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Introduction




Introduction :

Le paracétamol est actuellement un traitement symptomatique antalgique et

antipyrétique de référence, utilisé seul ou en association.

De prix de revient bas, le paracétamol (PARA) constitue I’un des produits
les plus vendus et consommés au monde. Une étude épidéemiologique publiée en
2002 témoigne de cet usage extensif (1/4 de la population américaine rapportant

au moins une prise hebdomadaire). (kaufman et al,.2002).

Découvert en 1878 Par Mors et introduit dans la pharmacie quelques années
plutard, puis plus largement commercialisé dans les années 1950, autrement
appelé acétaminophene, acetyl-p-aminophénol ou encore 4-hydroxy-acétanilide,
le paracétamol possede des vois métabolique et des mécanismes d’action encore

incomplétement compris.

En dehors de sa principale contre-indication, I’insuffisance hépato cellulaire,
ce traitement bénéficia longtemps de I’aura d’une molécule réputée pour son

innocuité aux posologies habituelles.

En Algérie, I’automédication une pratique tres déeveloppeée et I’ingestion des
médicaments par ce phénomene anarchique représente un grand danger des
différentes intoxications médicamenteuses qui ne bénéficient toujours pas d’une

grande sensibilisation en directions des citoyens

Largement utilisé en Algérie, I’association paracétamol AINS est tres
souvent prescrite par les médecins dans le traitement des douleurs inflammatoires

différentes

L’objectif de la présente étude est sur des données cliniques et
expérimentales actuelles, d’étudier  I’argumentaire évoquant le risque
hépatotoxique du paracétamol a dose thérapeutique par une étude expérimentales
in vivo chez les souris suiss connu pour ses propriétés anti-inflammatoire, le

curcumin dont le principe actif le curcumine est utilisé en association avec le

——
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paracétamol pour remplacer un traitement d’origine chimique (diclofénac)
souvent prescrit et aussi pour évaluer son effet protecteur contre le stress oxydatif

cause par le paracétamol.

Cette étude a été orienté vers I’évaluation de la balance bénéfices risque de
cette association et ceci a travers le dosage des différents parametres biochimiques

et étude histologique en relation étroite avec le fonctionnement hépatique.
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Chapitre 01 : Paracétamol

1. Géneéralité sur le paracétamol :
1.1 Historique :

Le paracétamol est aujourd’hui une molécule plus que centenaire. Son
utilisation a connu un succes croissant au fil des années. La découverte de cette
molécule populaire est pourtant née d’un heureux hasard (Amar & Schiff, 2007).

Morse, synthétise en 1878, une molécule qu’il nommait I’acétaminophene
dont la premiere utilisation clinique c’est en 1887 par Von Mering (Bertolini et
al., 2006) Huit ans plus tard, un professeur de Strasbourg, Adolf Kussmarl et ses
deux étudiants, décident d’analyser les effets du naphtalene sur les parasitoses
intestinales. La grande surprise, le produit étudié ne révele aucun effet
antiparasitaire, en revanche démontrant un effet antipyréetique tres efficace. Par
erreur le pharmacien avait délivré de I’acétanilide (I’acétanilide est un dérivé de
I’aniline) au lieu du naphtalene demandé, qu’il démontrant un effet antipyrétique
tres efficace (Amar & Schiff, 2007).

L’ acétanilide fut rapidement mis sur le marché. Cependant, I’utilisation
clinique de I’acétanilide fut marquée de nombreux effets indésirables (Bilier,
2011).

En 1889, Karl Morner découvre la phénacétine et le paracétamol (Queneau,
2006). Et en 1893, Von Mering compare les effets et les toxicités de ces deux
molécules. Il en ressort que le paracétamol présente une toxicité supérieure a la
phénacétine. La toxicité rénale de la phénacétine sera démontrée quelques annees
plus tard (Mallet et al., 1994).

En 1946, les études sur le paracétamol reprennent avec Brodie et Axelrod
(Mallet et al., 1994). Ils démontreront en 1948 que I’acétanilide était dégradé en
N-acetyl-p-aminophénol et que ce métabolite était actif contre la douleur. Ils
montreront également que |’acétanilide est responsable de la formation de
méthémoglobine et non le paracétamol. En 1953 le laboratoire Sterling-Winthrop
co commercialise le premier médicament a base de paracétamol sous le nom de
Panadol® (Queneau, 2006).

Des 1964, Ederd écrit pour la premiére fois les risques hépatiques liés a
I’administration de paracétamol chez le chat et en 1966 des cas d’hépatotoxicité
sévere sont rapportés chez I’Homme suite a I’ingestion de paracétamol (Schmitt,

——
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1980). Cependant, le nombre de cas d’intoxication au niveau mondial ne cesse de
croitre, devenant aujourd’hui un enjeu de sante publique (Craig & Stitzel, 1994).

1.2 Les caractéristiques du paracétamol :

Nom chimique

N-acetyl-para-aminophénol (NAPAP) (Driad, 2009 ;
Craig & Stitzel, 1994).

Formule brute

La formule brute du paracétamol est CSHINO2 (Prescott,
2000).

Formule développée

Sa formule développée est composée d’un cycle
benzeénique, d’un groupement hydroxyle et d’un
groupement amide [Figure 01] (Prescott, 2000).

Dénomination

Le paracétamol est aussi nommé :
Acétaminophéne

Para-acétaminophenol
Hydroxy-4-acétanilide (Prescott, 2000).

La classe chimique

Le paracétamol appartient a la classe des dérivés de
I’aniline, de celle-ci dérivent I’acétanilide, le paracétamol
et la phénacétine [Figure 02] (Lechat et al., 1978).

Propriété physico-
chimique

e Le paracétamol se présente sous la forme d’une
poudre cristalline blanche, inodore, de saveur
amere.

e Lasolubilité dans I’eau a 20°C est de 1.2g pour
100ml ce qui limite la quantité dans les préparations
en sirops ou dans les comprimés effervescents.

e Sa liposolubilite est relativement faible : cela
explique que le paracétamol ne soit pas retenu par
les graisses de I’organisme.

e Le paracétamol est un acide faible (Lechat et al.,
1978).

La classe
thérapeutique

Il est répertorié dans la classe des antalgiques,
antipyrétiques

(Monnot, 2014 ; Lechat, 2006), et anticoagulants (Sidibg,
2003).

——
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La forme galénique

Il existe plus de 600 produits contenant du paracétamol
Commercialisés sur le marché sous différents
conditionnements [Tableau 01] (Prescott, 2000).

_ ANILINE

NHz

}

OH 0-C2H5
NHCOCH;  NH-COCH;  NH-CO-CHj
ACETANILIDE PARACETAMOL PHENACETINE

Figure 01 : Dérivés de I’aniline (Clement —guercia, 2003).

paraaminophénal (1)

N,, O 0 |
: . |
HGQ ' /J\'ZJ’JK HO .

Anhydnde acétique (2)

- -\i/ + CH;COOH

paracétamol (3)

Figure 02 : Schéma de la réaction d'acylation du paraminophénol en

paracétamol (Le marec,2005).

Tableau 01 : Conditionnement du paracétamol (Prescott, 2000).

1.3 Meécanisme d’action du paracétamol :
e Activité antipyrétique :




Chapitre 01 : Paracétamol

Comprimés Doliprane®, Efferlgan®, Tylenol®
Gélules Dafalgan®
Sirop Oralgan®
Suspension buvable Efferalgan®
Suppositoires Dafalgan®, Doliprane®, Dolko®
Lyophilisats Paralyoc®
Effervescents Claradol®, Doliprane®, Panadol®,
Efferalgan®

L’acétaminophene peut réduire la fievre par action sur le centre
thermorégulateur hypothalamique en inhibant I’action des pyrogenes endogénes
et la synthese des prostaglandines.

e Activité analgésique :

Plus d’un siécle aprés son introduction en thérapeutique, le mécanisme
d’action de I’acétaminophéne dans le traitement de la douleur demeure incertain
et plusieurs hypothéses ont été avancées.

1) La premiére a été I’inhibition de la synthese des prostaglandines au niveau
du systeme nerveux central. L’acétaminophene serait en mesure d’agir sur
le site peroxydase (POX) de la prostaglandine H2 synthase alors que les
AINS agissent sur le site cyclo-oxygénase (COX) (Beaulieu, 2013).

Les prostaglandines H2 synthases comportent deux sites :

» Un site actif cyclo-oxygenase COX-1 et COX-2 : ce site est la cible d’une
majorité des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), le paracétamol
n’aurait qu’une action indirecte sur lui.

» Un site peroxydase POX : sur lequel agirait principalement le
paracétamol par accélération de la dégradation et le captage des radicaux
libres (Jouzeau et al., in2004).

2) L’hypothese la plus retenue aujourd’hui implique une interaction avec le
systéme sérotoninergique au niveau du systeme nerveux central. Les
différentes étapes de I’action analgésique de I’acétaminophéne [Figure 03]
sont :

——
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Chapitre 01 : Paracétamol

v’ L’acétaminophene est déacetylé en p-aminophénol par le foie.

v Le p-aminophénol dans le cerveau est biotransformé par la Fatty Acide
Amide Hydrolase (FAAH) en AM404,

v' L’AMA404 peut alors renforcer I’activité des récepteurs cannabinoides
CB1 au niveau central ainsi que des récepteurs TRPV1.

v' Cela renforce également I’activité de la voie sérotoninergique
descendante inhibitrice, pour inhiber la transmission de I’information
douloureuse (Beaulieu, 2013).

Foie
Acétaminophéne/paracétamol — y deéacetviases — w p-aminopheénol

,.*—Hf_'mf"v"'xn.
A

i Q FAAH

Acide arachidonigque

Cuv_

AM404

CB, (" TRPV, )

Voies serotomnergiques tulbospinales

Analgésie F.écepteurs sérotoninergiques spinams

Figure 03 : Mécanisme d’action du paracétamol (Beaulieu, 2013).

1.4 Données pharmacocinétiques :
¢ L’absorption :

——
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Chapitre 01 : Paracétamol

L’absorption du I’acétaminophéne par voie orale au niveau de I’intestin gréle
proximal est compléte et rapide, et I’effet de premier passage hepatique est faible
(25 %). Les concentrations plasmatiques maximales sont atteintes :

> En 10-15 min apres perfusion intraveineuse (la puissance analgésique de
la voie intraveineuse n’est pas modifiée en comparaison de la voie orale).

> En 15 min avec des comprimés effervescents.

En 30 a 60 min aprés administration orale.

En 2 a 3 h apres administration intra rectale (cette derniere expose a une

résorption lente et a une biodisponibilité imprévisible) (Beaulieu, 2013).

>
>

«* Distribution :

Le paracétamol diffuse rapidement et trés largement dans les compartiments
liquidiens de I’organisme sauf dans les graisses, selon un modele ouvert a deux
compartiments. Son volume de distribution est de 0.9 a 1.01 I/ kg les
concentrations plasmatiques varient selon les sujets et les conditions
d’administration. Le paracétamol est trés faiblement lié aux proteines
plasmatiques notamment I’albumine (5 & 20%) mais cette liaison augmente en cas
de sur diagonale concentration maximale est atteinte entre 30 et 90 min apres
I’absorption (Mukundabantu, 2006 ; El bahri, 2015).

«+ Demi-vie :

La demi-vie du paracétamol dans le sang est de I’ordre de 2 heures. Elle peut
aller jusqu’a 12 heures en cas de surdosage, ce qui augmente le risque de cytolyse
hépatique.

Les mesures de concentration plasmatique ont montré qu’un intervalle de 4
heures entre chaque prise de paracétamol, quelle que soit sa forme galénique,
permet d’obtenir une paracétamolémie a la phase de plateau en moins de 24 heures
(El abbouni, 2012).

«+ Métabolisation :

La biotransformation du paracétamol est realisée en deux principales étapes
: La réaction de fonctionnalisation oxydative des CYP va le transformer en
hydroxy paracétamol, et la réaction de conjugaison va permettre le transfert d’un
groupe fonctionnel polaire sulfate ou glucuronide pour le rendre suffisamment

——
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Chapitre 01 : Paracétamol

hydrosoluble et susceptible d’étre éliminé (Houin, 1990 ; Labaune, 1984 ; Laura,
2003 ;).

Les deux principales voies de métabolisations sont :

» La glucuroconjugaison : elle est représentee 50 a 55 % du métabolisme
du paracétamol.

Cette voie n’est active qu’a partir de I’age de 9-12 ans.

» La sulfoconjugaison : elle représente 20 a 40 % du métabolisme du
paracétamol et semble étre saturée a des doses relativement faibles (0.5 a
30g). C’est le principale voie de métabolisation des nourrissons et des jeunes
enfants.

Aux doses thérapeutiques habituelles, 90% du paracétamol subit une
métabolisation hépatique au niveau du cytosol des hépatocytes (Faber et al.,
2013). Cette conjugaison s’effectue sur le groupement OH phénolique et mobilise
I’acide glucuronique ou I’acide sulfurique (Lumann & Mohr, 2003), le
paracétamol est ainsi transformé en dérivés glucuro- ou sulfoconjugués non
toxiques qui seront éliminés dans les urines (Bouchera, 2011). Ces réactions
catalysees par des UDP-glucuronosyltransferases (UGTS) et des sulfotransférase
(Houin, 1990 ; Laura, 2003).

Les 10% restant sont métabolisés par les cytochromes P450 (CYP2EL et
CYP3A4) en un intermédiaire électrophile fortement réactif, le N-acétyl-p-benzo-
quinone imine (NAPQI) (Bouchera, 2011). Ce dernier étant un compose toxique
pour les hépatocytes. Il est électrophile et se fixe par liaison chimique covalente
irréversible «SH » aux macromolécules hépatocytaires (Burnat et al., 1994).

La région Centro lobulaire du foie est la plus touchée car elle est
particulierement riche en Cytochrome P450 (Burnat et al., 1994). Il est
rapidement détoxifié (Graham & Scott, 2005) par le glutathion réduit et éliminé
dans les urines apres conjugaison a la cystéine et a I’acide mercapturique [Figure
04] (keck, 1992 ; Poletti, 1996). Le glutathion permet d’éviter la liaison aux
proteines cellulaires et de contrdler I’élimination de NAPQI sous forme inactive
dans les urines (Berger, 1997).
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Figure 04 : Métabolisation du paracétamol (Burnat et al., 1994).

En cas du surdosage : Si le paracétamol est pris en exces, les systemes de
sulfoconjugaisons et glucuronoconjugaisons sont saturés. Ainsi, la métabolisation
du paracetamol excédentaire se fait par la voix du cytochrome P450, ce qui aboutit
inévitablement a la formation de NAPQI (N-acetyl-p-benzoquinone-imine). Ce
composé toxique, produits dans des quantités trop importantes, va bientot utiliser
tous les stocks de glutathion de I'organisme. Le procédé de détoxification une fois
dépassée, le NAQPI va s'accumuler dans I'organisme, et sa toxicité hépatique se
fera sous la forme d'une cytolyse hépatique, par atteinte mitochondriale
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principalement. Donc le paracétamol est hepatotoxique en fonction de la dose
[figure 05] (Lee, 2003).
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Figure 05 : Métabolisme du paracétamol en cas de surdosage (El hahri, 2015).

Mecrcaptate

«» Elimination

L’élimination des métabolites du paracétamol se fait par voie urinaire, a
savoir : moins de 5% du paracétamol sous forme inchangée, 5% sous forme de
cystéine et de métabolites de I’acide mercapturique (Driad, 2009), 55% sous
forme de métabolites glucuronides, 30% sous forme de métabolite sulfates (Makin
etal., 1995).

La demi-vie délimination est prolongée suivant la dose toxique pouvant
occasionner la survenue d’une insuffisance rénale organique (Roujas & Sorkinem,
1989). Elle est variee de 2 heures a 2 heures 30. Il existe peu de variabilité
interindividuelle La demi-vie ne diminue qu’en cas de clairance inférieure a 10
ml/min. Dans ce cas, il est recommandé d’espacer les prises de 8 heures minimum
sans depasser 3 g par jour. Pour les formes suppositoires, la %2 vie d’élimination
est de 4 & 6 heures (Makin et al., 1995).

En cas d’insuffisance rénale, I’élimination du paracétamol et de ses
métabolites est retardée (Driad, 2009).
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2. Mécanismes d’hépatotoxicité du paracétamol physiopathologie :
2.1 Liaisons covalentes et adduits protéiniques :

L implication pathologique de la formation des liaisons covalentes découle
de I’observation selon laquelle I’apparition des signes de toxicité apres surdosage
suit le nombre de liaisons covalentes formées entre paracétamol et groupements
cystéine des protéines (Jollow D.J., Mitchell J.R., Potter W.Z. et AlL.1973).
Initialement, le marquage par des isotopes radioactifs permet la quantification de
ces liaisons covalentes sur les coupes histologiques. Secondairement, I’évolution
des techniques biochimiques permet la détection d’adduits protéiniques, le 3-
cystéinyl-acétaminophene, tant localement que dans le sérum. L apparition de ces
adduits est étroitement correlée a la lyse hépatocytaire, le taux sérique culminant
dans les heures suivant I’élévation sérique des transaminases (Muldrew K.L.,
James L.P., Coop L. et Al., 2002). Ainsi, la présence serique d’adduits
protéiniques de paracétamol semble un marqueur fiable témoignant de la
formation d’adduits au niveau hépatique, et donc potentiellement de
I’hépatotoxicité du paracétamol.

Roberts, en 1991, confirme par analyse immuno- histochimique sur les
coupes de foie de souris intoxiquées cette coincidence entre hépatotoxicité et
présence d’adduits protéiniques (Roberts D.W., Bucci T.J., Benson R.W. et
Al.,1991). En effet, dans les heures suivant I’intoxication, les vacuoles et la
picnose nucléaire témoignant de la nécrose correspondent au niveau histologique
aux zones de parenchyme hépatique les plus riches en adduits protéiniques. Par
Immuno- marquage aux anticorps anti-adduits, on note que la concentration
maximale d’adduits se situe au niveau Centro lobulaire, alors que les espaces péris
portaux en sont presque totalement dépourvus. Les hépatocytes marqués par ces
anticorps vont secondairement montrer des signes d’évolution vers la nécrose, et
inversement, la grande majorité des hépatocytes évoluant vers la nécrose
contiennent les adduits protéiniques de paracétamol. Roberts établit donc une
corrélation forte entre cette atteinte métabolique hépatocytaire et la progression
vers la mort cellulaire par nécrose. Ces affirmations sont corroborées
cliniquement par les travaux d’Hinson portant sur des préléevements sériques de
patients victimes d’overdose. Les taux d’adduits les plus élevés sont retrouveés
chez les patients présentant les intoxications les plus séveres (Hinson J.A.,
Roberts D.W., Benson R.W. et Al., 1990).

12

——
| —



Chapitre 01 : Paracétamol

Le developpement contemporain des techniques de chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC) permet une détection sensible et
spécifigue d’un adduit protéinique de paracétamol, le 3- cystéinyl-
acetaminophene. Cette méthode constitue une aide diagnostique chez les patients
présentant une défaillance hépatique d’étiologie inconnue (Davern T.J. 2nd,
James L.P., Hinson J.A. et Al.,2006). En effet, 20% des patients en insuffisance
hépatique de cause non déterminée ont une détection positive des adduits de
paracétamol sériques, suggeérant fortement I’implication du paracétamol dans la
survenue de I’hépatotoxicité. Les taux d’adduits persistent et demeurent
détectables jusqu’a 12 jours aprés une intoxication aigué (James L.P., Letzig L.,
Simpson P.M. et Al.,2009).

Cependant, si I’augmentation seérique du taux d’adduits est le reflet de la
toxicité du paracétamol, le lien de causalité entre présence d’adduits et
développement de cette toxicité pose question. Les travaux de Henderson, en
2000, portent sur la mesure de la déplétion des stocks de glutathion induite par le
paracétamol chez des souris knock-out pour I’a- glutathion-S-transférase (a-
GST), la transférase catalysant la conjugaison du NAPQI au glutathion
(Henderson C.J., Wolf C.R., Kitteringham N. et Al.2000). Apres une dose toxique
de paracétamol, le pool de glutathion est réduit de 90% au moins chez les souris
sauvages, et de 70% chez les souris knock-out. On observe que les souris knock-
out pour 1’0-GST sont moins sensibles a I’hépatotoxicité induite par le
paracétamol que les souris sauvages. Cependant, le taux d’adduits est similaire
dans les deux groupes. L’ensemble de ces données semble dissocier la formation
de liaisons covalentes -et donc d’adduits- du développement d’une hépatotoxicite.
Le mécanisme de déplétion des stocks en glutathion hépatocytaire pourrait étre
une explication plus vraisemblable pour certains auteurs.

En ce sens, I’expérimentation de Boobis, en 1986, décrit I’apparition d’une
hépatotoxicité sur des suspensions d’hépatocytes de hamster apres 90 minutes
d’incubation dans une solution de paracétamol (Boobis A.R., Tee L.B., Hampden
C.E. et Al.,1986). Les hépatocytes sont secondairement rincés et incubés dans une
solution classique sans paracétamol. L’analyse microscopique met en évidence
des signes de toxicité. L’adjonction d’une solution de N-acétyl-cystéine lors de la
réincubation protége les hépatocytes de la survenue de la toxicité, alors méme que
les liaisons covalentes sont théoriqguement formées. Méme si le taux d’adduits
formés est fortement corrélé au développement de I’hépatotoxicite, la constitution
de liaisons covalentes semble plus le reflet de la toxicite que le mécanisme
Iésionnel en tant que tel. L’hypothése d’un mécanisme découlant de la deplétion
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en glutathion, comme la majoration du stress oxydatif, semble fondamentale dans
les recherches sur les mécanismes de I’hépatotoxicite.

2.2 Le glutathion :

Le glutathion, tri-peptide composé d’acide glutamique, de cystéine et de
glycine, constitue un pilier de la défense anti-oxydante de la cellule. Il intervient
dans la detoxification des métabolites des xenobiotiques comme le paracétamol.
Les patients dont les réserves sont amoindriessont une population
particuliérement a risque d’hépatotoxicité (Lauterburg B.H., 2002).

Les concentrations cellulaires de glutathion sont de I’ordre de 4 mMol/L et
la forme réduite représente 98% du glutathion total. Les concentrations
plasmatiques circulantes avoisinent les 10 mMol/L. Le glutathion réduit, le
glutathion disulfide et les adduits de glutathion sont transportés activement du foie
vers la bile. Le foie est la principale source de glutathion dans I’organisme, d’ou
une étroite corrélation entre taux hépatiques et taux plasmatiques. Une grande
partie du glutathion produit est aiguillé vers la circulation, ou il est distribué aux
organes disposant de I’enzyme qui le catabolise, la gamma-glutamyl-transférase
(y-GT). La cystéine issue du catabolisme est secondairement recyclée pour la
synthése de glutathion. Le glutathion constitue donc une réserve importante de
cystéine, acide aminé toxigque a haute concentration dans I’organisme. Les
conséquences pathologiques de la variation des taux de glutathion cellulaire
s’expliquent par son role central dans I’homéostasie anti-oxydant (DelLeve L.D.,
Kaplowitz N.,1991).

Le glutathion est en effet un puissant nucléophile qui reagit avec les
métabolites electrophiles cellulaires pour former des adduits de glutathion.

Ces adduits sont ensuite secrétés sous forme de dérives cystéiniques et
Nacétyl-cystéeiniques, encore appelés acides mercapturiques. Cette réaction de
conjugaison a lieu spontanément, mais est fréquemment accélérée par 1’a-
glutathion-S-transférase (a-GST). Cette enzyme prévient en consequence la
formation d’adduits entre métabolite réactif et d’autres macromolécules. Lorsque
la concentration cellulaire en glutathion diminue et atteint moins de 10% du taux
normal, le glutathion piége insuffisamment le NAPQI, d’ou la formation d’adduits
de paracétamol. Bien que la synthése de glutathion soit stimulée lorsque sa
concentration sérique décroit, la cysteine peut constituer un facteur limitant.
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L’administration de précurseurs de la cystéine comme la N-acétyl-cystéine
ou la méthionine permet de corriger ou prévenir toute carence.

En paralléle, le glutathion est garant du maintien de I’homéostasie
I’oxydoréduction. Les cellules, en particulier leurs mitochondries, sont
constamment exposees au stress oxydatif. La réduction du peroxyde d’hydrogene
par le glutathion est catalysée par la glutathion peroxydase.

Le glutathion disulfide qui en résulte, GS-SG, est a son tour reduit en
glutathion par la glutathion réductase en présence de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH). Si I’oxydoréduction est débordée par la
formation de glutathion disulfide, ce dernier est exporté directement hors de la
cellule. La déplétion en glutathion désequilibre la balance oxydative et semble
avoir un réle décisif dans I’orientation de la mort cellulaire par nécrose ou par
apoptose (Hall A.G.,1999). Par exemple, I’induction des heat-shock protéines
induites par la réponse cellulaire au stress augmente la concentration de glutathion
et facilite I’inhibition de I’apoptose (Lauterburg B.H., 2002).

—> \ GLUTATHION GSH ) Cystéine
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Glutathion
transférase

Glutathion Glutathion
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NADPH

R-OH Adduit de glutathion
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Figure 06 : Glutathion et oxydo-réduction (Lauterburg B.H., 2002).
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2.3 Modifications vasculaires hépatiques :

Le role de la déplétion en glutathion a aussi été évoqué dans les phénomeénes
vasculaires accompagnant I’installation de la défaillance hépatique. Chez
I’homme comme chez le rongeur, I’intoxication au paracétamol s’accompagne
d’un état de congestion hépatique. Walker, en 1980, décrit lors d’observations
morphologiques que la congestion résulte d’une accumulation de globules rouges
dans I’espace de dix avec collapsus de la lumiere des sinusoides (Walker R.M.,
Racz W.J., McElligott T.F.,1985). Les variations pondérales de parenchyme
hépatique sont nettes, résultant de la variation des débits sanguins régionaux. Le
poids augmente progressivement jusqu’a la 6eme heure, ou il est environ doublé,
puis déecroit progressivement dans les 24 heures. L’utilisation de radio-isotopes
montre que la concentration globale en hémoglobine du parenchyme hépatique
est quadruplée, s’accompagnant d’un pic de transaminases sériques reflétant la
lyse hépatocytaire (Roberts D.W., Bucci T.J., Benson R.W. et Al.,1991). La
pression de perfusion hépatique et la pression veineuse porte sont simultanement
effondrées. L’administration de Nacétyl-cystéine quelques heures apres
intoxication s’accompagne d’une correction partielle de ces modifications
(Walker R.M., Racz W.J., McElligott T.F.,1985).

L’hypothése de I’atteinte micro vasculaire au niveau Centro lobulaire est
discutée par de nombreux auteurs, avec une possible implication de I’endothélium
sinusoidal hépatique (Lim S.P., Andrews F.J., O’Brien P.E.,1995). De Leve met
ainsi en évidence une atteinte des cultures d’endothélium baignées dans une
solution de paracetamol alors que le taux en glutathion de ces cellules est
fortement diminué (DeLeve L.D., Wang X., Kaplowitz N. et Al.,1997).
L’ adjonction de glutathion a la solution prévient en partie les modifications
cellulaires contemporaines du développement de I’hépatotoxicité. Ces donnees
sont confirmeées par Ito en 2003, avec la mise en évidence de lésions des cellules
endothéliales des sinusoides précédant I’apparition de la souffrance hépatocytaire
(Ito Y., Bethea N.W., Abril E.R. et Al.,2003). En effet, les observations
microscopiques retrouvent un cedéme de I’endothélium associé a une infraction
des érythrocytes au sein de I’espace extra sinusoidal de Disse. L’analyse de
I’endothélium au plan fonctionnel révéle des altérations localisées dans les
régions Centro lobulaires et épargnant I’espace peri-portal. Il est donc évoqué une
possible toxicité du paracétamol touchant I’endothélium sinusoidal Centro
lobulaire tant au plan morphologique que fonctionnel, occasionnant une réduction
de la perfusion sinusoidale. L’atteinte endothéliale et I’atteinte microcirculatoire
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résultante constituent une clé potentielle pour appréhender la toxicité du
paracétamol.

2.4 Stress oxydatif :
2.4.1 Réaction de Fenton :

Le stress oxydatif met en jeu une réaction de Fenton, un procédé d’oxydation
avancé basé sur I’oxydoréduction consécutive a la formation cellulaire de
superoxydes. La dismutation des ions superoxydes aboutit a la formation de
peroxyde d’hydrogéne. La réduction des peroxydes par des ions ferreux concoure
a la formation de radicaux hydroxyles - extrémement réactifs- a I’origine de
peroxydations lipidiques, d’oxydation de protéines et d’acides nucléiques. Divers
mécanismes peuvent occasionner la formation de ces superoxydes, comme les
agents découplants, capables d’abolir la phosphorylation de I’ADP en ATP sans
pour autant inhiber I’oxydation des substrats. Parmi ces agents découplants, on
retrouve entre autres le cytochrome P450 2E1 ou la NADPH oxydase. (Koop
D.R.,1992) (Sies H.,1992).

A I’occasion d’une intoxication au paracétamol, le NAPQI épuise les en
glutathion. Ainsi, un mécanisme majeur de détoxification cellulaire est
compromis, le glutathion etant en effet le cofacteur de la détoxification des
peroxydes par la glutathion peroxydase. Suite a cette déplétion en glutathion, les
taux intracellulaires de peroxydes s’élévent, provoquant un stress oxydatif via une
réaction de Fenton. En ce sens, Wendel rapporte en 1979 que I’administration de
paracétamol et d’ions ferreux a des souris s’accompagne d’une augmentation de
I’éthane exhalé, un indice de mesure de la peroxydation lipidique (Wendel A.,
Feuerstein S., Konz K.H.,1979). De méme, Albano en 1983 publie que
I’incubation d’hépatocytes de souris dans une solution de paracétamol
s’accompagne d’une majoration du stress oxydatif, comme en témoignent les
réactions de peroxydation lipidique (Albano E., Poli G., Chiarpotto E. et
Al.,1983). De plus, Ito en 1994 confirme le role majeur des ions ferreux sur un
modele d’hépatocytes de rats et de souris (Ito Y., Suzuki Y., Ogonuki H. et
Al.,1994). Collectivement, ces auteurs que les chélateurs du fer comme la
deféroxamine empéchent le développement de I’hépatotoxicité, tandis que
I’adjonction de fer au milieu d’incubation des hépatocytes restaure leur sensibilité
au paracétamol. L’ensemble de ces expérimentations est en faveur de lésions
oxydatives occasionnées par un mecanisme de Fenton.
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2.4.2 Monoxyde d’azote (NO) :

La découverte du NO comme molécule fondamentale dans la signalisation
cellulaire a conduit a explorer les mécanismes de survenue du stress oxydatif. Le
NO réagit avec les superoxydes de facon quasi instantanée pour former du
peroxynitrite, agent a la fois oxydant et nitrant. Le peroxynitrite est détoxifié au
sein de I’hépatocyte par le glutathion, dont les stocks cellulaires sont amoindris
par le NAPQI a I’occasion de I’intoxication au paracétamol. La formation de 3-
nitrotyrosine et de protéines nitrées est utilisée comme marqueur du stress
nitrosant. L’adjonction de paracétamol a dose toxique sur des foies de souris
provoque la formation de 3-nitrotyrosine au niveau des protéines hépatiques de la
région Centro lobulaire. La formation d’adduits protéiniques et de nitrotyrosine a
lieu au sein des mémes cellules, a savoir les cellules qui vont évoluer vers la
nécrose (Hinson J.A., Pike S.L., Pumford N.R. et Al.,1998). La localisation du
stress oxydatif et nitrosant semble donc étroitement corrélée au site de toxicité.

Les seuls hépatocytes développant les phénomeénes de nécrose sont ceux ou
le stress oxydatif est le plus prononcé, et de nombreux arguments sont en faveur
de I’implication des especes réactives oxygeénées et nitrées dans la survenue d’une
hépatotoxicité liée au paracétamol (Hinson J.A., Roberts D.W., James L.P.,2010).

2.4.3 La NO synthase inductible :

Parmi les causes occasionnant un essor du stress oxydatif, le role des NO
synthases inductibles (iNOS) hépatiques a fait I’objet de travaux sur les rats et
souris. Gardner rapporte que I’administration de paracétamol provoque
I’induction des iNOS dans les hépatocytes Centro lobulaires (Gardner C.R., Heck
D.E., Yang C.S. et AIl,1998). De plus, I’administration aux rongeurs
d’aminoguanidine, un inhibiteur des iNOS, inhibe partiellement I’hépatotoxicite.
Chez la souris knock-out pour la iINOS, Mickael observe lors du traitement par
paracétamol des taux de transaminases deux fois moins elevés que chez les souris
sauvages, sans qu’il y ait de différence de score histologique d’hépatotoxicité.
Chez ces mémes souris knock-out, la nitration protéique est diminuée mais pas
absente. Ces données suggerent qu’iNOS pourrait jouer un réle dans les
phénomenes de nitration protéique (Michael S.L., Mayeux P.R., Bucci T.J. et
Al.,2001).
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2.4.4 Les agents découplants :

De tous les mécanismes occasionnant une augmentation des especes
réactives oxygenées et nitrées, plusieurs sont évoqués lors de la survenue d’une
intoxication au paracétamol : I’agent découplant cytochrome P450 2E1 (Koop
D.R.,1992), la NAPH oxydase activée et le découplage mitochondrial.

Dans chacun des cas, I’augmentation des taux de superoxydes provoque une
augmentation de la formation d’autres especes oxygénees : peroxydes
d’hydrogéne et donc peroxynitrites cellulaires. Le métabolisme du paracétamol
en NAPQI s’articule autour du CYP2E1, vecteur de la toxicité in vivo et in vitro,
méme si d’autres cytochromes comme CYP1A2 et CYP3A4 sont impliques de
facon moins importante dans cette voie métabolique.

Cette participation de CYP2EL s’appuie sur la constatation selon laquelle les
souris dont le CYP2EL1 a éte inhibé sont beaucoup moins sensibles au paracétamol
que des souris témoins, et moderément moins sensibles en comparaison souris
inhibées pour CYP1A2. De plus, le clonage du géne humain CYP2E1 chez ces
souris CYP2E1-/- provoque une restauration des effets hépatotoxiques (Gonzalez
F.J.,2007).

Le suivi du stress oxydatif occasionné par CYP2EL est réalise par analyse
urinaire des métabolites dérivés du NAPQI : conjugués paracétamol-cystéine,
conjugués paracétamol-N-acétylcystéine, et conjugué paracétamol-glutathion.
L’administration de doses toxiques de paracétamol provoquant une augmentation
significative des concentrations hépatiques de peroxyde d’hydrogene, Hinson
suggere que le CYP2E1 est au cour d’un mécanisme conduisant a I’augmentation
des espéces oxygenées reactives cellulaires. Le stress oxydatif survenant via une
réaction de Fenton est ainsi impliqué dans la survenue de I’hépatotoxicité,
expliquant ainsi que les chélateurs du fer minorent cette toxicité. (Hinson J.A.,
Roberts D.W., James L.P.,2010)

Peu de données plaident en faveur de I’implication majeure de la NADPH
oxydase  dans le développement de I’hépatotoxicité au paracétamol. Cette
enzyme majeure de la chaine respiratoire génere des superoxydes au sein des
cellules de Kuppfer. Les souris chez qui cette enzyme est inhibée ne montrent pas
de différence en termes de sensibilité et de taux de protéines nitrees lorsqu’elles
sont comparées aux souris sauvages. De plus, I’antagonisation de cette enzyme en
condition de surdosage n’influe pas sur la toxicité (Cover C., Liu J., Farhood A.
et Al.,2006).

19

——
| —



Chapitre 01 : Paracétamol

2.4.5 ROle des neutrophiles :

D’autres mecanismes mineurs ont été evoqués pour expliquer la
physiopathologie de la majoration du stress oxydant, en particulier le role des
polynucléaires neutrophiles. Ces leucocytes, a partir de peroxyde d’hydrogéne,
produisent de I’acide hypochloreux via la myélopéroxydases. L’hypochlorite
réagit avec les radicaux tyrosine pour former la 3-chlorotyrosine. Liu rapporte que
les souris dépourvues de polynucléaires neutrophiles semblent nettement moins
sensibles a I’hépatotoxicité du paracétamol (Liu Z.X., Han D., Gunawan B. et
Al.,2006), mais il n’est pas retrouvé de résidus chlorotyrosine dans les foies des
souris traitées par paracétamol (Hasegawa T., Malle E., Farhood A. et Al.,2005),
aussi I’implication des myélopéroxydases des neutrophiles demeure incertaine.

2.5 Inflammation :

De nombreux travaux s’interrogent sur la place de I’inflammation dans la
survenue d’une hépatotoxicité liée au paracétamol. L’étude de Laskin met en
évidence une activation des cellules de Kupffer, les hepatiques (Laskin D.L.,
Pilaro A.M.,1986). L’activation de ces cellules de Kupffer s’accompagne de
modification de I’homéostasie immunitaire via des réponses cytokiniques pro- et
anti-inflammatoires, impliquées dans la prolifération cellulaire, la différenciation
et la mort cellulaire. Parmi ces cytokines, les taux de TNFa sont augmentés dans
I’intoxication au paracétamol. Cette cytokine active le recrutement des cellules de
I’inflammation et induit une augmentation du stress oxydatif. Le traitement par
anti-TNFa s’accompagne d’une diminution des signes de toxicité. De plus,
I’inactivation des cellules de Kupffer, principales sécrétrices de TNFa,
occasionne également une atténuation de la toxicité du paracétamol. Mais des
expérimentations contradictoires font actuellement envisager le role des cellules
de Kupffer comme celui de régulateur des systémes de I’inflammation, avec une
mise en jeu dans la réparation cellulaire (Ju C., Reilly T.P., Bourdi M. et
Al.,2002).

Des expeériences comparables ont visé a explorer le réle de I’interféron y. Par
exemple, des souris sauvages sont comparées a des souris knock-out pour
I’interféron vy. La toxicité hépatique du paracétamol est réduite chez les souris
knock-out, avec des taux de transaminases plus bas et des scores histo-
pathologiques de nécrose minorés (Ishida Y., Kondo T., Ohshima T. et Al.,2002).
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Par ailleurs, il est noté chez ces mémes souris knock-out une diminution des
transcrits messagers pour les cytokines et chémokines de I’inflammation.

L’administration d’anticorps anti-interféron y donne des résultats
comparables. Des travaux similaires ont été menés avec I’interleukine 10 et
I’interleukine 6 chez divers modeles de souris knock-out, en faveur d’un role
plutdt hépato-protecteur. Cependant, il reste difficile d’extrapoler a I’échelle de
I’organisme nombre des résultats trouvés dans des conditions expérimentales bien
précises car les interactions sont complexes. Pour preuve, I’étude de Cover
compare deux souches de souris aux profils immunitaires tres différents, plutot
pro-inflammatoire pour I’'un et antiinflammatoire pour I’autre (Cover C., Liu J.,
Farhood A. et Al,2006).

L analyse histopathologique et les taux de biomarqueurs d’hépatotoxicité
different peu, et il semblerait que la modification de I’équilibre cytokinique par
I’intoxication au paracetamol ne puisse étre ramenée a une seule cytokine qui
serait médiatrice de tous les phénomenes de toxicité observes.

Le MIP2 (macrophage inhibition protein 2) est un prototype de chémokines
produit par de nombreuses cellules en réponse aux cytokines pro-inflammatoires
telles TNF-a et IL-1R (Hogaboam C.M., Bone-Larson C.L., Steinhauser M.L. et
Al.,1999). Le pic de sécrétion de cette chémokine est interprété comme un facteur
hépato-protecteur contemporain de I’accumulation de polynucléaires neutrophiles
qui suit le développement de la toxicité clinique chez la souris. Son intervention
conditionnerait la mise en jeu des phénomenes de régéneration hépatocytaire. Son
équivalent humain, I’IL-8, est lui aussi augmenté chez le patient présentant des
signes d’hépatotoxicité, et pourrait étre interprété comme un marqueur d’atteinte
hépatique selon certains auteurs (James L.P., Farrar H.C., Darville T.L. et
Al.,2001).

Finalement, Reilly évogue en 2001 un dernier mecanisme potentiellement
responsable des modifications de I’homéostasie immunitaire induite par
I’intoxication au paracétamol (Reilly T.P., Brady J.N., Marchick M.R. et
Al.,2001). La COX2 est induite chez la souris lors de I’intoxication au
paracétamol. Chez les souris knock-out pour la COX2, on remarque une
majoration de la toxicité du paracétamol en comparaison des souris sauvages. De
méme, le traitement par celecoxib, un inhibiteur des COX2, est un facteur
favorisant I’apparition de I’hépatotoxicité au paracetamol. Reilly avance donc sur
ces arguments I’hypothése d’une implication de la COX 2 dans la régulation des
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réactions pro- et anti-inflammatoires qui accompagnent les intoxications au
paracéetamol.

2.6 Mecanismes de réparation cellulaire :

L’atteinte hépatique induite par le paracetamol enclenche une série
d’interactions visant a restaurer I’homeostasie hépatique par prolifération
hépatocytaire. Le TNF-a et I’IL-6, pro-mitotiques in vivo et in vitro, sont a
I’origine de I’entrée de I’hépatocyte dans le cycle cellulaire vers la phase dite G1.
L’administration d’anti-TNF-a a des rats ayant subi une hépatectomie partielle se
traduit par une diminution de la synthese d’ADN et globalement d’une diminution
des signaux intracellulaires impliqués dans la régénération hépatocytaire.

Le TNF-a régule les taux d’IL qui, en activant une chaine de facteurs de
transduction, mettent en route les mécanismes de réparation cellulaire. Les souris
knock-out pour I’IL-6 ont des taux de régénération cellulaire significativement
plus bas que les souris témoins, alors que I’adjonction d’IL-6 restaure les facultés
de réparation cellulaire.

Autre agent impliqué, le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF),
exprimé au niveau de I’endothélium, posséde un réle central dans la signalisation
du renouvellement cellulaire. Le récepteur VEGFR2 possede des propriétés pro-
angiogeniques et le récepteur VEGFR1 des propriétés pro-mitotiques, en
orchestrant les interactions entre endothelium et hépatocytes. In vitro, I’activation
de VEGFR1 provoque le relargage de mitogenes endothéliaux comme le facteur
de croissance hépatocytaire et I’IL-6 (LeCouter J., Moritz D.R., Li B., et
Al.,2003). Apres intoxication au paracétamol, les taux de VEGF mesurés chez les
rongeurs sont trés élevés et conditionnent la restauration de I’homéostasie
hépatique. Le traitement par VEGF provoque une diminution des taux de
transaminases mesurees apres intoxication jusqu’aux trente sixiemes heures apres
ingestion et réduit la survenue de nécrose (Donahower B., McCullough S., Kurten
R. et Al.,2006). Cette administration de VEGF occasionne une augmentation de
I’expression nucléaire de genes de prolifération cellulaire, a distance du pic de
toxicité du paracetamol. Cependant, I’implication du VEGF dans les altérations
de la microcirculation hépatique demeure en cours d’exploration, sous-tendue par
d’éventuelles perspectives thérapeutiques a la phase tardive d’une intoxication par
le paracétamol.
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3. Facteur de risque d’hépatotoxicité :
3.1 Généralité sur les hépatites médicamenteuse :

Les atteintes biologiques hépatiques sont décrites pour de nombreux
traitements et regroupées dans la littérature sous I’acronyme de DILI, pour Drug
Induced Liver Injury. L’objectif du recensement et de I’étude de ces DILI est a
terme de guider le praticien dans la poursuite du traitement, plutdt qu’interrompre
une thérapeutique utile sans pre-requis rationnel. Les manifestations biologiques
de I’intoxication au paracétamol, allant de la cytolyse a minima a I’insuffisance
hépatocellulaire aigué, impliquent de nombreux facteurs génétiques et
environnementaux. Les risques couramment admis dans la littérature concernant
les hépatites médicamenteuses en géneral sont les antécédents de réaction a la
drogue incriminée, les A&ges extrémes de la vie, la polymédication,
I’immunodépression (HIV), la dénutrition et I’insuffisance hépatocellulaire
préexistante (Watkins P.B., Seeff L.B. ,2006). De plus, les interactions
médicamenteuses sont souvent incriminées et difficiles a identifier de facon
exhaustive dans la prise en charge du patient.

Concernant le paracétamol, son profil pharmacologique est pour beaucoup
celui d’une drogue dotée d’une bonne tolérance Clinic biologique. Cependant, de
nombreux cas cliniques et certaines études prospectives font état de cytolyses
infra-cliniques ou de véritables insuffisances hépato-cellulaires chez des patients
présentant des facteurs de risques et traités a dose thérapeutique. Dans deux études
récentes, des doses ingérées de paracétamol inférieures a 4 grammes par jour sont
rapportees chez 7 a 17,5% des patients hospitalisés pour insuffisance hépato-
cellulaire aigué (Ostapowicz G., Fontana R.J., Schigdt F.V. et Al.,2002).

Certains auteurs proposent donc empiriquement de limiter la dose
quotidienne a 2 grammes (Zimmerman H.J., Maddrey W.C.
Acetaminophen.,1995). Aussi, il convient de déterminer avant traitement ces
facteurs qui, combinés, affectent la susceptibilit¢ métabolique individuelle au
paracetamol.

3.2 Facteurs de risque d’hépatotoxicité au paracétamol :
3.2.1 Jeline et denutrition :

En cas de jelne prolongé ou de dénutrition, les réserves en glutathion sont
progressivement épuisées. De plus, la diéte provoque une diminution des réserves
hépatocytaires en hydrates de carbone qui sont nécessaires aux processus de sulfo-

23

——
| —



Chapitre 01 : Paracétamol

et glucuronoconjugaison. Le métabolisme du paracétamol est donc théoriquement
dévié vers I’oxydation par le cytochrome P450 2E1, majorant les concentrations
en NAPQI (Whitcomb D.C., Block G.D.,1994). En situation clinique, chez
I’homme, I’étude pharmacologique de Slattery montre que des prises faibles de
paracétamol, allant de 500 milligrammes a 3 grammes, sont suffisantes pour
amoindrir les stocks hépatiques de glutathion jusqu’a 40% (Slattery J.T., Wilson
J.M., Kalhorn T.F. et Al.,1987).

Ces données sont pondérées par Schenker qui s’attache a observer les
conséquences métaboliques du jelne lors de la prise isolée de 2 grammes de
paracétamol (Schenker S., Speeg K.V. Jr, Perez A. et Al.,2001).

La comparaison des métabolites avant et apres jelne n’est pas
significativement différente, alors méme que cette étude a été menée dans une
population obése, pour qui la toxicité est théoriquement favorisée par I’induction
du CYP2ELl. Les conclusions de [I’article de Schenker sont cependant
difficilement extrapolables a la prise répétée de paracétamol, situation plus
fréguente en pratique clinique.

La publication de Whitcombs en 1994 confirme dans une revue de la
littérature que le jeline est probablement un facteur prédisposant a la toxicité du
paracétamol absorbé a dose supra-thérapeutique (Whitcomb D.C., Block
G.D.,1994). Il interviendrait possiblement comme facteur de risque combing, la
denutrition étant par exemple fréguemment retrouvée dans la population éthylique
chronique.

3.2.2 Grossesse :

Larrey évoque la grossesse comme facteur de risque de toxicité du
paracétamol sur la base d’expérimentations menées sur le modeéle de la souris. En
effet, les souris en gestation presentent une mortalité et un taux de nécrose
hépatique supérieurs aux souris témoins. Les voies métaboliques sont déviees vers
la sulfo-conjugaison aux dépends de la glucurono-conjugaison, sans incidence
notable sur le taux de liaisons covalentes formées. Une des explications fournies
par I’auteur réside dans la diminution et la plus lente reconstitution des taux
hépatiques de glutathion chez la souris en gestation (Larrey D., Letteron P., Foliot
A. et Al.,1986).
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3.2.3 Prise chronique de paracetamol :

La prise chronique de paracétamol est susceptible d’entrainer comme le
jedne un déclin régulier et asymptomatique des réserves de glutathion hépatique.
Ainsi, I’étude randomisée de Watkins a mis en évidence que 30% des patients,
traités par 4 grammes par jour de paracétamol pendant 14 jours, présentaient une
élévation des transaminases supérieure a 3 fois la limite supérieure de la normale
(LSN) (Watkins P.B., Kaplowitz N., Slattery J.T. et Al.,2006).

Navarro et Senior suggérent que cette cytolyse modérée traduit plus un
processus adaptatif qu’une réelle atteinte hépatique, de tels phénomeénes ayant été
décrits temporairement lors du traitement au long cours par isoniazide, tacrine ou
statine (Navarro V.J., Senior J.R.,2006).

3.2.4 Alcoolisme :

L’influence de la consommation alcoolique sur la toxicité hépatique du
paracétamol fait débat au sein de la communauté scientifique. Les deux
principaux mécanismes évoqueés dans cette interaction sont d’une part I’induction
des cytochromes par I’alcool, et d’autre part la déplétion mitochondriale en
glutathion (Louvet A., Boitard J., Dharancy S. et Al.,2006).

L’alcool et le paracétamol partagent la méme voie métabolique d’oxydation
microsomale au sein du tissu hépatique. L’éthanol est oxydé par I’alcool
déshydrogénase pour former [I’acétaldéhyde, ou métabolisé par la voie
microsomale d’oxydation dont I’enzyme clé est le cytochrome P450 2E1. Or ce
dernier est inductible par la consommation chronique d’alcool chez I’hnomme
comme chez I’animal par deux mécanismes : d’une part, I’enzyme est stabilisée
par son substrat et voit sa demi-vie augmentée ; d’autre part, il existe une
activation transcriptionnelle du gene CYP2EL. Ainsi, I’éthylisme chronique peut
provoquer une hausse de I’activité métabolique du cytochrome d’un facteur 4 a
10. Cette induction est corrélée a la quantité moyenne d’alcool ingérée et pourrait
expliquer I’ascension concomitante des taux de NAPQI. Apres arrét de
I’intoxication chronique a I’alcool, le taux de CYP2EL décroit pour retrouver une
activite basale en 5 jours. Sur le modéle murin d’hépatopathie alcoolique
invalidée pour le géne de CYP2EL, on observe une toxicité cependant élevée du
paracétamol, expliquée par I’activité compensatrice de I’isoforme 3A4 du
cytochrome P450. En réalité, plusieurs cytochromes sont mis en jeu lors de cette
induction enzymatique, au rang desquels les CYP2E1, CYP3A4 et possiblement
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le CYP1AZ2. Cette induction contribue a la tolérance métabolique qui se développe
chez I’alcoolique (Meskar A., Plee-Gautier E., Amet Y.,2001).

Le deuxieme mécanisme invoqué est la déplétion en glutathion hépatique
occasionnée par I’éthylisme chronique, qui provoque une diminution des
capacités de I’organisme a neutraliser des métabolites réactifs comme le NAPQI.
Ainsi, une faible dose de paracétamol, d’ordre thérapeutique, épuise rapidement
les stocks de glutathion déja amoindris par la maladie alcoolique.

Le declin des réserves en glutathion prédomine dans le compartiment
mitochondrial, vraisemblablement par inhibition du transfert du compartiment
cytoplasmique vers la mitochondrie.

L’implication de I’acétaldéhyde, produit de I’oxydation Le deuxieme
mécanisme invoqué est la déplétion en glutathion hépatique occasionnée par
I’éthylisme chronique, qui provogue une diminution des capacités de I’organisme
a neutraliser des métabolites réactifs comme le NAPQI. Ainsi, une faible dose de
paracétamol, d’ordre thérapeutique, épuise rapidement les stocks de glutathion
déja amoindris par la maladie alcoolique. Le déclin des réserves en glutathion
prédomine dans le compartiment mitochondrial, vraisemblablement par inhibition
du transfert du compartiment cytoplasmique vers la mitochondrie. L implication
de I’acétaldéhyde, produit de I’oxydation de I’éthanol, est aussi avancée par Lluis,
par modification des rapports lipidiques de la membrane interne de I’organite
(Lluis J.M., Colell A., Garcia-Ruiz C. et Al.,2003).

A l’inverse, I’intoxication éthyliqgue aigué met en jeu une inhibition
compétitive entre paracétamol et alcool au niveau du CYP2E1 empéchant
I’oxydation du paracétamol en NAPQI. Expérimentalement, chez I’animal
alcoolise de facon chronique, I’administration concomitante et aigué de
paracetamol et d’alcool reduit la formation de NAPQI. 1l en résulte une epargne
du taux de glutathion réduit hépatique et une diminution de la formation de
liaisons covalentes entre paracétamol et protéines hépatiques, en comparaison de
la prise chronique d’alcool ou de paracétamol seule (Slattery J.T., Wilson J.M.,
Kalhorn T.F. et Al.,1987).

Les premieres données cliniques en faveur d’une interaction entre alcool et
paracetamol ont été publiées dans les années 1980 sous forme de séries de cas,
abordant ce qui sera désormais denommé « mésaventure thérapeutique » dans la
littérature (Seeff L.B., Cuccherini B.A., Zimmerman H.J. et Al.,1986).
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Plus tard, Zimmerman compare sa série de 67 malades éthyliques aux cas
rapportés dans la littérature. Soixante pourcents des patients ont ingérés moins de
6 grammes par jour de paracétamol, soit 4 grammes de moins que la dose
habituellement retenue comme pouvant occasionner des lésions hépatiques
(Zimmerman H.J., Maddrey W.C. Acetaminophen.,1995).

L’histologie, disponible dans certains cas, révélait des atteintes typiques a
type de nécrose Centro lobulaire. La mortalité, élevée dans le groupe paracétamol
pour des doses proches des posologies thérapeutiques, fait conclure a I’auteur une
toxicité exacerbée du paracétamol chez I’éthylique chronique.

Par la suite, Schmidt réalise en 2002 une analyse multivariée sur 645 patients
victimes d’intoxication aigué au paracétamol (Schmidt L.E., Dalhoff K., Poulsen
H.E.,2002). L’atteinte hépatique s’avere plus grave chez le buveur excessif et
I’éthylisme chronique apparait comme un facteur de risque indépendant de
mortalité avec un odds ratio a 3,52 (intervalle de confiance 1,78-6,97). A
I’inverse, la prise aigué d’alcool est un facteur indépendant protecteur avec un
odds ratio a 0,08 (intervalle de confiance 0,01-0,66) lorsqu’elle survient chez
I’éthylique chronique, compensant ainsi le sur risque occasionné par
I’intoxication éthylique au long cours.

Plusieurs études randomisées, menées en double aveugle, contrdlées contre
placebo, ont été publiées dans les années 2000 pour tenter de répondre aux
questionnements sur I’existence d’une toxicité conjointe de I’alcool et du
paracétamol a dose thérapeutique. La publication de Kuffner porte sur 201
patients a I’entrée en cure de sevrage, au moment ou les réserves en glutathion
sont encore basses (Kuffner E.K., Dart R.C., Bogdan G.M. et Al.,2001). Il n’est
pas retrouvé de modification du bilan hépatique au 2éme ni au 4éme jour apres 48
heures de traitement par paracétamol a 4 grammes par jour. En 2007, cet auteur
publie une étude comparable tant dans la forme que les résultats chez 443 patients
béneficiant de 72 heures de traitement (Kuffner E.K., Green J.L., Bogdan G.M. et
Al.,2007). Bartels confirme ces résultats pour une durée de 4 jours (Bartels S.,
Sivilotti M., Croshby D. et Al.,2008). Pour un traitement s’étendant sur 5 jours,
Dart retrouve une faible -quoique significative- élévation des transaminases de 48
a62 UI/L dans le groupe paracétamol, contre 47 a 49 UI/L dans le groupe placebo,
en I’absence de tout signe clinique. A partir de ces donnees, il conclue a la sécurité
de I’emploi du paracétamol a dose thérapeutique chez I’alcooligue.
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Ces etudes sont critiquables essentiellement pour I’inadéquation de la fenétre
de mesure des variations des transaminases. En effet, la cinétique des ALAT
montre un pic entre le 4éme et le 5éme jour, or les mesures réalisées ici jusqu’au
5eéme jour ne prennent donc pas en compte la toxicité de la dose cumulée de
traitement (Rumack B.H.,2004). L’étude de Heard, toujours randomisée controlée
contre placebo en double aveugle, porte sur 150 patients traités a 4 grammes par
jour pendant 10 jours chez ces buveurs dits modérés (jusqu’a 3 verres d’alcool par
jour). L’analyse statistigue met en évidence une ascension moyenne et
asymptomatique des transaminases de 8,7 UI/L au 11eme jour (Heard K., Green
J.L., Bailey J.E. et Al.,2007).

A partir de I’ensemble de ces données, et compte tenu de la complexité des
interactions (induction enzymatique, competition) entre alcool et paracétamol, il
n’existe actuellement aucune recommandation claire en France. On sait que ces
interactions sont favorisées par I’association fréquente entre dénutrition et
alcoolisme.

3.2.5 Hépatopathie d’origine virale et alcoolique :

L’utilisation de paracétamol chez le patient souffrant d’une maladie
hépatique chronique ou aigué fait I’objet de restrictions. Le socle
physiopathologique de ces limitations de dose est constitué en premier lieu d’une
augmentation de la demi-vie du paracétamol chez I’insuffisant hépatique. Ainsi,
plusieurs études pointent des demi-vies majorées a plus de 150%. Le contenu
hépatique en CYP450 est par ailleurs inchangé ou diminué dans les atteintes
hépatiques séveres.

Les taux de glutathion plasmatiques, corrélés aux taux hépatiques, sont
diminués qu’il s’agisse d’hépatite virale aigué, chronique, de cirrhose ou
d’hépatites alcooliques non cirrhotiques. Barbaro fait les mémes constatations en
1996 chez des patients porteurs d’hépatite C chronique avec ou sans co-infection
avec le HIV (Barbaro G., Di Lorenzo G., Soldini M. et Al.,1996). A partir de
biopsies hépatiques, la mesure du taux de glutathion semble plus basse que la
norme mais ces données sont controversées (Siegers C.P., Bossen K.H., Younes
M. et Al.,1982).

Les résultats discordants sont nombreux dans ces études qui portent sur des
profils de patients assez divers. Forrest par exemple ne met pas en évidence de
différence significative des métabolites conjugues entre sujet sain et porteur d’une
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hépatopathie, suggérant des capacites de détoxification préservees (Forrest J.A.,
Adriaenssens P., Finlayson N.D. et Al.,1979).

Par ailleurs, une étude portant sur I’administration de 4 grammes quotidiens
a 20 patients souffrant d’hépatopathie chronique ne révele aucun cas de toxicité.
Lors d’hépatites C chroniques, le résumeé de Dargere ne retrouve pas d’élévation
des transaminases imputable au paracétamol a 3 grammes par jour durant 7 jours
(Dargeére S., Collet T., Crampon D.,2000). Ces données sont corroborées par la
pratique clinique, le paracétamol étant fréquemment utilisé pour traiter le
syndrome grippal provoqué par I’interféron dans le traitement des hépatites B et
C. L’étude de Polson, rétrospective, alimente la controverse puisque 38% des 26
patients hospitalisés pour hépatite aigué virale A ou B ont des taux de paracétamol
détectables. Les moyennes des taux de transaminases, I’INR et la mortalité sont
significativement plus éleves en comparaison du groupe sans paracétamol (Polson
J., Ocama P., Larson A. et Al.,2003).

Ainsi, le paracétamol serait un cofacteur impliqué dans au moins 20% des
defaillances hépatiques secondaires a une hépatite virale. La fréquence
d’administration a la phase clinique initiale rend difficile la distinction entre
réalité et biais de la méthode utilisée.

3.2.6 Le tabagisme :

L’influence du tabagisme est évoquée, la fumee du tabac étant chargée
d’inducteurs du cytochrome P450 2E1 comme les nitrosamines. Trés peu d’études
ont cependant été réalisées pour tester son implication. Sur le modéle murin, les
inducteurs de ce cytochrome comme le benzothiazone, mimant les conditions
tabagiques, augmentent considérablement le risque de nécrose hépatocytaire au
paracétamol (Seo K.W., Park M., Kim J.G. et Al.,2000). Bien que I’effet soit
supposé minimal a dose thérapeutique, Schmidt rapporte qu’en condition
d’intoxication, le tabac intervient comme facteur indépendant dans le
développement de I’hépatotoxicité avec un odds ratio de 2,68 (intervalle de
confiance 1,28-5,62) et dans la mortalité avec un odds ratio a 3,64 (intervalle de
confiance 1,23-10,75). Cette étude rétrospective réalisée auprées de 602 patients,
la seule sur le sujet, souligne I’influence du tabagisme chronique sur la toxicité du
paracétamol.

29

——
| —



Chapitre 01 : Paracétamol

3.2.7 Variations interindividuelles :

De fortes variations du métabolisme du paracétamol ont été décrites selon
les individus et selon les ethnies. Les mécanismes évoqués sont essentiellement
les variations des réserves en glutathion, de I’activité du CYP 2E1 et les divers
phénotypes de glucurono-conjugaison. Ainsi, Crichtley étudie les métabolites
urinaires du paracétamol aprés ingestion d’une dose de 1,5 gramme chez des
Ecossais, des Ghaneens et des Kényans (Critchley J.A., Nimmo G.R., Gregson
C.A. et Al.,1986). Les variations inter-ethniques observées sont de I’ordre d’un
facteur 3 a 6 selon la voie étudiée, voie du NAPQI ou voies des conjugaisons. Les
données sont possiblement influencées par des facteurs environnementaux et
génétiques. Ces observations sont confirmées par Yin lorsqu’il compare les
parameétres pharmacocinétiques du metabolisme du paracétamol chez des Chinois
de Hong-Kong aux données de la littérature : la demi-vie est allongée et la
clairance de la voie orale plus basse (YinO.Q., Tomlinson B., Chow A.H. et
Al.,2001).

Le paracétamol est principalement métabolisé par glucuroconjugaison grace
a I’UDP-glucuronyl-transférase (UGT) et accessoirement par sulfono-
conjugaison via la sulfo-transférase (SULT). Trois différentes isoformes d’UGT
concourent a la glucurono-conjugaison : I'UGT de forte affinit¢ UGT1AG®,
d’affinité intermédiaire 1Al et de faible affinité 1A9. Ainsi des variations de
I’ordre d’un facteur 15 sont observées entre les activités des différentes isoformes
de I’'UDP-glucuronyl-transférase microsomale. La sulfo-conjugaison est assurée
par la SULT1AG de forte affinité. L ensemble des enzymes de conjugaison et les
cytochromes sont régulés par de nombreux facteurs de transcription, dont les
récepteurs nucléaires aux xeénobiotiques. Une caractéristique de toutes les
enzymes de conjugaison est leur capacité a étre induites par la réponse anti-
oxydante occasionnée par certains facteurs de transcription comme NFR-2. Or sur
des souris knock-out pour NFR-2, on note une susceptibilité accrue a la toxicité
du paracétamol, avec une expression réduite des UGT, des SULT et de la
glutathion S transférase. Le polymorphisme des génes codant pour ces protéines
pourrait expliquer les différences de susceptibilité individuelle a la toxicité
(Watkins P.B., Seeff L.B.,2006).

Les différents génotypes des CYP2EL peuvent occasionner d’importantes
variations dans développement d’une défaillance hépatique. Ainsi, Ueshima
rapporte des différences conséquentes en termes de demi-vie selon le

30

——
| —



Chapitre 01 : Paracétamol

polymorphisme de CYP2E1 (Ueshima Y., Tsutsumi M., Takase S. et Al.,1996).
Une mutation en particulier, localisée dans la partie 5’ regulatrice du gene,
pourrait affecter la régulation transcriptionnelle et majorer I’activité enzymatique.

Ces constatations sont illustrées par Grieco a partir de deux cas
d’hépatotoxicité a dose thérapeutique chez des patients sans comorbidité ni
facteur de risque, en particulier non alcooliques (Grieco A., Miele L., Forgione A.
et Al.,2008). L’analyse étiologique, basée sur des tests métaboliques a I’antipyrine
réalisés a distance, est en faveur d’une hyperactivité constitutionnelle du systeme
oxydatif dépendant des cytochromes P450. Il est désormais acquis que les
variations interindividuelles d’expression et d’activité fonctionnelle des
cytochromes existent. Certains polymorphismes génétiques sont désormais établis
mais la traduction phénotypique reste difficile a préciser, I’influence de cofacteurs
comme le régime alimentaire, I’alcool, I’obésité ou le diabéte modulant
I’expression de CYP2EL. Par ailleurs, I’existence de différents phénotypes de
glucurono-conjugaison rend I’hépatotoxicité difficilement prévisible.

3.2.8 Interactions médicamenteuses :

De multiples drogues interagissent avec le metabolisme du paracétamol.
L’UDP-transférase est ainsi inhibée par les antiépileptiques, comme le décrit
Kotrubsky en 2005 (Kostrubsky S.E., Sinclair J.F., Strom S.C. et Al.,2005).
Plusieurs cas rapportés d’hépatotoxicité pourraient étre consécutifs a la baisse de
la synthese protéique de glucuronyl-transférase par le phénobarbital et la
phenytoine. La cytolyse mesurée est corrélée a I’inhibition directe de la
glucurono-conjugaison, qui oriente une importante proportion du métabolisme du
paracétamol vers la voie de CYP2E1 et du NAPQI. Parmi les autres
antiépileptiques mis en cause, on compte aussi I’acide valproique et la
carbamazépine. D’autres traitements comme la zidovudine ou le triméthoprime-
sulfaméthoxazole pourraient potentialiser la toxicité du paracétamol par
compétition avec la voie de la glucuronoconjugaison. Par ailleurs, la ranitidine, le
propanolol et le cisapride inhiberaient les réactions de glucuronoconjugaison,
tandis que les cestrogenes les favoriseraient.

La voie microsomale d’oxydation du paracétamol, médiée par CYP2E1, est
empruntée par de nombreux autres xénobiotiques comme la caféine, la dapsone,
les agents anesthésiques halogenés (enflurane, sévoflurane et halothane), et
certains solvants organiques (acétone, benzene, chloroforme, trichloréthyléene).
La multiplicité des substrats dans cette voie inductible provoque des interactions
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pharmacocinétiques. Par exemple, I’isoniazide et le pyrazole sont des inducteurs
du CYP2EL.

Le CYP3A4, voie d’oxydation annexe du paracetamol, interagit de méme
avec de nombreuses drogues, ce cytochrome étant impliqué dans le métabolisme
de plus de la moitié des médicaments connus (Meskar A., Plee-Gautier E., Amet
Y.,2001).
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1. Historique du curcuma Longa L :

Le Curcuma longa L, est une épice qui fait I'objet d'échanges commerciaux
depuis tellement longtemps, qu'on ne peut déterminer avec certitude son origine.
On pense cependant qu'il vient du Sud ou du Sud -Est de I'Asie, peut-étre plus
spécifiquement de I'Inde, d'ou il se serait répandu dans toute I'Asie, de méme qu'au
Proche et au Moyen-Orient, il y a des milliers d’années. (Penso et al., 1986)

Il ne se trouve pas dans un état véritablement sauvage, mais il semble s'étre
naturalisé dans certaines régions. C'est un triploide stérile et on pense qu’il est
apparu par sélection continue et multiplication végétative d’un hybride entre le
curcuma sauvage diploide (Curcuma aromatica Salisb., originaire de I’Inde, du
Sri Lanka et de I'est de I'Himalaya) et un autre Curcuma tétraploide apparenté.

Depuis 4000 ans, le Curcuma longa L est important dans la culture védique,
on retrouve sa trace dans des écrits sanskrits ; et dans la médecine ayurvédique
(médecine holistique qui étudie empiriquement les effets de I'alimentation sur la
santé). (Perry et al., 2008)

En Europe, les moines font mention de la plante, introduite par les
navigateurs, dans leurs écrits dés le 6éme siecle. (Delaveau., 1987)

e Connu en Chine depuis le 7éme siécle.

e Connu en Afrique de I'Est depuis le 8eme siéecle.

e Connu en Afrigue de I'Ouest depuis le 13eme siecle.

e Rameneé en Europe en 1298 par Marco Polo qui le découvre en Chine et par
les arabes au 13éme siécle.

Quant a son utilisation médicinale ; Nicolas Lémery, médecin et chimiste
francais, estime cette terra mérita comme « apéritive, capable de lever les
obstructions du foie, de la ratte, pour la jaunisse, pour la néphrétique » dans le
dictionnaire ou traité universel des drogues simples de 1716. (Delaveau., 1987)

2. Classification systématique :

Le genre Curcuma, selon la classification APG Il (Angiosperms Phylogeny
Group) appartient a :

e La classe des monocotylédones

e L’ordre des scitaminales ou zingibérales

e Lafamille des Zingiberaceae
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Curcuma Genres
5 autres
| Familles
7 autres Zingiberaceae
Ordres
Zingibérales
Classes
LiIio‘psida
Magnoliophyta Divisions

Figure 07 : Classification phylogénétique du vegétal
Curcuma (Jayaprakasha et al., 2005).

On dénombre pres de 80 especes dans ce genre.

Il regroupe de nombreuses espéces ornementales, tandis que d’autres se sont
démarquées par I’utilisation de leur rhizome, aux propriétés culinaires et
médicinales. Parmi ces especes, Curcuma longa Linné est de loin le plus utilisé
et par conséquent le plus étudié, mais on retrouve également Curcuma xanthorriza
Roxburgh dit temoe lawak et la zedoaire, décrite sous le nom de Curcuma
zedoaria Roscoe ou Curcuma zerumbet Roxburgh (figure 08). (Delaveau., 1987).
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Etlingera elatior
(Torch ginger, eka,
opuhi, pua vao)

Curcuma mangga Curcuma xanthorrhiza Costus speciosus Zingiber cassumunar

{Mango ginger) {Temu Lawak, Ubat Jamu, (Cane Reed, Crepe ginger, (Cassumunar ginger)
Ubat maaju) Wild ginger, Keokand)

Figure 08 : Quelques especes de Curcuma source de curcumine (Shishodia et
al., 2005).

Sur le marché, le Curcuma longa L est distribué et commercialisé sous
différentes appellations

> Arabe : ~_SV (al-kourkoum).
» Francais : rhizome de curcuma

3. Description de la plante :

En apparence, le Curcuma longa L est une plante vivace, herbacée avec une
envergure pouvant atteindre un métre

% Rhizome :

» Tubéreux et tres ramifié, comestible semblable au gingembre

» La chair est jaune a orange vif a l'intérieur attribuée a la présence de
curcumine avec une odeur épicée rappelant celle de la mangue.
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» La peau est fine et brun clair
Les rhizomes principaux de forme ovoide fournissent le curcuma rond (2,5
a 7,5 cmde longueur et 1 a 2 cm de diametre) ; et les secondaires le curcuma long
(« les doigts » qui font a leur maturité 5 a 10 cm de longs et 1 a 1,5 cm de
diametre). (Delaveau., 1987).

Figure 10 : Port de Curcuma longa. Souche connue sous le nom de curcuma
long (en haut) et de curcuma rond (en bas). (Boullard., 2001).

s Feuille :
* Tres longues, oblongues a elliptiques, engainantes, possédent une
puissante nervure axiale et des nervures secondaires paralléles

——
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* Les gaines des feuilles forment une pseudo tige courte, les limbes sont
vert foncé au-dessus, vert tres clair en dessous, criblés de points
translucides

-+ Le limbe mesure de 7 a 70 cm de long et 3 a 18 cm de large. (Boullard.,
2001)

Figure 11 : Feuilletage de Curcuma longa L. (Grugeau., 1995).

% Fleur :
» Tige longue, inflorescence sortant du cceur des feuilles de 12 a 20cm
contenant beaucoup de fleurs.
* Couleurs de fleurs : blanche.
 Période de floraison : de mai a septembre.
* Floraison non parfumée.
* Possedent :
v Un calice tubulaire court présent 3 dents inégales
v Une corolle tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux

v'Un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un
stigmate simple et en crochet. (Itokawa et al., 2008).
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Figure 13 : Curcuma longa, Linné
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4. Composition chimique :

Pour 100 g de partie comestible, la poudre de curcuma contient
approximativement :

Eau 1149

Energie 1481 kJ (354 kcal)
Protéines 780

Lipides 999

Glucides 64,9 g

Dont Amidon : 45 a 55% de la composition totale
Fibres alimentaires 21,19

Ca 183 mg

Mg 193 mg

P 268 mg

Fe 41,4 mg

Zn 4,4 mg

Vitamine A traces
Thiamine 0,15 mg
Riboflavine 0,23 mg

Niacine 5,14 mg

Folate 39 ng

Acide ascorbique 25,9 mg

Par distillation a la vapeur d’eau, les rhizomes produisent 2 a 7% d'huile
essentielle, qui est rouge orangé et legerement fluorescente. Ses constituants
principaux sont un sesquiterpéne, le zingibérene (25%) et ses derivés cétoniques
: la turmérone (35%) et I'ar-turmérone (déhydroturmerone) (12%) (figure 14).

L'huile essentielle de curcuma se compose également en petites quantités de
monoterpénes oxygeénes, associés a de petites quantités de sesquiterpenes
hydrocarbonés et de monoterpenes hydrocarbonés. La contribution relative de
chague composant a I'ardme et a la flaveur est mal connue. L'ardme de I'huile
essentielle distillée a la vapeur est différent de celui de I'épice, ce qui serait dd,
pense-t-on, a la formation d'artefacts lors de la distillation. (Jansen P.C.M.,
Grubben G.J.H., Cardon D.,2005)
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Figure 14 : Structures chimiques des constituants importants présents dans le
curcuma. (A. Amalraj et al.2007).

L'extraction du rhizome a l'alcool éthylique, a I'acétone ou au chlorure de
méthyléne donne 6 a 10% d'oléorésine, qui contient 35 a 45% de curcumine
(figure 15) et de ses dérivés, la déméthoxycurcurmine et la
bisdéméthoxycurcumine, connues sous le nom collectif de curcuminoides (figure
16). Ces composés donnent au curcuma sa couleur jaune orangeé si caracteristigque,
alors que I'nuile essentielle lui confere son ardme et sa flaveur typiques (Jansen
P.C.M., Grubben G.J.H., Cardon D.,2005).

Figure 15 : Structure chimique de la curcumine :
1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxy-phényl) hepta-1,6-diéne-3,5-dione (Johonson J.J.,
Mukhtar H.,2005)
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HO
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Bis-demethoxycurcumin

Figure 16 : Structure chimique des curcuminoides (Jayaprakasha G.K.,et al).

Le contenu des rhizomes est tres variable et dépend de I'endroit ou ils sont
cultivés, du type de cultivar, du moment de la récolte, de la méthode de traitement
et d'analyse (Jansen P.C.M., Grubben G.J.H., Cardon D.,2005).

5. Absorption et métabolisme de la curcumine :

La curcumine est tres mal absorbée et est eliminée en grande partie dans les
feces, pour 1/3 sous forme inchangée. Administrée par voie intraveineuse ou
intrapéritonéale, son élimination dans la bile sous forme native et de dérivé
glucuronoconjugue est rapide ; puis elle suit un cycle entéro hépatique. La
curcumine a donc une faible biodisponibilité avec une absorption trés limitée et
un fort effet de premier passage hépatique et intestinal. Néanmoins, il a été montré
que la pipérine, un alcaloide naturel du poivre, permet de multiplier par 20
I’absorption de la curcumine en inhibant les processus de metabolisation
(glucuronidation) et d’élimination cellulaire. 1l existe peu de données concernant
la pharmacocinétique de la curcumine chez I’homme : dans un essai de phase
I’utilisant un mélange de curcuminoides par voie orale chez des patients atteints
de cancer colorectaux, une dose de 3,6 g est nécessaire pour permettre une
augmentation des concentrations plasmatiques de la curcumine et de ses
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métabolites conjugués sulfatés et glucuronidés (figure 17) suffisante pour étre
détectable dans le sérum. Pour des doses beaucoup plus faibles, on retrouve déja
la curcumine et ses dérivés dans I’urine, ce qui permet une surveillance simple et
reproductible de la compliance des patients au « traitement ». Le pic des
concentrations sériques apparait au bout de 1 a 2 heures apres administration orale
puis celles-ci diminuent progressivement dans les 12 heures qui suivent (Bernard
M, Couderc R, et al.,2005).

Curcumin

. Curcumin
Curcumin sulphate :
glucuronide
Reductase
UDP glucuronosyl
| . transferase Dihydrocurcumin
Dihydrocurcumin < — :
B-glucuronoidase glucuronide
Reductase Reductase
| UDP glucuronosyl
_ wansferase | ( Tetrahydrocurcumin
Tetrahydrocurcumin | < . :
B-glucuronoidase glucuronide
Reductase Reductase
‘ UDP glucuronosyl
, wansferase [ Hexahydrocurcumin
Hexahydrocurcumin | « : :
B-glucuronoidase glucuronide

Figure 17 : Les principaux métabolites de la curcumine (Pulido-Moran M,
Moreno-Fernandez J et al.,2016).

Les biotransformations de la curcumine sont présentées dans la (figure 17). La
transformation dans lintestin et le foie peuvent conduire a géneérer des
glucuronides curcumine et les sulfates de curcumine ou, alternativement, des
molécules réduites comme hexahydrocurcumin. La curcumine subit une
biotransformation lors de [I'absorption intestinal a glucuronides de
tétrahydrocurcumine et hexahydrocurcumin. La curcumine dans le foie est
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d'abord transformée en dihydrocurcumin et tétrahydrocurcumine par les
réductases et ils sont ensuite transformés en conjugués comme le
monoglucuronide dihydrocurcumin-glucuronide et de la tétrahydrocurcumine-
glucuronide par B-glucuronidase (Pulido-Moran M, et al.,2016).

6. Effet antioxydant préventif de la curcumine :

La curcumine, extraite du curcuma, est un puissant antioxydant qui apporte
une protection efficace contre les lésions occasionnées par les radicaux libres. En
1995, des travaux scientifiques ont montré gu'une alimentation contenant de la
curcumine diminuait le stress oxydatif. Des chercheurs indiens ont montré que la
curcumine inhibe la peroxydation lipidique et neutralise les radicaux superoxydes
et hydroxyle. Deux autres études ont été publiées en 2000. Dans la premiére, les
chercheurs ont montré qu'un contact prolongé des cellules endothéliales d'une
aorte de bovin avec de la curcumine renforcait la résistance cellulaire aux lésions
oxydatives. Dans une investigation seéparée, les chercheurs ont découvert que la
curcumine diminuait le stress oxydatif induit dans le foie de souris par du
trichloréthyléne. Ils en ont conclu que les effets bénéfiques de la curcumine
semblaient dériver de sa capacité a freiner l'augmentation des niveaux cellulaires
de peroxysome, un composant associé a l'utilisation de I'oxygéne par les cellules.
Cet antioxydant serait plus actif que la vitamine E (Motterlini R et al.,2000).

/. Effet hépato-protecteur de la curcumine :

En cas d’agression hépatique, la curcumine a un role protecteur majeur par
activation dans le foie des systémes enzymatiques anti-oxydants : superoxyde
dismutase, catalase, glutathion peroxydase et transférase. (Nicol M, Maudet
M,.2005).

Le rhizome de curcuma longa est utilisé dans le traitement des hépatites, de
la jaunisse et du cancer du foie dans de nombreux pays d’Asie du Sud-Est. Le
principe actif de la plante, la curcumine, a démontre des effets protecteurs sur
différents modeles murins d’hépatotoxicité (intoxication hépatique induite par
I’acétaminophéne, I’aflatoxine B1, I’éthanol, paracétamol, et le tétrachlorure de
carbone).

L’effet hépato-protecteur de la curcumine est di a I’inhibition de la
production de cytokines pro-inflammatoires et a I’activité antioxydante (Ghosh et
al. 2011). Par ailleurs, la curcumine inhibe le développement et la progression du
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cancer, en agissant sur plusieurs stades de la carcinogénése (initiation, progression
et promotion). Plusieurs essais cliniques ont été réalisés ou sont actuellement en
cours pour le traitement de diverses pathologies (cancer colorectal, cancer de la
vesicule biliaire, cancer du pancréas, maladie d’Alzheimer, psoriasis). Aussi, une
étude de phase | chez des patients présentant des Iésions précancéreuses montrent
I’absence de toxicité de la molécule (Hatcher et al. 2008). L’utilisation
traditionnelle de cette espéce en Asie du Sud-Est est donc appuyée par une
littérature abondante sur ses activités pharmacologiques.

8. Effet anti-inflammatoire préventif de la curcumine :

Le curcuma est utilisé depuis des millénaires pour traiter les affections a
caractére inflammatoire. L'action anti-inflammatoire du curcuma est comparable
a celle de la cortisone, de la phénylbutazone (utilisée dans le traitement de
I'arthrite rhumatoide) et des anti-inflammatoires non-stéroidiens. 1l semble que le
curcuma agisse en inhibant des enzymes qui participent a la synthese des
substances inflammatoires elles-mémes dérivées de I'acide arachidonique.
L'action anti-inflammatoire du Curcuma maintient le taux de cortisol a son plus
bas niveau, ce qui a une action bénéfique sur le stress et sur le vieillissement
prématuré des organes.

Lorsque le curcuma est associé a des acides gras essentiels, ils se
potentialisent  mutuellement dans leurs actions anti-inflammatoires.
Contrairement a certains anti-inflammatoires de synthese, le curcuma n'inhibe pas
la prostacycline, qui est un important facteur de prévention des thromboses
vasculaires. Aussi, sa grande action antioxydante joue un réle important dans son
effet antiinflammatoire. (Hervé G, Ma promesse anti age, P 192).
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Chapitre 01 : Partie expérimentale

I.  Matériel et Méthodes :
.1 Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans notre expérimentation est le curcuma longa dont
le principe actif est la curcumine cette plante a été choisie pour ses effets anti-
inflammatoire et protecteur contre le stress oxydatif causé par une intoxication
chronique au paracétamol de 14 semaine.

.2 Animaux :
37 souris de (souche swiss) et de différents sexes ont été fournisses par I’institut
pasteur d’Alger, agés de 25 + 2 jours avec un poids corporel moyen de (25 gr £ 5 gr).

Les souris ont été élevées dans I’animalerie de I’université de Mostaganem dans
des conditions optimale d’élevage (T° ambiante =21° + 3°c), exposées a une photo
période journaliére de 12 heures, nourries par un régime alimentaire standard (aliment
a bouchon) avec une ration journaliére de 18 gr /souris et I’eau de boisson et I’eau
minérale.

Le calcul de I’évolution pondérale et la consommation d’eau est hebdomadaire
pour chaque souris.

Apreés le période d’accoutumance d’environ 15 jours. Les animaux ont été repartis
en 4 groupes (lots) de 9 souris chacun I’intoxication par le paracétamol et le traitement
par la curcumine (Para + Cur) mg /kg ont été réalisés par gavage oral (per 0s) pendant
14 semaines.

e Lelotl:témoin a été traite par I’eau minérale (0+0) mg/kg

e Lelot2: intoxique par le paracétamol a une dose de 100 mg pendant 7
semaines puis augmentée a 200 mg les 7 derniéres semaines.
e Lelot 3: traité par la curcumine a une dose de 2 g/kg

e Lelot4: intoxique traiter, les souris recoivent au méme temps les doses
toxiques et le traitement (effet protecteur) soiscante douze 72 heures aprés
I’arrét de traitement les souris ont été sacrifie par décapitation sous légére
anesthésie a la vapeur de chloroforme, apres un jeune nocturne. Ses
prélevements sanguins ont été réalisé pour les dosages sanguins des parametres
biochimiques et des enzymes marqueurs du fonctionnement hépatique.
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Le foie est isolé, rincé avec I’eau physiologique et conserve dans le formol (10
%) pour servir a I’étude histologique.

1.3 Meéthode 2 :

Le dosage du glucose, transaminases (TGO, TGP), albuminémie et y-GT est
réalisé sur un automate COBAS 6000 analyser dans un laboratoire privé d’analyse
médicales et exploration biologiques (Dr Houbad).

L’étude histologique est réalisée dans le laboratoire vétérinaire régionale de la
wilaya de Mostaganem (Hassi Mamiche).

cobas® 6000 analyzer series
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1.4 Etude histologique :

Les coupes histologiques sont realisées au niveau d’organes cibles de la toxicité
par le paracétamol : foie. Une étude histologique complémentaire a été réalisée chez
d'autres organes qui peuvent accumuler une source de pathologies liées a sa
hépatotoxicité et se néphrotoxicité : le rein.

1.4.1 Fixation :

La fixation a pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces.
Elle doit se faire immédiatement apres le prélevement, par immersion du matériel dans
un grand volume de Liquide fixateur.

Le fixateur le plus commun pour la photo-microscopie est le formol neutre de
10% (formaldehyde de 4% dans le phosphate salin).

Ce processus, alors que la préservation de I'intégrité structurale des cellules et du
tissu la fonctionnalité biologique des protéines en particulier des enzymes, mais
peuvent également les dénaturer dans une certaine mesure. Ceci peut étre nuisible a
certaines techniques histologiques. Des fixateurs de Bouin est souvent employés pour
la microscopie fluorescente.

1.4.2 Déshydratation et inclusion :

Le but du traitement de tissu est enlevé I'eau des tissus et de le remplacer avec un
milieu qui solidifie pour permettre aux sections minces d'étre coupées. Le tissu
biologique doit étre soutenu dans une matrice dure pour permettre aux sections
suffisamment minces d'étre coupées en général 2-5 um. Pour la photo microscopie, le
solide de paraffine est le plus frequemment employé, puisqu’il non-miscibles avec de
I'eau, le constituant principal du tissu biologique, I'eau doit d'abord étre enlevé en cours
de déshydratation. Des échantillons sont transférés par des bains d'éthanol de plus
progressivement concentré pour enlever I'eau (60°,70°,80°,90° et alcool pur). Ceci est
suivi d'un agent de dégagement hydrophobe (tel que le xylene) pour éliminer l'alcool,
et du solide de paraffine finalement fondu, I’agent d'infiltration qui remplace le xylene.

1.4.3 L'inclusion :

Apres que les tissus aient été déshydraté, dégageés et infiltrés avec la solution
d’inclusion, ils sont préts pour l'inclusion extérieur. Pendant ce processus. Les
échantillons de tissu sont placés dans des moules avec le liquide incluant le matériel
(tel que I’agar, la gélatine, ou la cire dans notre étude) qui est alors durcie. Ceci est
réalisé par le refroidissement dans le cas du solide de paraffine et le chauffage (traiter)
dans le cas des résines epoxydes. Les blocs durcis contenant les échantillons de tissu
sont alors préts a étre sectionnés.
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Puisque les tissus Formaline-fixes (FFPE) et incorpores dans le paraffine peuvent
étre stockés indéfiniment a la température ambiante, les tissus de FFPE sont une
ressource importante pour des études historiques dans la médecine.

L'inclusion peut également étre accomplie en utilisent la congélation, le tissu non-
fix dans un milieu a base d’eau, qui est alors gelé aux blocs durcis par forme.

1.4.4 Découpage :

Pour la photo microscopique, un couteau en acier monté dans un microtome est
utilisé pour couper des sections de 2 a 5 micrometre d'épaisseur de tissu, puis étaler les
films sur la surface d'un bain marie (chauffé a 40 °c), ensuite on récupére les sections
coupeées qui sont montées sur une lame en verre de microscope, puis chauffer a I'aide
d'une plague chauffante a température 40°, enfin les mettre dans une étuve (55-60°c)
facilitant le déparaffinage.

Les sections montées traitent la tache appropriée.

.45 Colorations :

L'hématoxyline et éosine (coloration H & E) est la tache microscopique Iégere la
plus genéralement utilisée en histologie et histopathologie. Hématoxyline, un colorant
basique colore en violet le noyau due a une affinité des acides nucléiques du noyau de
cellule et I'éosine, un colorant acide, teinte en rose le cytoplasme. L'acétate d'uranyle
et le citrate de plomb sont généralement employés pour donner le contraste au tissu
dans le microscope électronique, elle comprend plusieurs étapes :

Imprégnation des lames dans les 3 bacs de xylene (chagque bac pendant 5min)
Ethanol absolu 3 bac (chaque bac pendant 5min)

Lavage avec I'eau distillée. Faire introduire les lames dans un bac contenant
I'hnématoxyline pendant 8 min

Lavage avec l'eau distillée

Les faire passer dans un bec contenant de l'alcool acide pendent 3min (ou
I'alcool absolu + quelque goutte de HCL), puis laver les lames encore une autre
fois dans I'eau distillée.

Immerger les lames dans une solution ammoniacale pendant 15 sec (eau

distillée + quelques gouttes d’ammoniac) suivi d'un lavage

Faire pénétrer les lames dans un bac contenant de I'éosine suivi d'un lavage
Les mettre ensuite dans deux bacs d'éthanol (2x5min)

La derniére étape c'est de mettre les lames colorées dans bacs de xylene (2x5)
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1.4.6 Montage :

Le montage est utilisé pour donner le contraste au tissu aussi bien qu'accentuer les
dispositifs particuliers d'intérét. La ou les mécanismes de la chimie fondamentale de
montage sont compris, y compris I'histochimie.

Les coupes colorées sont montées entre lames et lamelles avec une résine
synthétique dont I'indice de réfraction est voisin de celui du verre

1.4.7 Observation et lecture microscopique :

Le microscope optique (ou photonique) le plus courant utilise la lumiére visible.

Le tissu a étudier peut-étre observé apres montage afin d'évaluer certaines de leurs
formes normales ou bien le anomalies cellulaires et tissulaires. L’examen
microscopique est parfois effectué apres adjonction de colorant qui permettent
d'évaluer I'Etat cellulaire mis en évidence des structures I'H&E est le plus utilisée en
histologie car elle colore les noyaux en couleur mauve et le cytoplasme en rose clair
permettant ainsi estimer la structure cellulaire.

1.5 Parameétre biochimique :
1.5.1 Dosage sanguin des transaminases (ASAT/ALAT) :

La concentration de ces enzymes est exprimée en unité internationale par litre de
substrat (UI/L). 1UI correspond a la quantité d’enzymes qui transforment 1pmol de
substrat/min.

» Principe :
v’ Aspartate aminotransférase (ASAT)

L’ aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi le glutamate oxaloacétate
transaminase (GOT) catalyse le transfert d'un groupe aminé a partir de l'aspartate a 1’a-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. Ce dernier est réduit en malate par
la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+ (Nicotinamide adénine
dinucléotide) selon les réactions suivantes:

L-Aspartate + a-cétoglutarate _ASAT , L-Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH,H+ MDH ~ Malate + NAD+

A
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Le taux de diminution de la concentration en NADH,H+ mesuré par
spectrophotométrie a 340 nm, est proportionnel a I’activité catalytique de ASAT
(Davila et al., 1989).

v Alanine amino transférase (ALAT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le glutamate-pyruvate
transaminase (GPT) catalyse le transfert d'un groupe aminé a partir de I'alanine a 1’a-
cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par la
lactate déshydrogénase (LDH) et le NADH,H+ selon les réactions suivantes:
L-Alanine + a-cétoglutarate ALAT , L-Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH,H+ LDH , L-Lactate + NAD

Le taux de la diminution de la concentration en NADH,H+ mesuré par
spectrophotométrie a 340 nm, est proportionnel a I’activité catalytique de ALAT
(Davila et al., 1989).

» Mode opératoire :

La récolte du sang a été faite dans des tubes héparines. Ces derniers ont été soumis
a une centrifugation a 4000 g/5 min. Le sérum a été ensuite récupéré et utilisé pour le
dosage des transaminases (ASAT et ALAT) grace a des Kits enzymatiques
SPINREACT en utilisant 1000 p | du réactif pour 100 p | du sérum et cela pour chaque
test et pour chaque échantillon. Apreés agitation, I’absorbance a 340 nm a été mesuree
en utilisant un spectrophotometre de marque Pictus B Diatron ;

1.5.2 Albumine :

L’albumine sert au transport de nombreuses substances (bilirubine, acides gras,
calcium, médicaments...), aide au maintien de la pression oncotique et représente une
réserve d'acides aminés pour la croissance des tissus. L’évaluation de I’albuminémie
est utilisée dans le diagnostic et le suivi du traitement de nombreuses pathologies
principalement les désordres hépatiques et rénaux ; elle permet de détecter des pertes
de liquide (déshydratations) ou une malnutrition
Principe :

Ce kit Albumine permet le dosage colorimétrique de I’albumine dans le sérum et
le plasma humains. A pH 4,2, I’albumine se combine au vert de bromocrésol (Bromo
Cresol Green = BCG) pour former un complexe bleu-vert :

Albumine + BCG  pH 4,2 complexe Albumine-BCG

( 1
(! )
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L’intensité de la coloration du complexe est proportionnelle a la quantité
d’albumine présente dans I’échantillon.

1.5.3 La gamma-glutamyl transférase (y-GT) :

Bien que les reins renferment la concentration la plus élevée en g-glutamyl
transférase (y-GT), I’activité y-GT mesurée dans le sérum serait presque exclusivement
d’origine hépato-biliaire. Son activité est augmentée dans toutes les formes d’atteintes
hépatiques. C’est plus particulierement le cas pour les obstructions biliaires intra ou
post hépatiques. Le dosage de la y-GT est plus sensible que celui des Phosphatase
alcaline leucocytaire (PAL) ou des transaminases pour détecter les cas d’ictére
obstructif, de syndrome de cholestase ou cholécystite. Une augmentation modérée de
I’activité y-GT est également rencontrée dans les cas d’hépatite, d’alcoolisme
chronique ou d’usage de drogues (sédatifs, anticonvulsifs, tranquillisants). Une
diminution de I’activité y-GT estrencontrée dans le cas d’hypothyroidie.

> Principe :

Méthode basée sur les travaux de Szasz, Rosalki et Tarlow.

La gamma-glutamyl transférase (y-GT) catalyse le transfert d’un groupe y-
glutamyl de la y-glutamyl-p-nitroanilide au dipeptide accepteur glycilglycine, d’apres
la réaction suivante :

L- y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide + Glycilglycine _ y—GT _ L- y-Glutamyl-
glycilglycine+ Acide 5-aminé-2-nitrobenzoique.

La vitesse de formation de I’acide 5-aminé-2-nitrobenzoique déterminé par
photométrie est proportionnelle a la concentration catalytique de y- GT dans
I’échantillon teste (TIETZ N.W.,1999). (SZASZ G.,1974).
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1.5.4 Glycémie :

Il s’agit d’un dosage colorimétrique a la suite de deux réactions enzymatiques
couplées. Une réaction enzymatique étroitement spécifique (glucose-oxydase) oxyde
le glucose présent dans I’échantillon en acide gluconique et peroxyde d'hydrogéne. Ce
dernier sert de substrat a la peroxydase dans une réaction couplée conduisant a
I’oxydation de I’o-dianisidine en un produit coloré. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration en glucose. (SHEN., 2009).

On met 1000 pl de réactif dans le tube a essai et on ajoute 10 pl de sérum. On
attende 10 min pour la réaction. A I’aide d’un spectrophotométre UV de type
SHIMADZU UV 1800, on mesure I'absorbance A de la substance colorée en solution
pour la longueur d’onde A (= 470 nm) (ALIS., 2003).
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1. Résultats et discussions :
1.1 Résultats:
1.1.1 Evolution pondérale :
Suivant les résultats obtenus, on constate une prise de poids corporel
remarquable chez les souris d’expérimentations comparées aux souris témoin
(figurel9).

poids en g
45
40
35
30 e |
/5/
25 I
20 IT
15
10
5
0 Semaines

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 Si4

Figure 18 : L évolution pondérale chez les souris intoxiquées « | » par
paracétamol (100mg/kg et 200mg/kg), intoxiquées (100mg/kg et 200mg/kg) et
traitées par le curcumin (2g/kg) « IT », témoins traitées « TT » par le curcumin
(2g /kg) comparé aux témoins « T » durant 14 semaines d’expérimentation.
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1.1.2 Reésultat de I’étude biochimique :
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Figure 19 : Le taux d’aspartate aminotransférase (ASAT) (Ul/I) chez les souris
intoxiquees (1) par paracétamol (100mg/g) et (200mg/kg), intoxiquées et traitées
(IT) par le curcumin (2g/kg), témoin traitées (TT) par le curcumin (2g/kg)
comparées aux témoins (T) durant 14 semaines
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Figure 20 : Taux d’alanine aminotransférase (ALAT) (Ul/I) chez les souris
intoxiquees (1) par paracétamol (100mg/g) et (200mg/kg), intoxiquées et traitées
(IT) par le curcumin (2g/kg), témaoins traitées (TT) par le curcumin (2g/kg)
comparées aux témoins (T) durant 14 semaines.
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Figure 21 : Taux de gamma-glutamyl transférase (y-GT) (Ul/l) chez les souris
intoxiquées (1) par paracétamol (100mg/g) et (200mg/kg), intoxiquées et traitées
(IT) par le curcumin (2g/kg), témoins traitées (TT) par le curcumin (2g/kg)
comparées aux témoins (T) durant 14 semaines.
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Figure 22 : Taux de Glycémie (Ul/I) chez les souris intoxiquees (1) par
paracétamol (100mg/g) et (200mg/kg), intoxiquees et traitées (I1T) par le
curcumin (2g/kg), témoins traitées (TT) par le curcumin (2g/kg) comparées aux
témoins (T) durant 14 semaines.
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Figure 23 : Taux d’albuminémie chez les souris intoxiquées (1) par paracétamol
(100mg/g) et (200mg/kg), intoxiquées et traitées (IT) par le curcumin (2g/kg),
témoins traitées (TT) par le curcumin (2g/kg) comparées aux témoins (T) durant
14 semaines
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1.1.3 Reésultat de I’étude histologique des organes préleves :

Figure 24 : Etude microscopique des tissus hépatiques (Gx100) effectuée par
la colorations (H.E) chez des souris intoxiquées « | » par paracétamol a une dose
de (100et 200 mg/kg) durant 14 semaines comparées aux souris témoins « T ».
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Figure 25 : Etude microscopique des tissus hépatiques (Gx100) effectuée par la
colorations (H.E) chez des souris intoxiquées par paracétamol a une dose de
(100et 200 mg/kg) et traitées « IT » par le curcumin a une dose de (2g/kg)
comparees aux souris témoins « T »,
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Figure 26 : Etude microscopiqgue des tissus hépatiques (Gx100) effectuée par la
colorations (H.E) chez des souris traitées par le curcumin a une dose de (2g/kg)
« TT » comparées aux souris ttmoins « T »,

(1) présence des Nécrose nucléaire, Gonflement cellulaire : appelé aussi
ballonnement degénératif de cellule hépatocyte

On observe noyaux des hépatocytes augment de volume et début de nécrose
nucléaire, degéneérescence hydropique, Un capillaire Sinusoide, Des stéatoses.

L’apparence microscopique le cas des stéatoses hépatique c’est a dire une
dégénérescence hépatique, le gras apparait comme de large claire discret
gouttelette de graisse, il y’a une vacuole claire dans le cytoplasme de la cellule
pouvant étre soit situé ou autour du noyau

D’autre noyaux montrent une désolation de la chromatine nucleaire appelé
caryolyse (absence du noyaux).
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(TT) des hépatocyte normal et absence dégénérescence hydropicue.

(IT) On observe quelle que dégénérescence hydropique et régénération
hépatique, Observations des différent de phase de la mitose c’est figure pas éte

observé lors de la lecture microscopique du groupe de Lot 2 (I).

1.2 Discussion :
Les transaminases et les y-GT sont des biomarqueurs de la fonction

hépatique et leur augmentation sérique est liée a I’effet hépato toxique dd au
paracétamol administré par des doses toxique chez les souris, d’apres les résultats
obtenus on a une augmentation sérique de leur taux chez le group intoxiqué

comparé aux lot souris témoin.

On peut expliquer cette élévation par I’accumulation du NAPQI non
conjugué lorsque la capacité de détoxification des hépatocytes est dépassée ceci
favorise la fixation du métabolite toxique par liaison covalent irréversible aux
enzymes et aminoacides des protéines vitale de la cellule, et induit alors une

cytolyse des cellules hépatiques.

Ces dernieres déversent leur contenu dans la circulation sanguine. Le
paracétamol induit alors une hépatite cytolytique correspond biologiquement a

une élévation des transaminases et histologiguement a une nécrose hépatique.

Une hyperglycémie a été observé chez les souris intoxiqués et qui est
probablement due a un dysfonctionnement glucidique sous I’effet du métabolite
toxique (NAPQ). Ce dernier étant électrophile, possede des propriétés de radical
libre, ce qui génére un stress oxydatif lorsque la vitesse de génération des radicaux

libres depasse la capacité cellulaire de leur suppression.

En effet, le stress oxydatif est responsable de multitude de dysfonctions
métaboliques comme la résistance a I’insuline qui inhibe la pénétration du glucose

dans les cellules, en plus en cas d’agression de metabolisme hépatique des
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protéines est modifier vers la production des systéemes de défense et la

néoglucogénese.

La consommation réguliére de paracétamol peut induire un déclin régulier,
asymptomatique du stock de glutathion hépatique celui-ci, en dessous d’un seuil

critique, perdra sa capacité a inactiver le NAPQI.

L’ingestion chronique de doses thérapeutique de paracétamol doit étre
envisagée dans le diagnostic différentiel d’une élévation persistante des
transaminases (Watkins PB, Seff LB, 2006), une récent étude américaine portant
sur élévation des transaminases a doses thérapeutiques chez 145 volontaires seins
divisés en 5 groupes de traitements : un groupe placebo, trois groupes de
combinaisons paracétamol opiaces (oxycodone, hydromorphone et morphine) et
un groupe paracétamol seul. Dans les 4 groupes recevant le paracétamol, la dose
administrée était de 4 grs/24 heures soit la dose quotidienne jugé thérapeutique,
et la durée du traitement est fixée a 14 jours (le programme alimentaire est
strictement contr6lé) les resultats obtenus montrent que 31 a 44% des participants
présentaient une élévation des taux alanines aminotransférases (ALAT) de plus

de trois fois la norme.

A I’apposer, aucun des 39 participants du groupe placébo ne présentait

d’élévation ALAT de plus trois fois la norme.

Les résultats des parameétres biochimiques obtenus de notre étude concordent
avec d’autre travaux de recherche sur la toxicité de paracetamol (Aouacheri et al.,
2009).

La diminution du taux d’albuminémie est tré importante significative chez le

groupe intoxiqué comparé au témoin.

En clinique I’hypoalbuminémie peut étre due a un défaut de syntheése, lui-

méme causé par une dénutrition, une inflammation une insuffisance hépatique.
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L’albumine est une des protéines fondamentales du sang dans la mesure ou

elle constitue pres de 60% des protéines contenues dans le plasma.

L’albumine est fabriquée par le foie et se caractéerise par le fait qu’elle est
soluble dans I’eau, rencontrée dans certains aliments comme le lait et les ceufs. La
premiére cause de I’hypoalbuminémie est la carence alimentaire, la maladie du

pancréas comme les maladies inflammatoires peuvent aussi en étre les causes.

L’efforts physiques aussi donnes lieux a une déshydratation et provogue une
baisse du taux d’albumine dans I’organismes et parfois lorsque I’individu est
atteint d’une insuffisance rénale parce que I’albumine et les globulines sont les

principales protéines trouvées dans le sang.

L albumine constitue environ 60% des protéines totales elle fonctionne
comme un transport pour des enzymes, des hormones et de médicaments.
L albumine représente également « la pression osmotique colloidale » qui est
responsable maintien du fluide dans les vaisseaux. La maladie rénale peut
endommager le systéeme de filtration des reins, provoguant une protéine a
renverser dans les urines et se perdre de I’organisme, la maladie du foie reflet le

taux bas d’albuminémie.

L’albumine et les globulines sont fabriqués dans le foie lorsque les cellules
hépatiques sont endommagées par une maladie ou produits toxiques, elles ne
peuvent pas synthétiser I’albumine, ainsi les taux de protéines totale, et les
niveaux notamment d’albumine sont utilisés pour diagnostiquer et évaluer les
maladies du foie. Plusieurs médicaments peuvent réduire I’ensemble des taux de
protéines dans le sang parmi eux se trouvent les cestrogénes, les contraceptifs

oraux et tout médicament qui est toxique pour le foie.

Le suivie du poids corporel des souris indique d’une maniere générale une
prise de poids importante chez les trois groupes comparés aux souris témoins et

gue le poids de souris augmente de manier naturelle avec leur age.
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Chapitre 02 : Résultats et discussions

Il semble que I’effet paracétamol n’a pas touché a I’évolution pondérale.

Des resultats semblables sont obtenus par (Aouacheri et al., 2009) chez les
rates mais aucune donnée bibliographie chez les souris n’a été fournie par des

recherches sur I’hépatotoxicité du paracétamol pour comparer nos resultats.

L’examen microscopique des coups histologiques au niveau du foie des
souris intoxiquées a nettement montré des anomalies caractéristiques dont
principalement une nécrose nucléaire, gonflement cellulaire : appelé aussi
ballonnement dégenératif de cellule hépatocyte, les noyaux augmentent de
volume et debut de dégénérescence hydropique, un capillaire sinusoide

I’apparence des steéatoses hépatiques, c’est a dire une dégénerescence hépatique.

Ces lésions sont le résultat d’un stress oxydatif causé par le paracétamol, et
qui favorise la formation de compose chimique trés réactifs appelées « radicaux
libre » qui ont tendance a léser toute les membranes cellulaires le gras apparait
comme de large claire discret, gouttelette de graisse, présence de vacuole claire
dons le cytoplasme de la cellule pouvant étre soit situé ou autour du noyau,
d’autres noyaux montrent une désolation de la chromatine nucléaire (caryolyse :

noyaux absentes).

Par ailleurs, le curcuma a causé des accumulations périvasculaires
hépatiques, qui seraient due a I’attraction des cellules inflammatoires par les

polysaccharides qui sont parmi les composés essentiels du curcuma.

Néanmoins, la dose de curcumine utilisée ont réussi a regenérer le tissu
hépatique par la présence des hépatocytes en multiplication (en mitose) chez les
intoxiqué traité avec régénérescence lymphatique avec quelques lésions

hydropiques regénérées.

Chez le groupe des souris traitées par le curcumine aspect normal des
hépatocytes et absence dégénérescence (méme parenchyme hépatique que celui

des souris témoins)
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Chapitre 02 : Résultats et discussions

Enfin, le curcumin est un nutriment doué d’effet antioxydant qui protege le foie
et stimule la synthése du glutathion et induit la synthese des protéines
enzymatique au niveau des hépatocytes.
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CONCLUSION




Conclusion :

La toxicité hépatique du paracétamol a dose thérapeutique est maintenant
reconnue. Cette toxicité peu engendre une insuffisance hépatocellulaire aigue qui
s’expliqué par une élévation importante du taux des enzymes biomarqueurs de la
fonction hépatique (transaminase, ALAT, ASAT et y-GT), une diminution de taux

glucose et d’albumine dans le sang.

Ces perturbations sont confirmées par une étude histologie qui a révelés
microscopiquement des lésions provoquées dans le foie, ces derniers sont
regenérées suit a I’administration (per os) d’un traitement phytothérapique en
association avec le paracétamol, il semble que le curcumin a exercé un effet
protecteur et anti inflammatoire puissant contre le stress oxydatif causé par le

paracétamol suite a une intoxication chronique de 14 semaines.

En clinique, les patients a risque sont les consommateurs excessifs d’alcool,
les patients en situation de jeune prolongé ou dénutris, les consommateurs
réguliers de paracétamol ou paracétamol combiné ou d’inducteurs du CYP 450 et
les patients atteints de maladies chronique du foie. La dose recommandée ne due
excéder 2grs /jour avec un intervalle de plus de 4h/entre chaque prise. Toute
élévation significative des transaminases et y-GT et diminution du taux

d’albumine chez un consommateur de paracetamol pose la question de sa toxicite.

Et enfin, d’apreés nos résultats le curcumin semble exercer un effet protecteur
du foie contre I’intoxication par le paracetamol et dans I’état de connaissances
actuelles, il est illusoire de recommander une augmentation des niveaux d’apports
en polyphénols a travers notamment la consommation de suppléments

nutritionnels.

Seules les recherches a venir permettent de mieux préeciser les niveaux

d’apport les plus favorables au maintien de la santé.
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Recommandations

Un médicament est un produit chimique a I’effet thérapeutique voir I’effet

toxique lorsque les doses prescrites ne sont pas respectées.

L’automédications doit bénéficier d’une grande sensibilisation en direction

des citoyens pour éviter tout genre d’intoxications médicamenteuses.

Le retour ver la phytothérapie constitue un moyen de lutte contre les
différents stress oxydatif de nos jours.
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Résumé :
Le paracétamol est suspecté d’étre hépatotoxique a dose thérapeutique.
L’objectif de cette présente étude est de suivre cette toxicité a long terme
Un effectif de 37 souris de souche swiss et de différent sexe a été pris pour I’ensemble des
expérimentations.
Dans un premier temps I’étude s’intéresse a la provocation de la toxicité par le paracétamol a une dose
de 100 mg/kg augmentée a 200 mg/kg pendant 14 semaines et au traitement protecteur par le
curcumine (2 gr/ kg) contre le stress oxydatif causé par le paracétamol.
Les résultats des paramétres biochimiques ont révélés une augmentation importante du taux des
transaminases ALAT (93,28 Ul), ASAT (189,07 Ul) et 6GT (224 ,20Ul) et une diminution du taux
de glycémie (0,30 g/l) et d’albuminémie (30,32 g/l) chez les intoxique traité s’approchent de ceux du
groupe témoin traité.
Les coupes réalisées aux niveaux du foie ont révélés macroscopiquement des Iésions importantes
(nécrose hépatique) ballonnement et lésions hydropiques, vacuolisation et stéatose chez les
intoxiquées. Par contre ces lésions sont moins importantes chez les intoxiquées traités .il semble que le
curcumin est un puisant traitement a effet antioxydant et antiinflammatoire qui ralentisse la cascade
réactionnelle de dégénérescence.
Mots clés : paracétamol, curcumine, souris, hépato toxicité, effet protecteur, effet anti-inflammatoire.
Abstract:
Paracetamol is suspected of being hepatotoxic at therapeutic dose.
The goal of this study is to track this long-term toxicity
A total of 37 mice of swiss strain and of different sex was taken for all the experiments.
Initially, the study focuses on the challenge of paracetamol toxicity at a dose of 100 mg / kg increased
to 200 mg / kg for 14 weeks and curcumin protective treatment (2 g / kg) against oxidative stress
caused by paracetamol.
The results of the biochemical parameters revealed a significant increase in the transaminase levels
ALAT (93.28 1U), ASAT (189.07 1U) and 8GT (224, 20 1U) and a decrease in the blood glucose level
(0.30 g/ 1).) and serum albumin (30.32 g/ 1) in treated patients approached those in the treated control
group.
Liver sections revealed macroscopically significant lesions (hepatic necrosis) bloating and hydropic
lesions, vacuolization and steatosis in intoxicated patients. On the other hand, these lesions are less
important in the treated addicts. It seems that curcumin is a powerful antioxidant and anti-
inflammatory treatment which slows down the reaction cascade of degeneration.
Key words: paracetamol, curcumin, mouse, hepatotoxicity, protective effect, anti-inflammatory effect.
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Grucosk liquicolor

GOD-PAP Methode
Enzymatischer Farbtest fiir Glucose

Handelsformen
10260 4x100 ml Enzymreagenz
~ 10121 1000 ml Enzymreagenz
10123 9x3ml Standard
Methode*

Bestimmung der Glucose nach enzymatischer Oxidation in Gegenwart
von Glucoseoxidase. Indikator ist Chinonimin, das aus Wasserstoffperoxid
und 4-Aminoantipyrin unter Anwesenheit von Phenol und Peroxidase
gebildet wird.

Reaktionsprinzip

GOD

Glucose + Oz + H,0 ——— Gluconsaure + H,0,

: POD
2 H,0, + 4-Aminoantipyrin + Phenol —— Chinonimin + 4 H;0

Wirksame Bestandteile

10260 10121 10123

4x100 ml 1x1000ml

1x3ml 1x3ml 9x3ml

RGT| Enzymreagenz
Phosphatpuffer (pH 7,5) 100 mmol/I
4-Aminoantipyrin 0,25 mmol/I
Phenol 0,75 mmolyl
Glucoseoxidase > 15 KU/I
Peroxidase >1,5KU/I
Mutarotase 22,0KU/I
Natriumazid 0,095 %

S1D]  Standard
Glucose 100 mg/dl bzw. 5,55 mmol/I

Herstellung der Reagenzien
und [STD] sind gebrauchsfertig.

Haltbarkeit

Die Reagenzien sind auch nach Offnen bis zum angegebenen
Verfalldatum bei Lagerung zwischen 2...8°C haltbar.

Kontamination muss vermieden werden.
Bei 15...25°C ist das 2 Wochen haltbar.

Untersuchungsgut -

Serum, Plasma.

Die Glucose ist 24 h bei 2..8°C haltbar, wenn das Serum oder Plasma
.innerhalb 30 Min. nach der Blutentnahme prapariert wird.

Bestimmungsansatz
_ Wellenldnge: 500 nm, Hg 546 nm

Schichtdicke:  1cm
Temperatur:  20..25°C oder 37°C

Messung: Gegen Reagenzleerwert. Fur jede Messreihe genugt ein
Reagenzleerwert.

Pipettierschema

I j Makro Halbmikro

: In Kavetten :__ oder | Reagenzleer- oder | Reagenzleer-
pipettieren |  Probe wert Probe wert
‘_ | |
oder Probe 20 pl - wop
2000l | 2000 ! 1000 pl 1000 pl

| Mischen, 10 Min. bei 20...25°C oder 5 Min. bei 37°C inkubieren. Inner- :
halb von 60 Min. Extinktion des Standards und der Proben gegenden |
Reagenzleerwert messen (AE).

Berechnung der Glucose-Konzentration
AE Prabe

¢ =100 x——[mg/dI] oder
AE
AE Praobe

c=5,55 x————[mmol/l]
AE

++++ Gedindert ++++ [ - Bitte markierten Text sorgfdltig lesenl

Leistungcharakteristik
Linearitat
Der Test ist bis zu einer Glucose-Konzentration von 400 mg/dl oder

22,2 mmol/l linear. Bei hdheren Glucosekonzentrationen die Probe
142 mit dest. Wasser verdiinnen. Ergebnis mit 3 multiplizieren.

Typische Leistungsdaten sind im Verification Report zu finden, zuganglich
iber

www.human.de/data/gb/vr/su-gllq.pdf oder
www.human-de.com/data/gb/vr/su-gllq.pdf

Wenn die Leistungsdaten nicht uber das Internet zuganglich sind, stelit
sie unserlokaler Distributor kostenlos zur Verfogung,

Normalbereich *
Serum, Plasma (nachtern):  75-115mg/dl  bzw.  4,2-6,4 mmal/I

Qualitétskontrolle

Es kdnnen alle Kontrollseren mit nach dieser Methode ermittelten Soll-
werten eingesetzt werden. .
Wir empfehlen unsere HUMATROL Kontrollseren, die aus tierischen Seren
hergestellt werden, oder unser SERODOS auf Humanserum-Basis.

Automation '

Vorschlage zur Applikation der Reagenzien auf Automaten stehen auf
Anforderung zur Verfligung. Die Validierung der Applikation liegt in der
Verantwortung des Labors.

Hinweise

1. Ikterische Seren stdren den Test und sollten nicht verwendet werden.
Triglyceride bis 2500 mg/dl, Hamoglobin bis 500 mg/dl und Ascorbin-
saure bis 20 mg/d| stéren den Test nicht.

2. Wihrend der Lagerung kann sich ein leichter braunlicher Niederschlag
bilden, der die Funktion von nicht beeinflusst. Beim Pipettieren
diesen Niederschlag nicht aufwirbeln.

unngugenschutz}Gaswhtsschutz

tragen

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN' AUGEN Emage Minuten iang
behutsam mit’ Wasser ausspulen Euentuell vorhandene Kontaktlinsen
P321 Besqnde_re Behandlung {5tehe 30T dlesem “Kennzeichnungsetikett):
P362 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen:
P501 ‘Entsorglng des “Inhalts: / des Behalters gemag den.
regmnalen /-nationalen /internationalen Varschriften!
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GLrucosk liquicolor

GOD-PAP Method -
Enzymatic Colorimetric Test for Glucose

Package Sizes

10260 4 x100 ml Enzyme Reagent
10121 1000 mi Enzyme Reagent
10123 9x3ml Standard
Method*

The glucose Is determined after enzymatic oxidation in the presence of
glucose oxidase. The formed hydrogen peroxide reacts under catalysis of
peroxidase with phenol and 4-aminoantipyrine to a red-violet
quinoneimine dye as indicator.

++++ Change of (13} ++++ Please read marked text ca refurlly'l +HH+

Reaction Principle

Glucose +'Oz +H,0

2 H,0; + 4-aminoantipyrine + phenol

GOD

—— gluconic acid + H,0,

POD
— quinoneimine + 4 H,0

Contents

10260 10121 10123

4x100 ml 1x 1000 ml

1x3mi 1x3mi 9x3ml

RGT| Enzyme reagent
Phosphate buffer (pH 7.5) 100 mmol/I
4-Aminoantipyrine 0.25 mmol/|
Phenol 0.75 mmol/I
Glucose oxidase 215 KU/l
Peroxidase > 1.5 KU/
Mutarotase 2 2.0 KU/i
Sodium azide 0.095 %

Standard
Glucose 100 mg/d! or 5.55 mmol/|

Reagent Preparation

and are ready for use.

Reagent Stability

The reagents are stable even after opening up to the given expiry date
when stored at 2...8°C. Contamination must be avoided.

At 15..25°C [RGT] is stable for 2 weeks.

Specimen

Serum, plasma.

The glucose is stable for 24 hours at 2..8°C, if serum or plasma is
prepared within 30 min. after collection.

Assay
Wavelength: 500 nm, Hg 546 nm

Optical path:  1cm
Temperature:  20..25°C or 37°C

Measurement:  Against reagent blank. Only one reagent blank per series

is required.

Pipetting Scheme

| Macro Semi micro
Pipette into cu- or Reagent | or | Reagent
vettes | sample | blank | sample blank
i
or sample 20 ul - | 1ol -
(RGT| 2000 ul 2000 b 1000 pl | 1000 !
M|x, incubate for 10 min. at 20..25°C or 5 min, at 37°C. Measure the
absorbance of [STD] and the sample agamst the reagent blank within
60 min. (AA).

Calculation of the Glucose Concentration

AAsample
€ =100 x——  [mg/dl] or
AA 575
AA sample
€=555x ———— [mmol/l]
AA B

Performance Characteristics
Linearity

The test is linear up to a glucose concentration of 400 mg/dl or
22.2 mmol/l. Dilute the sample 142 with dest water, if the glucose
concentration of the sample is over this limit and repeat the
determination. Multiply the result by 3.

Typical performance data can be found in the Verification Report,
accessible via:

www.human.de/data/gb/vr/su-gllq.pdf or
www.human-de.com/data/gb/vr/su-gllq.pdf

if the performance’ data are rot accessible via internet, they can be
obt‘atned_free of charge from your'local distributor]

Reference Values 2
Serum, plasma (fasting):  75-115mg/dl  or  4.2-6.4 mmol/I

Quality Control

All control sera with glucose values determined by this method can be
used.

We recommend to use our quality control sera HUMATROL based on
animal serum or our SERODOS based on human serum.

Automation

Proposals to apply the reagents on analysers are available on request.
Each laboratory has to validate the application in its own responsibility.

Notes
1. Icteric sera interfere with the test and should not be used as a sample
- Triglycerides up to 2500 mg/dl, hemoglobin up to 500 mg/dl and
ascorbic acid up to 20 mg/dl do not interfere with the test.

2. A slight brownish sediment may develop as [RGT] ages that does not
influence the functionality of [RGT]. Do not swirl up this sediment
during pipetting.

P280 Wear p:otectwe glavesfprotgctlv_e__c_I_o_thmg{eye protectlonfface
protection;

P305+P351+P338 iF 1N EYES: Rinse cautiously, with water for several
'mimit'es _Remove contact lenses, if present @nd easy to do. Continue,

P501 "Dispose ' of
regmnaI/natmnal/mtematlonaI regulations,

References
1. Barham D, Trinder P., Analyst 97 (1972)

2. Teuscher A, Richterich P., Schweiz. med. Wschr. 101, 345 and 390

(1971)
S
SU-GLLQ2 INF 1026002 GB D5-2015-25M C €

__Human

I e T e i ]

Human Gesellschaft far Biochemica und Diagnostica mbH
Max-Planck-Ring 21- 65205 Wiesbaden - Germany
Telefon +49 6122-9988-0 - Telefax+49 £122-9988-100 - e-Mail human®@human.de



C€ [ND

Liquid Reagents — ready to use

GOT (AST)

(Glutamate Oxaloacetate Transaminase)
Modified IFCC
2 Reagents

Diagnostic reagent for quantitative in vitro
determination of GOT (AST) in human serum or
plasma on photometric systems. )

[REF|  [cont ]

254L 4 x 62.5ml 4 x 50 ml Reagent 1

4%x12.5ml xmmmm:ﬁ 2

Additionally offered:

481 6x5ml Caontrol serum normal
482 6 x5ml Control serum pathologic
483 3x3ml Multi calibration serum

TEST PARAMETERS

Method: UV, Kinetic, Decreasing Reaction,
modified IFCC
Wavelength: Hg 334 nm, Hg 365 nm, 340 nm

Temperature:  25°C, 30°C, 37°C

Sample: Serum, EDTA-plasma, heparinized
plasma

Linearity: up to 940 U/L on Hitachi 911

Sensitivity: The lower limit of detection is 2 U/L

Sapmaliginserts\sonderinseris_kunden\clinical chemistry\biotecnica‘original bl\Word\original bt_got (ast)_rev04.doc

REAGENT COMPOSITION
COMPONENTS FINAL CONCENTRATION
Reagent 1:

Tris, pH 7.8 80 mmol/L
L-Aspartate 240 mmol/L
MDH >600 UL
LDH >1200 UL
Reagent 2:

2-Oxoglutarate 12 mmol/L
NADH 0.18 mmol/L
REAGENT PREPARATION

Substrate Start:

Reagents are ready for use.

Sample Start:

Mix 4 parts of Reagent 1 with 1 part of Reagent 2.
(= Working Reagent)

REAGENT STABILITY AND STORAGE
Conditions: protect from light
close immediately after use
do not freeze the reagents!

Substrate Start:

Storage: at2-8°C

Stability: up to the expiration date

Sample Start (Working Reagent):

Stability: at 2— 8°C 4 weeks
at15-25°C  5days

Minimum allowable absorbance of the Working Reagent

measured at 340 nm against water as reference is 1.6.

SAMPLE STABILITY AND STORAGE

at 2- 8°C <8 % within 3 days
at15-25°C <10 % within 3 days

Stability: at -20 °C at least 3 months
Discard contaminated specimens.

INTERFERING SUBSTANCES

no interference up to:

ascorbic acid 30 mg/dl

bilirubin 40 mg/di

triglycerides 2000 mg/dl

The presence of hemoglobin in serum indicates destruction of
erythrocytes with release of GOT, thus producing high
interference.

Loss of activity:

Page 1 of 2

MANUAL TEST PROCEDURE

Bring reagents and samples to room temperature.
Note: If pyridoxal phosphate (PP) is used, please consult

instruction insert for PP before performing test (for Substrate Start

only).
Substrate Start
Pipette into test tubes 25°C, 30°C 37°C
Reagent 1 1000 ul 1000 yl
Sample 200 pi 100 ul

Mix. Incubate for approximately 5 min. Then add:

Reagent 2 250 yl

250 pl

and start a timer.

Mix. Read initial absorbance against air after 1 min.

Read absorbance again after exactly 1, 2 and 3 min.

Sample Start (Do not use Sample Start with pyridoxal phosph.

Pipette into test tubes | 25°C, 30°C . 37°C
Working reagent for )

sample start 1000 1000 pl
Sample 200 l 100

and start a timer.

Mix. Read initial absorbance against air after 1 min.

Read absorbance again after exactly 1, 2 and 3 min.

CALCULATION (light path 1 cm)
GOT (IU/L) = AA/min x Factor

Factors:
Substrate Start: 25°0r 30°C
Factor at 340 nm 1151
Factor at 334 hm 1173
Factor at 365 nm 2132
Sample Start: 25° or 30°C
Factor at 340 nm 952
Factor at 334 nm 971
Factor at 365 nm 1765
DI M. Wagner

3r°c
2143
2184
3971
37°C
1745
1780
3235

Rev. 04, 2006, 03. 01.
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C€ |IVD

Liquid Reagents — ready to use

GPT (ALT)

(Glutamate - Pyruvate Transaminase)

Modified IFCC
2 Reagents
|

Diagnostic reagent for quantitative in vitro

determination of GPT (ALT) in human serum or
plasma on photometric systems

R o

264L 4 x 62.5 mi 4 x 50 ml Reagent 1
4x12.5ml Reagent2

Additionally offered:

481 6x5ml Control serum normal

482 6x5ml Control serum pathologic

483 3x3mi Multi calibration serum

TEST PARAMETERS .

Method: UV, Kinetic, Decreasing Reaction,
modified IFCC

Wavelength: 340 nm, Hg 334 nm, Hg 365 nm
Temperature: 25°C, 30°C, 37°C

Sample: Serum, EDTA-plasma, heparin. plasma
Linearity: up to 600 U/L on Hitachi 911
Sensitivity: The lower limit of detection is 4 U/L

REAGENT COMPOSITION
COMPONENTS FINAL CONCENTRATION
Reagent 1:

Tris, pH 7.5 100 mmol/L
L-Alanine 500 mmol/L
LDH >1800 UL
Reagent 2:

2-Oxoglutarate 15 mmol/L
NADH 0.18 mmol/L
REAGENT PREPARATION

Substrate Start:

Reagents are ready for use.

Sample Start:
Mix 4 parts of Reagent 1 with 1 part of Reagent 2.
(= Working Reagent)

REAGENT STABILITY AND STORAGE

Conditions: protect from light
close immediately after use
do not freeze the reagents!

Substrate Start:

Storage: at2-8°C

Stability . up to the expiration date
Sample Start (Working Reagent):
Stability: at 2—- 8°C 4 weeks

at 15 -25°C 5 days
Minimum allowable absorbance of the Working Reagent
measured at 340 nm against water as reference is 1.6.

SAMPLE STABILITY AND STORAGE

Loss of activity: at 2- 8°C <10 % within 3 days
at15-25°C <17 % within 3 days

Stability: at -20 °C at least 3 months
Discard contaminated specimens.

INTERFERING SUBSTANCES

no interference up to:

ascorbic acid 30 mg/di

bilirubin 40 mg/dl

hemoglobin 400 mg/d|

triglycerides 2000 mg/d|

m;u::m__u,__:mm:mﬁosam;:mm:mlxczam_.:n_m:_om_ chemistry\biotecnica\original bi\Word\original bt_gpt (alt)_rev04.doc Page 1 of 2

MANUAL TEST PROCEDURE
Bring reagents and samples to room temperature.
Note: If pyridoxal phosphate (PP) is used, please consuit

instruction insert for PP before performing test (for Substrate Start

only).

Substrate start
Pipette into test tubes | 25°C, 30°C 37°C
Reagent 1 1000 ul 1000 i
Sample 200 ul 100 ul
Mix. Incubate for approximately 5 min. Then add: _
Reagent 2 250 ul 250 pi
Mix. Read initial absorbance against air after
1 minute and start a timer.
Read abscrb. again after exactly 1, 2 and 3 min.

Sample start

Pipette into test tubes | 25°C, 30°C 37°C
Working reagent for

sample start 1000 ul 1000 ui
Sample 200 pl 100 pl

Mix. Read initial absorbance against air after
1 minute and start a timer. .
Read abscrb. again after exactly 1, 2 and 3 min.

CALCULATION (light path 1 cm)
GPT (U/L) = AA/min x Factor

Factors:

Substrate start: 25° or 30°C 37°C
Factor at 340 nm 11561 . 2143
Factor at 334 nm 1173 2184.
Factor at 365 nm 2132 3971

Sample start: 25° or 30°C 37°C
Factor at 340 nm 952 1745
Factor at 334 nm 971 1780
Factor at 365 nm 1765 3235

D! M. Wagner Rev. 04, 2006.03.01.
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Liquid Reagents — ready to use

GAMMA GT

(y-Glutamyl Transferase)
SZASZ, standardized to IFCC
2 Reagents

Diagnostic reagent for quantitative in vitro
determination of gamma-glutamyltransferase (gamma-
GT) in human serum or plasma on photometric
systems

234L 4 x62.5 ml 4x50ml Reagent1
4x12.5ml Reagent2

Additionally offered:

481 6x5ml Control serum normal

482 6x5mi Control serum pathologic

483 3x3ml Multi calibration serum

TEST PARAMETERS

Method: Colorimetric, Kinetic, Increasing Reaction
SZASZ, standardized to IFGC

Wavelength: 405 nm (400 — 420 nm)

Temperature: 37°C

Sample: Serum, heparin plasma

Linearity: up to 284 U/L (Szasz, Substrate start)

up to 232 U/L (Szasz, Sample start)

Up to 321 U/L (IFCC, Substrate start)

Up to 262 U/L (IFCC, Sample start)
Sensitivity: The lower limit of detection is 2 U/L

Sip g\Inserts\sonderinseris_kunden\clinical chemistry\bi icatoriginal bi\Word\

REAGENT COMPOSITION

COMPONENTS FINAL CONCENTRATION
Reagent 1:
Glycylglycine

Tris, pH 8.25
Reagent 2:
L-Gamma-Glutamyl-3-
Carboxy-4-Nitroanilide 4 mmol/L

100 mmol/L
100 mmol/L

REAGENT PREPARATION

Substrate Start:
Reagents are ready for use.

mmz.__u_m Start:
Mix 4 parts of Reagent 1 with 1 part of Reagent 2.
( = Working Reagent)

REAGENT STABILITY AND STORAGE
Conditions: protect from light
close immediately after use
do not freeze!

Substrate Start:

Storage: at2-8°C

Stability: up to the expiration date
Sample Start (Working Reagent):

Storage: at 2-8°C at 15-25°C
Stability: 4 weeks 5 days

Maximum allowable absorbance of the Working Reagent
measured at 405 nm against water as reference is 1.3.,

SAMPLE STABILITY AND STORAGE
Stability: at-20 - +25°C at least 1 week

INTERFERING SUBSTANCES

no interference up to:

ascorbic acid 30 mg/dl

bilirubin 40 mg/di

triglycerides 2000 mg/di

hemoglobin 400 mg/d|
| bt_ggt_szasz,ifcc_rev04.doc Page 1 of 2

MANUAL TEST PROCEDURE
Bring reagents and samples to room temperature.

Substrate start 37°C

Pipette into test tubes: Blank Sample
Reagent 1 1000 pl 1000 ul
Distilled water 100 pl

Sample 100 ul
Mix. Incubate for approximately 1 minute. Then add:
Reagent 2 250 ul 250 pl
Mix. Read initial absorbance after 1 minute and start a timer.
Read absorbance again after exactly 1, 2 and 3 minutes. .
Determine AA/min. during the linear part of the assay.

Sample start 37°C

Pipette into test tubes Blank Sample
Working reagent 1000 pl 1000 yl
Distilled water 100 ul

Sample 100 ul

Mix. Read initial absorbance after 1 minute and start a timer.
Read absorbance again after exactly 1, 2 and 3 minutes.

Determine AA/min. during the linear part of the assay.

CALCULATION (light path 1 cm)

AA/min = [AA/min sample] — [AA/min blank]
Gamma-GT (U/L) = AA/min x Factor

Factors (25/30/37°C):

Szasz IFCC
For Substrate Start: 1421 1606
For Sample start: 1158 1309
UNIT CONVERSION
U/L x 0.01667 = pkatal/L
DI M. Wagner Rev. 04, 2006.08.28.
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ALBumin liquicolor

Dosage colorimétrique photométrique de
I'albumine

Méthode au vert de bromocrésol (BCG)

Présentation

10560 1x1000 ml Kit complet
156004 4x100ml Kit complet
Principel-?

En solution de tampon citraté, I'albumine réagit avec le vert de bromocré-
sol (BCG) en formant un complexe coloré.

L'absorbance de ce complexe est proportlonnelle a la concentration
d'albumine dans I'échantillon.

Réactifs
4x100 ml ou 1 x 1000 ml Réactif de coloration
Tampon citraté (pH 4,2) 30 mmol/I
Vert de bromocrésol 260 pmol/|
1.x3 ml Etalon
Albumine - 4g/dioud0g/l
Sodium azide 0,095 %

est standardise par rapport au matériel de référence certifié CRM-
DA470k/IFCC.

Préparation
et sont préts a l'emploi.

Stabilité

[RGT] et [STD) stockes a4 2..25°C sont stables jusqu'a la date de
péremption.

Eviter la contamination aprés ouverture,

Echantillons
Sérum ou plasma recueilli sur héparine ou EDTA.

Stabilité dans le sérum: & 2...8°C: jusqu'a’l mois.
815..25°C: jusqu'a 1 semaine.

Mode opératoire

Longueur d'onde: Hg 546 nm, 578 nm
Epaisseur de la cuve: lcm.
Température: 20..25°C.

Zéro de l'appareil: Blanc réactif, utiliser un seul blanc par série.

Procédure
Introduire dans des tubes _
Blanc réactif | Echantillon ou
Echantillon ou [STD = 10l ————
= ' 1000 pl 1000 pl

: Mélanger. Incuber 5 min & 20..25°C. Mesurer I'absorbance de I'échan-
¢ tillon et de I'étalon contre un blanc. Stabilité de la réaction: 30 min.

Calcul
AAgen,
C=4x — [g/dl]
AAETD)
ou
A Agch,
C=40x ——— [e/M
AAgm)

Le facteur de conversion
Afin de convertir les résultats obtenus aux concentrations HUMAN
utlhsees antérieurement, appliquer 'équation suivante :

Concentratu)n (CRM 470) x 1,218 = Concentration (Human)

Caractéristiques typiques

Linéarité

Le test est linéaire jusqu'a une concentration en albumine de 6,5 g/dl ou
65 g/\. Si la concentration d'albumine est plus élevée, diluer I'échantillon
avec de la saline physiologique (0,9%): 1 volume échantillon + 1 volume
saline physiologique. Multiplier le résultat par 2.

Pour les performances de ce test, veuillez consulter la fiche technique
accessible sur

www.human.de/data/gb/vr/su-albu.pdf ou
www.human-de.com/data/gb/vr/su-albu.pdf

Valeurs usuelles dans le sérum oule plasma
38a51g/dlou38a51g/l

Contréle de qualité
Tous les sérums de contrdle de qualité avec des valeurs déterminées par

" cette méthode peuvent étre utilisés.

Nous recommandons ['utilisation de nos sérums de contrdle de qualité
d'origine animale HumaTrol ou d’origine humaine SERODOS.

Adaptations sur automates

Des suggestions pour 'application des réactifs sur dés analyseurs sont
disponibles sur demande. Chaque laboratoire doit valider l'application
sous sa propre responsabilité.

Notes

1. Les valeurs de la blhrubmejusqu 4 20 mg/d! n'influencent pas ce test. -
Chaque 100 mg/dl d'hémoglobine entrainent une augmentation de
0,1 g/dl. Une hémolyse importante est a éviter.

2. Les hémolyses importantes et les sérums lipémiques sont a I'origine
d'interférences. Dans ce cas, un blanc échantillon doit étre déterminé
de la manigre suivante : échantilion 10 pl, eau physiologique 1000 pl.
La mesure se fait contre I'eau distillée — soustraire I'absorbance de ce
blanc échantillon de I'absorbance de I'échantillon.

3. Le réactif de coloration et I'étalon contiennent de I'azide de sodium. Ne
pas avaler. Eviter le contact avec la peau et les muqueuses.

Bibliographie

1. Rodkey F. L, Clin. Chem. 10, 606 (1964)

2. Doumas B.T. et al, Clin. Chim. Acta 31, 87 (1971)
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ALBUMIN liquicolor

Prueba fotométrica colorimétrica para
albimina

Método BCG

Presentacién del estuche

10560 1 x 1000 m! Estuche completo
156004 4 x100 ml Estuche completo

VD

Metodo™?

El verde de bromocresol forma con Ia alblimina en buffer de citrato un
complejo coloreado. La absorbancia de este complejo es directamente
proporcional a la concentracién de la albtimina en la muestra.

Contenidos
4 %100 ml 61 x 1000 ml Reactivo.de color
Buffer citrato (pH 4,2) 30 mmol/|
Verde de bromocresol 260 pmol/l
1x 3 ml Patrén )
Albimina 4g/dl 640 g/l
Azida de sodio ’ 0,095 %

se estandarizé con respecto al material de referencna certificado CRM-
DA470k/IFCC.

Preparacién de reactivos
y estén listos para usar.

Estabilidad de los reactivos

y son estables hasta la fecha de caducidad cuando se
almacenan de 2..25°C.

Después de abiertos debe evitarse la contaminacion,

Muestras
Suero, plasma con EDTA 6 heparina.

Estabilidad en suero: de 2..8°C hasta 1 mes,
de 15...25°C hasta 1 semana.

Ensayo

Longitud deonda:  Hg546'nm, 578 nm

Paso de luz: lcm

Temperatura: 20..25°C

Medicion: Frente a un blanco de reactivo.

Se requiere un blanco de reactivo por serie.

Esquema de pipeteo
Pipetee en las cubetas

~ Blanco de reactivo Muestra 6
Muestra /[STD]' - 0pl
1000 yl _ 1000 !

Mezcle, incube por 5 minutos de 20..25°C. Mide la absorbancia de la
muestra y del patrén frente al blanco de reactivo antes de
30 minutos (AA).

Cilculo de la concentracion de la albumina

AAmues(ra
C=4x —[g/dl}
AAgT
o]
AAmueslra
C=40x — [g/N]

AAsm

Factor de conversion
Para convertir los resultados obtenidos en concentraciones HUMAN
utilizadas anteriormente, aplique la siguente formula:

Concentracidn {CRM 470) x 1,218 = Concentracién (Human)

Caracteristicas de la ejecucién
Linearidad
La prueba es lineal hasta concentraciones de albiimina de 6,5 g/dl 6 65 g/I.

Para concentraciones més elevadas diluya la muestra 1+1 con solucién
salina fisiologica (NaCl 0,9%). Multiplique el resultado por 2.

Las caracteristicas de la ejecucion de esta prueba pueden consultarse enel
informe de verificacién, accesible via:

www.human.de/data/gb/vr/su-albu.pdf o
www.human-de.com/data/gb/vr/su-albu.pdf

Valores de referencia en suero o plasma
3,8-5,1g/dl638-51g/l

Control de calidad

Pueden ser empleados todos los sueros con valores determinados por este
método. Recomendamos el uso de nuestro suero de origen animal
HumaTrol o nuestro suero de origen humano SERODOS.

Automatizacién

Proposiciones para la aplicacion de los reactivos sobre analizadores estin
disponibles sobre demanda. Cada laboratorio tiene que validar ia aplica-
cién en su propia responsabilidad.

Notas

. 1. La prueba no es influenciada por valores de bilirrubina hasta 20 mg/d!.

Por cada 100 mg/dl de hemoglobina se observa un incremento de
albumina de 0,1 g/d|, por lo que debe evitarse la hemoélisis marcada.

2. La hemdlisis y la lipemia marcada interfieren. Se debe realizar un blanco
de muestra pipeteando 10 pl de muestra con 1000 pl de solucién salina
fisiolégica (NaCl 0,9%) y medirse frente a agua destilada. La
absorbancia de este blanco de muestra debe restarse a la absorbancia
de la muestra.

w

. El reactivo de color y el patrén contienen azida de sodio. No ingiéralos.
Evite el contacto con la piel y las membranas mucosas.
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	I. Matériel et Méthodes :
	I.1 Matériel végétal :
	Le matériel végétal utilisé dans notre expérimentation est le curcuma longa dont le principe actif est la curcumine cette plante a été choisie pour ses effets anti-inflammatoire   et protecteur contre le stress oxydatif causé par une intoxication chro...
	I.2 Animaux :
	37 souris de (souche swiss) et de différents sexes ont été fournisses par l’institut pasteur d’Alger, âgés de 25 ± 2 jours avec un poids corporel moyen de (25 gr ± 5 gr).
	Les souris ont été élevées dans l’animalerie de l’université de Mostaganem dans des conditions optimale d’élevage (T  ambiante =21  ± 3 c), exposées à une photo période journalière de 12 heures, nourries par un régime alimentaire standard (aliment à ...
	Le calcul de l’évolution pondérale et la consommation d’eau est hebdomadaire pour chaque souris.
	Après le période d’accoutumance d’environ 15 jours. Les animaux ont été répartis en 4 groupes (lots) de 9 souris chacun l’intoxication par le paracétamol et le traitement par la curcumine (Para + Cur) mg /kg ont été réalisés par gavage oral (per os) p...
	Le foie est isolé, rincé avec l’eau physiologique et conserve dans le formol (10 %) pour servir à l’étude histologique.
	I.3 Méthode 2 :
	Le dosage du glucose, transaminases (TGO, TGP), albuminémie et (-GT est réalisé sur un automate COBAS 6000 analyser dans un laboratoire privé d’analyse médicales et exploration biologiques (Dr Houbad).
	L’étude histologique est réalisée dans le laboratoire vétérinaire régionale de la wilaya de Mostaganem (Hassi Mamiche).
	I.4 Étude histologique :
	Les coupes histologiques sont réalisées au niveau d’organes cibles de la toxicité par le paracétamol : foie. Une étude histologique complémentaire a été réalisée chez d'autres organes qui peuvent accumuler une source de pathologies liées à sa hépatoto...
	I.4.1 Fixation :

	La fixation a pour but la conservation des structures et le durcissement des pièces. Elle doit se faire immédiatement après le prélèvement, par immersion du matériel dans un grand volume de Liquide fixateur.
	Le fixateur le plus commun pour la photo-microscopie est le formol neutre de 10% (formaldéhyde de 4% dans le phosphate salin).
	Ce processus, alors que la préservation de l'intégrité structurale des cellules et du tissu la fonctionnalité biologique des protéines en particulier des enzymes, mais peuvent également les dénaturer dans une certaine mesure. Ceci peut être nuisible à...
	I.4.2 Déshydratation et inclusion :

	Le but du traitement de tissu est enlevé l'eau des tissus et de le remplacer avec un milieu qui solidifie pour permettre aux sections minces d'être coupées. Le tissu biologique doit être soutenu dans une matrice dure pour permettre aux sections suffis...
	I.4.3 L'inclusion :

	Après que les tissus aient été déshydraté, dégagés et infiltrés avec la solution d’inclusion, ils sont prêts pour l'inclusion extérieur. Pendant ce processus. Les échantillons de tissu sont placés dans des moules avec le liquide incluant le matériel (...
	Puisque les tissus Formaline-fixes (FFPE) et incorporés dans le paraffine peuvent être stockés indéfiniment à la température ambiante, les tissus de FFPE sont une ressource importante pour des études historiques dans la médecine.
	L'inclusion peut également être accomplie en utilisent la congélation, le tissu non-fix dans un milieu a base d’eau, qui est alors gelé aux blocs durcis par forme.
	I.4.4 Découpage :

	Pour la photo microscopique, un couteau en acier monté dans un microtome est utilisé pour couper des sections de 2 à 5 micromètre d'épaisseur de tissu, puis étaler les films sur la surface d'un bain marie (chauffé à 40  c), ensuite on récupère les sec...
	Les sections montées traitent la tache appropriée.
	I.4.5  Colorations :

	L'hématoxyline et éosine (coloration H & E) est la tache microscopique légère la plus généralement utilisée en histologie et histopathologie. Hématoxyline, un colorant basique colore en violet le noyau due à une affinité des acides nucléiques du noyau...
	I.4.6 Montage :

	Le montage est utilisé pour donner le contraste au tissu aussi bien qu'accentuer les dispositifs particuliers d'intérêt. La où les mécanismes de la chimie fondamentale de montage sont compris, y compris l'histochimie.
	Les coupes colorées sont montées entre lames et lamelles avec une résine synthétique dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre
	I.4.7 Observation et lecture microscopique :

	Le microscope optique (ou photonique) le plus courant utilise la lumière visible.
	Le tissu à étudier peut-être observé après montage afin d'évaluer certaines de leurs formes normales ou bien le anomalies cellulaires et tissulaires. L’examen microscopique est parfois effectué après adjonction de colorant qui permettent d'évaluer l'É...
	I.5 Paramètre biochimique :
	I.5.1 Dosage sanguin des transaminases (ASAT/ALAT) :

	La concentration de ces enzymes est exprimée en unité internationale par litre de substrat (UI/L). 1UI correspond à la quantité d’enzymes qui transforment 1μmol de substrat/min.
	L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi le glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) catalyse le transfert d'un groupe aminé à partir de l'aspartate à l’α-cétoglutarate formant le glutamate et l'oxaloacétate. Ce dernier est réduit en malate ...
	Le taux de diminution de la concentration en NADH,H+ mesuré par spectrophotométrie à 340 nm, est proportionnel à l’activité catalytique de ASAT (Davila et al., 1989).
	L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le glutamate-pyruvate transaminase (GPT) catalyse le transfert d'un groupe aminé à partir de l'alanine à l’α- cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par la la...
	La récolte du sang a été faite dans des tubes héparines. Ces derniers ont été soumis à une centrifugation à 4000 g/5 min. Le sérum a été ensuite récupéré et utilisé pour le dosage des transaminases (ASAT et ALAT) grâce à des kits enzymatiques SPINREAC...
	I.5.2 Albumine :

	L’albumine sert au transport de nombreuses substances (bilirubine, acides gras, calcium, médicaments...), aide au maintien de la pression oncotique et représente une réserve d'acides aminés pour la croissance des tissus. L’évaluation de l’albuminémie...
	Ce kit Albumine permet le dosage colorimétrique de l’albumine dans le sérum et le plasma humains. A pH 4,2, l’albumine se combine au vert de bromocrésol (Bromo Cresol Green = BCG) pour former un complexe bleu-vert :
	L’intensité de la coloration du complexe est proportionnelle à la quantité d’albumine présente dans l’échantillon.
	I.5.3 La gamma-glutamyl transférase ((-GT) :

	Bien que les reins renferment la concentration la plus élevée en g-glutamyl transférase ((-GT), l’activité (-GT mesurée dans le sérum serait presque exclusivement d’origine hépato-biliaire. Son activité est augmentée dans toutes les formes d’atteintes...
	Méthode basée sur les travaux de Szasz, Rosalki et Tarlow.
	La gamma-glutamyl transférase ((-GT) catalyse le transfert d’un groupe (-glutamyl de la (-glutamyl-p-nitroanilide au dipeptide accepteur glycilglycine, d’après la réaction suivante :
	I.5.4  Glycémie :

	Il s’agit d’un dosage colorimétrique à la suite de deux réactions enzymatiques couplées. Une réaction enzymatique étroitement spécifique (glucose-oxydase) oxyde le glucose présent dans l’échantillon en acide gluconique et peroxyde d'hydrogène. Ce dern...
	On met 1000 μl de réactif dans le tube à essai et on ajoute 10 μl de sérum. On attende 10 min pour la réaction. A l’aide d’un spectrophotomètre UV de type SHIMADZU UV 1800, on mesure l'absorbance A de la substance colorée en solution pour la longueur ...
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