoprostanes) (116-117). Le transcriptome, ensemble des ARN issus de la
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transcription du génome, va permettre I’adaptation au long cours en réponse a un état cellulaire
pro-oxydant. Au cours du vieillissement, le transcriptome va provoquer I’induction de plusieurs
génes codants pour des enzymes antioxydantes et la répression de génes de la chaine
respiratoire. Les mécanismes de réparation cellulaire tels que les protéasomes, les protéines
chaperons, diverses enzymes mais également les systémes de réparation de I’ADN, sont moins

performants avec 1’age ce qui contribue a la fixation et a I’accumulation d’anomalies (118-119).

5-2-Les pathologies chroniques liée a un excés d’EROs

5-2-1-Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulinodépendant est une maladie se caractérisant par un
taux trop élevé de glucose dans le sang. Son origine est métabolique, elle provient de la

modification progressive et insidieuse du métabolisme glucidique.

Le diabéte engendre des hyperglycémies qui vont étre pergues par 1’ organisme comme un stress
oxydant (120). Ainsi, plus la glycémie est élevée et prolongée, plus le stress oxydatif est intense
et donc plus I’effet sera néfaste pour 1’organisme. Cela va provoquer une augmentation de la
dégradation du glucose qui, par accroissement du potentiel de membrane mitochondriale, va
augmenter la synthese de radicaux libres. Outre ce phénomene, il va se produire une inhibition
de la glycéraldéhyde-3- phosphate des hydrogénase responsable de la diminution de formation

du cofacteur réduit NADPH,H+ essentiel a la régulation de ’homéostase (121).

5-2-2-L’athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique et multifactorielle (122) définie
par un remaniement de 1’intimades grosses et moyennes artéres conduisant a la formation de
plaques athéromateuses (123). La théorie oxydative de 1’athérosclérose décrit I’importance des
ERO dans la formation de ces plaques. En effet, les LDL (low density lipoprotein) circulantes
diffusent dans la paroi vasculaire ou elles vont subir des modifications oxydatives. Ces LDL
oxydées perturbent alors les fonctions des cellules endothéliales, des monocytes/macrophages
infiltrés et résidents et des cellules musculaires lisses (124). De plus, de nombreux facteurs de
risque de 1’athérosclérose sont des pro-oxydants, augmentant la production d’ERO par les

cellules et créant ainsi un environnement oxydant dans la paroi artérielle(114).

5-3-Maladies neurodégéneratives
Le stress oxydant intervient dans le processus de mort cellulaire que I’on va retrouver dans les
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la

maladie de Charcot (125).
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La maladie d’ Alzheimer entraine la perte des fonctions mentales et plus particulierement de la
mémoire jusqu’a la démence. Il s’agit d’une maladie incurable, sa survenue est progressif et
irréversible. La protéine  amyloide semble étre un acteur important de la survenue de cette
maladie, en effet on la retrouve dans les plagues séniles caractéristiques de la maladie. Elle
possede un effet toxique sur les cellules neuronales (126). Bien que le lien de cause a effet entre
stress oxydant et la maladie d’Alzheimer ne soit pas encore bien élucidé, la présence de
protéines  amyloide est toujours associée a la présence de ERO. Il a été démontré que le stress
oxydant favorise I’agrégation de béta amyloide qui lui-méme va provoquer un nouveau stress
oxydatif par dysfonctionnement au niveau du métabolisme neuronal et des états de certains
métaux (125).
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Il - Le Diclofénac
1-Définition

Le Diclofénac est un médicament anti-inflammatoire tres répandu et utilisé dans le monde
entier en médecine humaine. Il appartient a la famille des médicaments non stéroidiens (AINS).
Il posséde des propriétés anti-inflammatoires (contre les inflammations), antipyrétiques (contre
la fievre) et antalgiques (contre les douleurs) (127). Disponible sous plusieurs formes : orale,

injectable, rectale, cutanée, collyre et a différentes doses 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg (128).

2-Propriétés physicochimiques
Tableau Il : Propriétés physicochimiques du Diclofénac sodique (129).

DCI Diclofénac

IUPAC [2-[(2,6-dichlorophényl)amino]phényl]
acétate de sodium.

Formule chimique brute C14H11CI2NO2

Pka 4,0+ 0,2 a 25°C dans ’eau

Formule chimique développée @[CI
NH

Cl OH
O

Point de fusion 280°c, avec décomposition

Masse molaire 318,1 g /mole

Solubilité pour une température de 15°C a | - Facilement soluble dans le méthanol (1 a 10
25°C ml / 1g du Diclofénac)

- Soluble dans 1’éthanol a 96% (10 a 30 ml /
1g du Diclofénac)

- Assez soluble dans I’eau (30 a 100 ml / 1g
du Diclofénac)

- Peu soluble dans I’acétone (100 a 1000 ml /
1g du Diclofénac)

Aspect Poudre cristalline, blanche ou faiblement

jaunatre, faiblement hygroscopique.

Le Diclofénac selon le systeme de classification des produits biopharmaceutiques (BCS) telle
que défini par la Food and Drug Administration (FDA) appartient a la CLASSE II, caractérisé
par une haute perméabilité et une faible solubilité (130).

27



Chapitre 111 Le Diclofénac

3- Propriétés pharmacocinétiques

3-1- Absorption
Le Diclofénac sous forme de comprimé gastro-résistant est complétement absorbé apres son

passage au niveau de 1’estomac. Bien que 1'absorption soit rapide, le début de celle-ci peut étre

retardé par I’enveloppe gastro-résistante du comprime.

Les concentrations plasmatiqgues maximales sont atteintes environ 2 heures apres
I’administration et se situent autour de 1,5 mg/ml pour un comprimé a 50 mg. La quantité

absorbée est proportionnelle (de maniere linéaire) a la dose administrée.,

L’absorption d’un comprimé dans I’estomac est plus lente lorsqu’il est administré au cours ou
apres un repas que lorsqu’il est administré avant un repas. Cependant, la quantité de Diclofénac

absorbée demeure la méme dans ces 2 cas.

Lors du premier passage hépatique (effet de premier passage), 50 % de la dose de Diclofénac

sont métabolisés.

L’aire sous la courbe (AUC) qui suit ’administration par voie orale ou rectale correspond a
environ la moiti¢ de celle obtenue aprés 1’administration d’une dose équivalente par voie

intraveineuse ou intramusculaire.

L’administration de doses répétées ne modifie pas les données de pharmacocinétique. Aucune
accumulation du produit n’est attendue si les délais d’attente entre les différentes prises sont

respectés.

Chez les enfants recevant des doses équivalentes (en mg/kg de poids corporel) les

concentrations plasmatiques atteintes sont semblables a celles obtenues chez I’adulte (131).

3-2- Distribution
Le Diclofénac est fortement lié aux protéines plasmatiques (> 99 %), majoritairement a
I’albumine (99,4 %). Le calcul du volume de distribution apparent donne des valeurs se situant

entre 0,12 et 0,17 L/kg.

Le Diclofénac diffuse dans le liquide synovial ou les concentrations maximales sont atteintes
2 a4 heures apres le pic plasmatique. La demi-vie apparente d’élimination du liquide synovial
est de 3 a 6 heures. Les concentrations de substance active dans le liquide synovial sont plus
élevées que les concentrations plasmatiques déja deux heures apres le pic plasmatique ; elles le

restent pendant une période pouvant aller jusqu’a 12 h.
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Une faible concentration de Diclofénac (100 ng/ml) a été détectée une fois dans le lait maternel
d’une femme en période d’allaitement. La dose ingérée par I’enfant nourri avec ce lait maternel

a été estimée a une dose équivalente a 0,03 mg/kg/jour (131).

3-3- Biotransformation

Le Diclofénac est métabolisé rapidement et pratiquement totalement, essentiellement au niveau
du foie. La biotransformation du Diclofénac s’effectue en partie par glucuroconjugaison de la
molécule inchangée mais surtout par hydroxylation et par méthoxylation simples et multiples
entrainant la formation de différents métabolites phénoliques (3’-hydroxy, 4’-hydroxy,
5-hydroxy, 4’,5-dihydroxy et 3’-hydroxy-4’-méthoxy Diclofénac) qui sont éliminés pour la
plupart sous forme glycuroconjuguée. Deux de ces métabolites phénoliques sont

pharmacologiquement actifs mais a un degré nettement moindre que le Diclofénac (131).

3-4- Elimination

La demi-vie d’¢élimination plasmatique du Diclofénac inchangé est d’environ 1 a 2 heures. La
clairance plasmatique totale est d’environ 263 + 56 ml/minute (valeur moyenne + écart-type).
Quatre des métabolites, dont les deux biologiquement actifs, ont également une demi-vie
plasmatique bréve de 1 a 3 heures. Un autre métabolite, le 3’-hydroxy-4’-méthoxy Diclofénac,

a en revanche une demi-vie nettement plus longue mais il est pratiquement inactif.
L’excrétion est a la fois urinaire et fécale.

Environ 60 % de la quantité administrée est éliminée dans les urines sous forme de conjugué
glucuronide de la molécule native et de métabolites, dont la plupart sont convertis en conjugués

glucuronides.

Moins de 1 % du principe actif est éliminé inchangé dans les urines. Le reste est éliminé sous

forme de métabolites, par voie biliaire dans les feces (131).

4. Mécanisme d’action du Diclofénac et ses effets pharmacologiques
Le mécanisme d’action commun de tous les AINS est la diminution de la prostaglandine par
I’inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) (Figurel3). La COX est une protéine qui intervient

dans une cascade de réaction aboutissant a la formation de substances impliquées dans :
- I’inflammation
- la fievre

- ’agrégation des plaquettes sanguines
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- la protection de la muqueuse de I’estomac (132).

Les prostaglandines sensibilisent les récepteurs de la douleur, et I'inhibition de leur synthese
est responsable des actions analgésiques et antipyrétiques du Diclofénac. Les effets

antipyrétiques pourraient étre dus a une action sur I’hypothalamus. Entraient :
- Une dilatation périphérique

- Une augmentation du flux sanguine cutané

- Une dissipation thermique altérieure (133).

L'inhibition des COX réduit les niveaux de prostaglandine dans I'épithélium de I'estomac, le
rendant plus sensible a la corrosion par I'acidité gastrique. Sachant que le Diclofénac a un biais
mineur pour bloquer la COX2, ce qui le rend moins agressif que I'Aspirine et I'Indométacine,
Le Diclofénac semble étre le seul AINS qui inhibe la lipo-oxygénase (LOX), diminuant ainsi

la production de leucotrienes. (médiateurs pro-inflammatoires).

Une activité sur la phospholipase A2 est également suspectée d'étre ajoutée a la liste des

mécanismes a l'origine des effets antipyretiques, analgésiques et anti-inflammatoires (134).

| Phospholipase A, |

Selective COX-2

3 ¥ \/ MNSAIDs
Monselective 4| COX-1 COX-2
NSAIDs
3 - & Monselective

PGG, NSAIDs

PGH,

! v

Prostacyclin Thromboxane

b

Prostaglandin

Inflammation/pain

Figure 13 : Les vois biochimiques dans le processus de I’inflammation et les points cibles
des AINS (135).
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Matériels et Méthodes

Les études experimentales réalisées sur les animaux fournis par 1’institut Pasteur d’Alger. Les
animaux sont deux par cage avec un libre acces a 1’eau de boisson et a la nourriture. Ils sont
soumis a un cycle lumiére/obscurité de 12h/12h. La température est maintenue a 21°C + 3°C
dans les pieces d’hébergement.

Les animaux suivent une phase d’acclimatation d’une semaine avant de débuter

I’expérimentation proprement dite.

Modéle
Les études ont été réalisées sur 60 rats (Albinos Wistar) de sexe male agés de 10 semaines,

avec un poids de moyenne (250+10g).

Les animaux sont répartis en six groupes (n = 6), chacun recevant une concentration différente
en paracétamol et diclofénac (Para/Dicf) mg/kg par gavage oral d’une période de 7 jours.La

nourriture a été standard, I’eau a été renouvelée quotidiennement.

Les lots sont répartis comme suit :

Les Lots Dose (PARA/DICF)mg/kg
Lot 1 Témoin (0+0)

Lot 2 (100+0)

Lot 3 (15+3)

Lot 4 (100+3)

Lot 5 (200+3)

Lot 6 (400+3)

72 heures aprés le traitement, un préléevement sanguin a été effectué pour chaque lot de

rat afin de doser les parametres biochimiques et enzymatiques du glutathion.

Ensuite, les rats ont été décapités, le foie, les reins, les intestins et la rate ont été préleveés, lavés

avec 0,1 M de tampon phosphate (pH 7,4), pesés pour le dosage du glutathion tissulaire (136).
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Meéthodes de dosage
Le glucose a été dosé par un glucose-métre (Accu-Check Aviva fourni par Roche Diagnostics).

Les parametres biochimiques : cholestérol, créatinine, ASAT, ALAT, phosphatases alcalines

(PAL), bilirubine directe (D) et totale (T) ont été dosés sur analyseur Roche Diagnostics.

La GPx et la GR ont été dosés par la méthode de Randox laboratoires. Le glutathion dosé par
spectrophotométrie selon la méthode de Weckbeker et Cory. Les protéines ont été dosées par

la méthode de Bradford (136).

32



Résultats
Et
Discussion



Résultats Et Discussion

Résultats

Le dosage des paramétres biochimiques a révélé un desequilibre metabolique.

Le traitement des rats avec une dose de paracétamol associe au diclofénac (15+3) montres une
stabilité et aucun changement des paramétres biochimiques par rapport au témoin. Par contre
I’administration de la concentration ¢levée du paracétamol sans 1’association du diclofénac
montre une augmentation au glucose, bilirubine D, bilirubine T, ALAT, ASAT et PAL. La dose
du paracétamol donné est 100 et elle est considérée comme une dose toxique.

Le traitement des rats par diclofénac associe au paracétamol d’une dose (100+3) montre aucun

changement aux niveaux des parameétres biochimiques par apport au témoin.

L’administration du diclofénac avec le paracétamol par les lots (4 et 5) (200+3 et 400+3) a

révélé une variation importante de tous les parameétres dosés.

Tableau Il : Concentrations des parametres biochimiques chez les rats témoins (0 + 0) et
traités avec des doses associées PARA + DICF (100 +0; 15+ 3; 100 + 3; 200 + 3 ; 400 + 3)

mg/kg apres 7 jours de traitement (chaque valeur représente la moyenne = SD de 10 rats).

Parametres Doses (PARA + DIiCF) mg/kg
Témoin (0+0) (100+0) (15+3) (100 + 3) (200 +3) (400+3)

Glucose (g/L) 1,56 £0,14 1,722 +0,16" 1,56+0,.29 1694023 1,77 +£0,14" 1,95 0,34
Cholestérol (g/L) 0,820 £ 0,07 0,779+ 0,15 0,749 + 0,08 0,740 + 0,09 0,726 + 0,04" 0,703 £0,07*
Créatinine (mg/L) 414+ 0,51 450 +0,76 436+ 0,62 452063 479+0,71" 495+053"
Bilirubine D (mg/L) 0,630,224 1,12 £ 047" 0,83+021 1,06 + 0,46 1,31 £0,70" 1,37 £0,33"*
Bilirubine T (mg/L) 1,20+0,28 1,65+ 042" 1,49+042 1,60 £ 0,44 1,83£0,52" 1,96 £0,59
ALAT (UIIL) 59,7+ 1438 M5+113 60,1+183 653+133 1155143 1401+ 26,6""
ASAT (UIL) 1532269 2452 £ 730" 163,2 £ 37,1 166,9 +20,0 335756 425 £ 10,7
PAL (UIIL) 1722+ 370 2124 +453" 173,8+436 193,7£32,0 2349 + 433" 2440 £ 59 4™

Le glutathion tissulaire a été dosé a partir des organes prélevés les résultats ont montré une

diminution dans sa concentration lors du traitement avec une dose toxique au paracétamol.

Dans les lots (15+3) et (100+3) montré une stabilité et aucun changement de concentrations du
GSH. Par contre on a observé dans les reste lots (100+0) et (200+3) et (400+3) une diminution

significative des concentrations du glutathion tissulaire par rapport au lot témoin (figure 14).
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Figure 14 : Taux de glutathion (nM/mg protide) chez les rats témoins (0 + 0) et traités avec des
doses associées PARA + DICF (100 +0; 15+ 3; 100 + 3; 200 + 3 ; 400 + 3) mg/kg apres 7
jours de traitement (chaque valeur représente la moyenne £+ SD de 10 rats).* (P < 0,05) ; ** (P

<0,01) ; *** (P < 0,001) : différence significative par rapport aux témoins.

Le résultat de dosage des enzymes d’oxydo-réduction du system de glutathion (GPx/GR) a
montré un équilibre dans les lots (15+3) et (100+3) par rapport au lot témoin, d’autre part dans
les lots (100+0) et (200+3) et (400+3) qui sont présenté les doses toxiques de paracétamol ont
conduit a augmentation de GPx et GR comparativement au groupe contrdle (figure 15-figure
16) (136).
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Figure 15 : Activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx (UI/L) chez les rats témoins
(0 + 0) et traités avec des doses associees PARA + DIiCF (100 +0;15+3 ;100 + 3 ;200 + 3;
400 + 3) mg/kg apreés 7 jours de traitement
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(chaque valeur représente la moyenne + SD de 10 rats). * (P <0,05) ; ** (P <0,01) ; *** (P <
0,001) : différence significative par rapport aux témoins.
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Figure 16 : Activité enzymatique de la glutathion réductase GR (U/ L) chez les rats témoins (0
+ 0) et traités avec des doses associées PARA + DiCF (100 +0; 15+ 3 ;100 +3; 200 + 3;
400 + 3) mg/kg apres 7 jours de traitement (chaque valeur représente la moyenne + SD de 10
rats). * (P < 0,05) ; ** (P <0,01) ; *** (P < 0,001) : différence significative par rapport aux

témoins.
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Discussion

Le paracétamol et le diclofénac sont des analgésique fréqguemment prescrite en association,
les résultats de cette expérience montré une élévation des paramétres sanguin dans les lots traité
par un dose toxique de paracétamol , une hyperglycémie a été observé due a un
dysfonctionnement  métabolique sous I’effet de métabolite toxique (NAPQI) (137).
L’augmentation des transaminases reflet une hépato toxicité (138). L’évaluation de bilirubine
induit par ’oxydation de 1’hémoglobine par le NAPQI (139). L’association du diclofénac
(100+3) a réduit I’intensité de la toxicité qui a reflétée par les changements de la valeur de
parametre biochimique qui indique stabilisation de la membrane plasmique et la réduction de
la liaison covalente des métabolites toxique avec diminution de 1’absorption du paracétamol
(136) , cependant les résultats des reste lots (200et400) mg/kg ont dévoilé 1’existence d’une
grave toxicité qui refléte par ’augmentation des ces parametre donc le diclofénac n’a pas un

effet protecteur a ce niveau .

Les résultats du taux de glutathion (GSH) dans le lot qui recoit un dose toxique de paracétamol
seulement (100+0) montré une diminution dans tous les organes par rapport au lot témoins a
cause de la peroxydation des lipides. La combinaison avec le diclofénac a réduit la déplétion
du GSH au niveau du lot traité par 100mg/kg de paracétamol ces résultats montré 1’effet du
diclofénac sur la régénération du glutathion (140). Dans les doses (200 et 400) on a une
diminution qui a été expliquée par I’élimination de ces organes des différents métabolites

toxiques (141-142).

Concernant les enzymes clés du systéme anti-oxydant (GR et GPx) sont augmenté dans les
différents lots a doses toxique signifié que ces derniére a un role détoxifient (143). Cette enzyme
est connue par sa capacité a regénérer le GSH afin de maintenir le rapport (GSH/GSSG) normal.
L’augmentation de GPx est liée au stress oxydatif induit par NAPQI, son action est la réduction
des radicaux libre (144). A la combinaison avec le diclofénac en a trouvé une diminution de
ces enzymes qui expliquée par la capacit¢ du diclofénac a empécher I’accumulation des

métabolites toxique du paracétamol (136)
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Conclusion

Le diclofénac possede un effet protecteur contre le stress oxydatif causé par accumulation du
métabolite toxique du paracétamol. La perturbation du métabolisme biochimique et épuisement
du systéeme enzymatique de détoxification du glutathion ont été utilisés pour déterminer la
toxicité. L ’association (PARA + DiCF) a réduit la toxicité en augmentant le rendement du GSH
par régénération et par conséquent, la fonction normale de la GPx et de la GR. Cela a augmenté
la capacité de la cellule a piéger les radicaux libres, entrainant affaiblissement de leurs liaisons
covalentes avec les protéines membranaires. La cytolyse cellulaire a donc probablement été
affaiblie, ce qui a entrainé une diminution des concentrations des marqueurs biochimiques. On
retrouve donc I’action protectrice du diclofénac, qui pourrait étre associée a une réduction du
stress oxydatif. L’association de ces deux médicaments semble avoir un avantage, ce qui rend
leur association favorable. Il serait judicieux de poursuivre cette étude par un examen plus
approfondi des mécanismes de défense contre les radicaux libres en mesurant d’autres
marqueurs du stress oxydatif (rapport GSH/GSSG, SOD, catalase, vitamine C, etc.). Il serait
également utile de pouvoir mesurer les composés conjugués du NAPQI et des protéines

cellulaires afin de bien comprendre la toxicité du paracétamol.
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