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Introduction




La maladie a corona virus 2019 ou COVID-19 est une maladie infectieuse émergente
provoquée par le virus SARS-CoV 2, un nouveau coronavirus (CoV) humain, responsable
d’une épidémie mondiale ayant débuté en décembre 2019 en chine centrale (WUHAN). Le 12
mars 2020, ’OMS a déclaré la COVID-19 comme une pandémie (Wee, 2020).

Le virus SARS-Cov 2 affecte principalement le systéme respiratoire, bien que d’autres
systemes, sont également impliqués (Huang et al, 2020). Il peut se transmettre par contact
direct, indirect ou étroit avec une personne contaminée par le biais de sécrétions infectées
telles que la salive et les sécrétions respiratoires ou par des gouttelettes respiratoires, qui sont

expulsées lorsqu’une personne infectée tousse, éternue ou parle (Liu et al, 2020).

L’Algérie, comme le monde entier, a déclaré le premier patient atteint de cette virose le
25 février 2020. Depuis lors, 1’épidémie en Algérie a causé plus de 26 6000 cas et plus de
6500 déces (Worldometer, 2022).

Quand a la ville de Constantine enregistre de chiffres effrayants depuis le début de la
pandémie ou un quart des cas de corona a I’échelle nationale se trouvaient dans cette ville

pour devenir un foyer avec plus de 10 300 cas (Worldometer, 2022).

Une grande association entre les éléments pro-inflammatoires et les especes réactives de
I’oxygene (ROS) dans les différentes maladies pulmonaires, y compris I’infection a

coronavirus qui est associée a I’inflammation et au stress oxydatif.

Le stress oxydatif généré entraine des dommages a l'acide nucléique associés a des mutations
virales, qui pourraient potentiellement réduire l'efficacité de la gestion du COVID-19, y

compris l'approche vaccinale (Richie et al, 2017).

Les thérapies antivirales contre les coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere
étant rares, la connaissance des composés antioxydants et des voies d'oxydation pertinentes
peut étre importante pour comprendre la pathogenese virale et identifier d'éventuelles cibles

thérapeutiques (Fernandes, I et al , 2020).

Notre objectif au cours de cette étude est de déterminer les facteurs épidémiologiques de
la COVID-19 dans la région de Constantine et de trouver une relation entre la COVID-19 et le

stress oxydatif et la preuve qu’il ya vraiment ce qui les rassemble.



CHAPITRE 1:
LA COVID




1. Définition

La maladie a corona virus 2019 (COVID-19) est une maladie infectieuse due au virus
SARS-COV-2, touchant plusieurs organes. C’est une pathologie beaucoup plus bénigne
méme si des formes graves exceptionnelles ont été rapportées.

Le virus SARS-COV-2 utilise la machinerie moléculaire des cellules pour sa
multiplication (Bencheikh, 2020).

Les formes les plus sévéres sont associées a un age avancé, sexe masculin, 1’existence
de particularité métabolique tel que le diabete, ’hypertension et I’obésité (Couvreur et al,

2021).

2. Structure de virus

Les corona virus sont des virus enveloppés, plutdt sphériques de diamétre de 100 a
160nm, dont le génome est constitu¢ d’un ARN monocaténaire avec une polarité positive,
appartenant a la famille des Coronaviridae. 1ls ont la forme d’une couronne avec un poids
moléculaire de 29.9Kb, résultant de la présence de grandes 5 glycoprotéines enchassées dans

I’enveloppe phospholipidique qui a un réle protecteur pour le virus (Bonny et al, 2020).

2.1. La protéine Spike

La protéine Spike (ou protéine S), formée de 2 sous unités S1 et S2, des coronavirus
facilite 1’entrée virale dans la cellule cible. L’endocytose dépend de la liaison de I'unité de
surface S1 a un récepteur cellulaire, ce qui facilite son attachement a la cellule visée. L’unité
S2 permet la fusion du virus a la membrane cellulaire ce qui facilite la fusion membranaire
entre le virus et la cellule hote. Les protéines sont attaquées en neutralisant les anticorps de
I’héte (Hoffmann, 2020).

Le récepteur cellulaire utilisé chez ’homme pour la protéine Spike du SARS-CoV-2 est
le ACE2 ou enzyme de conversion de I'angiotensine 2. L"ACE2 est une métalloprotéase dont
la fonction premiere est la dégradation de 1’angiotensine II en angiotensine 1-7, nécessaire a
l'entrée du virus SARS-CoV-2 dans les cellules de I'hote [(Wang, 2020), (Wiersinga, 2020)].
La protéase serine transmembranaire de type 2 (TMPRSS2) dans la cellule héte, facilite
I’endocytose virale en clivant ACE2 et en activant la protéine S du SARS-CoV-2, ce qui

déclenche I’entrée du virus dans la cellule hote (Wiersinga, 2020).



2.2. La protéine E

C’est une petite protéine de 8 a 12 kDa, elle est la moins abondante des protéines de
I'enveloppe virale, mais elle n'est pourtant pas la moins importante. Elle se compose en N-
terminal d'un court ectodomaine hydrophile, d'un long et unique domaine transmembranaire et

d'un segment hydrophile en C-terminal, formant I'endodomaine.

La découverte d'une activité de canal ionique suggere que cette protéine intervient dans
la sécrétion des nouveaux virions. Cette protéine semble également étre indispensable a
'assemblage de l'enveloppe virale. En effet, plusieurs études ont montré que la protéine E,
ainsi que la protéine M, étaient nécessaires pour produire des particules sous-virales (Juckel,

2020).

2.3 La matrice membrane M

C’est la protéine structurale la plus abondante des protéines. Elle est de 25 a 35kDa, elle
possede au moins un site de glycosylation (O- ou N-glycosylation selon le genre du virus)
localis¢ au niveau d'un treés court ectodomaine. Ce domaine est suivi de trois domaines
transmembranaires, eux-mémes suivis d'une longue séquence C-terminale qui représente plus

la moitié de la protéine (Juckel, 2020).

La protéine M est considérée comme le moteur de 1'assemblage des particules virales,
en raison des diverses interactions intermoléculaires qu'elle présente avec les autres protéines
(MS, ME, MN, MM), les interactions MM et ME étant les plus importantes pour I'assemblage
(Juckel, 2020).

2.4 La nucléocapside N
La protéine de nucléocapside (N) est une phosphoprotéine de 43-50 kDa associée a

I'ARN génomique pour former la nucléocapside hélicoidale (De Haan, 2005)



Figure 01 : Structure du virus SARS-Cov 2 (Bonny et al, 2020).
ARN, acide ribonucléique ; E, protéine d’enveloppe ; HE, hémagglutinine ; M, protéine
de membrane ; N, protéine de nucléocapside ; SPIK, spicule.
3. La structure de génome virale
Le génome de corona virus est d’environ 30Kb, composé d’ARN simple brin linéaire
non segmenté. Il est composé de deux régions non codantes, 5’ et 3°. La partie codante est
divisée en plusieurs section, les deux premiers tiers du génome sont constitués de deux
grandes régions qui se chevauchent dans le cadre de lecture ouvert ; ORF 1a et ORF 1b, qui
codent pour le complexe de réplication/transcription, y compris le géne de I’ARN polymérase

dépendante de I’ARN (RdRp) qui code pour ’ARN polymérase dépendante de I’ARN.

Le dernier tiers du génome code pour les protéines structurales (S, E, N et M) et des

protéines non structurale indispensables a la réplication virale (Couvreur, 2021).

HE
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Figure 02 : représentation schématique d’un génome de corona virus

OREF, open Reading frame (Couvreur, 2021).




4. Le cycle de réplication de COVID-19 et la pathogenese

4.1 La pénétration dans la cellule héte

L'entrée du virus regroupe toutes les ¢tapes allant de son contact avec la cellule hote
jusqu'a la libération de son génome a l'intérieur de la cellule. La capacité des coronavirus,
comme pour les autres virus, a entrer dans une cellule hote pour l'infecter, repose sur la
reconnaissance d'un récepteur que celle-ci exprime a sa surface. Dans le cas des coronavirus,
c'est la protéine S qui est responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire. Dans le cas
des virus SARS-CoV et SARS-CoV-2, la protéine S utilise comme récepteur l'enzyme de
conversion de 1'angiotensine 2, ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) traduit, entre autres,
a la surface des cellules pulmonaires, des pneumocytes de type II et des macrophages
alvéolaires. ACE2 est aussi manifesté par les cellules endothéliales vasculaires du cceur, et
intervient dans la régulation de la pression sanguine, ce qui pourrait expliquer le plus haut
risque des personnes souffrant de maladies cardio-vasculaires, comme I'hypertension, en cas

de COVID- 19 (Mercadier, 2003).

Ainsi, pour délivrer son génome, le virus doit fusionner son enveloppe virale avec la
membrane de la cellule cible. Pour assurer le succés de l'infection, cette fusion nécessite d'étre
finement orchestrée, avec, tout d'abord, la délivrance d'un signal d'activation donné au
virus. La fusion est ainsi initiée a la suite d'importants réarrangements conformationnels de la
protéine S qui résultent de son clivage protéolytique par des protéases de la cellule cible. La
protéine S est une protéine de fusion de type L. Elle présente un peptide (dit peptide de fusion)
qui, au cours des réarrangements conformationnels de la protéine, est inséré dans la
membrane de la cellule cible. Les modifications conformationnelles de la protéine qui
s'ensuivent permettent alors le rapprochement et la fusion de l'enveloppe virale avec la
membrane cellulaire, ce qui provoque la formation d'un pore par lequel la nucléocapside,

contenant le génome viral, est absorbée dans le cytoplasme de la cellule (Millet, 2015).

Ces modifications de la protéine S sont essentielles pour exposer le peptide de fusion
; les coronavirus utilisent différentes protéases cellulaires pour réaliser ces modificat ions,
multipliant ainsi les possibilités d'activation de la fusion pour garantir la réussite de
l'infection. Selon la protéase utilisée, deux voies d'entrée s'offrent au virus. Si certaines
protéases sont exprimées a la membrane de la cellule, comme la protéase TMPRSS2 (sérine
protéase transmembranaire 2), la fusion sera réalisée directement a la surface de la
cellule. Mais en I'absence de telles protéases, le virus sera internalisé dans le cytoplasme par

endocytose. L'activation de la fusion entre le virus et I'endosmose (la vésicule d'endocytose)
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qui le contient fera alors intervenir les protéases endosomales, comme les cathepsines ou la

Furine (Millet, 2015).

4.2 La phase de réplication

La fusion aboutit finalement a la libération de I' ARN génomique dans le cytoplasme de
la cellule infectée. Cet ARN servira de matrice, en utilisant la machinerie de traduction de la
cellule, pour synthétiser les deux poly protéines ppla et pplab qui formeront le complexe

réplicase-transcriptase apres leur maturation (Hagemeijer, 2012).

Ppla code les protéines nspl a nspll, et pplab, les protéines nspl a nspl6. Ces deux
poly protéines sont clivées grace aux activités protéasiques de deux protéines différentes, nsp3
et nsp5, produites par auto clivage. Nsp3 clive les jonctions nsp1-2, nsp2-3 et nsp3-4, tandis

que nsp5 clive toutes les jonctions des protéines suivantes.

Le complexe réplicase-transcriptase initie ensuite les étapes de réplication successives
de I'ARN génomique. Les réplicons ainsi constitués seront encapsulés dans les futurs virions.
Le complexe réalise également la transcription de I'ensemble des ORF codant les protéines
structurales et accessoires, sous la forme d'ARN messagers (ARNm) dits « sous-génomiques
». Le complexe réplicase-transcriptase est ancré dans un réseau membranaire de la cellule
infectée, appelé réseau vésiculo-membranaire, qui est dérivé de son réticulum endoplasmique
et qui forme des « usines » d'amplification virale (Hagemeijer, 2012). Ce réseau est
probablement important pour intégrer les éléments viraux et cellulaires nécessaires a la
réplication du virus, mais aussi pour créer un environnement protecteur contre les défenses

intracellulaires de I'hote (Hagemeijer, 2012).

La réplication de I'ARN génomique repose sur la synthése initiale d'un ARN
intermédiaire négatif qui sert ensuite de matrice pour la synthése des ARN génomiques de
pleine longueur. Cette synthése intermédiaire est réalisée par nspl12, une polymérase a ARN
dépendante de I'ARN. Contrairement a la réplication de I'ARN génomique qui est un
processus de synthése continu, le mécanisme de transcription est discontinu et caractéristique
des Nidovirus. Il s'agit de la synthése d'ARN sous-génomiques qui codent les protéines

accessoires et structurales (Hagemeijer, 2012).



sﬁ\i T ?’& Angiotensine 1 . = Ang(1-9)

A

Poar’: IEC +ACE |
es o8 [ 1. Activation par TMPRS52 | .
5 ﬂ;{: _\,‘;)9 |et fixation & ACE2 Q?? ARAZ| Anglotensine 2. .. Ang(1-7)
chloroquine 7y & aslofo B J
L Y4 S ws il
~ 2. Entrée et | ACE2 TMPRSS2 e,“} L o E‘ y L e
r Idecapsidatiqni i - g@édé 4 Réceptedt de
il M s ———— arbidol type 14 PAng 2

Q., P is_ Liberation| " * | vaseconstriction
Endosame | du wirion Permeabilité vasculaire
f Lysosome - Fibrose
g g .;T E Aggravation des lésions

- de SARS-CoV-2 7
chloroguine P
Q e [ = \,

. . ARN viral
| 3. Traduction
' - pila Inhibiteur de protéase
. pplab
ol it
| [ Protéclyse T —

protease s s - 7. Assemblage

[5-Transcription| ARN sous-génomique

Complese de transcrip [ s
tion et de réplicatiar L. i - %
ot de népllcetiot o & Traduction de IARN E; “}{;s
|sous-génomique I wmN ;“ﬁ
: . :.:E\

Inhibitaur de 'ARN ARM polymerase
polymerase ARN dépendants s® mE HE

o o

Figure 3 : cycle de réplication du SARS-COV (Bonny et al, 2020).
ACE?2, angiotensine-convertine Enzyme 2 ; TMPRSS2, transmembrane protease serine
2.

4.3 La phase inflammatoire

L’infection déclenche rapidement la production des cytokines inflammatoire associées a
I’inflammation IL-6, IL-8, IL-10, ainsi que TNF-a. Pendant la COVID, la production de
cytokines peut devenir anormalement ¢élevées et entraine une inflammation excessive. Ce
phénomene est associé a une réponse immunitaire incontrélée, notamment au niveau des
poumons. Il survient principalement au cours de la deuxiéme semaine de symptomes. C’est le

principal mécanisme des formes graves de COVID (Boechat, 2021).

Cette  dérégulation immunitaire peut ¢étre impliquée dans une phase
d’immunosuppression qui suivrait la phase pro-inflammatoire (tempéte de cytokine) et
s’accompagnerait d’une lymphopénie périphérique et d’un risque ¢élevé d’infections
bactériennes secondaire I’augmentation, ainsi que 1’augmentation de la perméabilité
vasculaire et de 1’apoptose des cellules pulmonaires et endothéliales infectées (Li H et al,

2020).



5. Les formes de 1a COVID-19

< 5.1 Type grippale sans fiévres : maux de téte, perte d’odorat, toux, maux de gorge et
pas de fievre.

% 5.2 Type grippale avec fievre: similaire a la premicre forme, plus une perte de
I’appétit et de la ficvre.

< 5.3 Type gastro-intestinal : diarrhée, perte d’appétit, maux de téte et de gorge,
douleurs thoraciques, pas de toux.

% 5.4 Type a fatigue : C’est la forme le plus grave avec la fatigue, maux de téte, toux
douleurs thoracique perte d’odorat.

« 5.5 Type confusion : les symptomes sont similaires au quatriéme groupe.

% 5.6 Type abdominal et respiratoire : c’est la forme la plus grave, avec des maux de

téte, fievre, perte d’odorat et d’appétit, toux, mal de gorge, du thorax, d’abdominale et

musculaires en plus de la confusion et la fatigue (Hu, 2021).

6. Diagnostic

Deés avril 2003, I’hypothése qu’un coronavirus serait I’agent infectieux responsable du
SRAS était proposé par trois équipes différentes ayant utilisé des approches expérimentales
similaires. Apres infection de cellules en culture par des prélévements issus de cas avérés de
SRAS, I’observation en microscopie électronique des cellules infectées suggérait la présence
d’un coronavirus. L’amplification par RT-PCR aléatoire, puis le séquencage d’un fragment
d’ADN spécifique des cellules infectées a confirmé 1’appartenance du virus isolé au groupe
des coronavirus (Poutanen, 2003). L’ ARN de ce virus est présent dans les différents types de
prélévements analysés (sécrétions respiratoires, urine, selles et biopsies) pour la plupart des
patients étudiés. On observe également la présence d’anticorps contre ce nouveau virus chez
les patients infectés. La disponibilité de la séquence compléte du virus va permettre d’affiner
les analyses par RT-PCR qui sont pour I’instant les seuls outils diagnostiques fiables et
rapides, dans D’attente du développement éventuel d’anticorps sensibles et spécifiques

[(Drosten, 2003), (Ksiazek, 2003)].

7. Le traitement

Il n’existe actuellement aucun traitement antiviral spécifique homologué pour les
infections par le SARS-CoV-2, et I’objectif principal en milieu clinique reste la réduction des
signes cliniques et la fourniture de soins de soutien. Il faudra probablement plusieurs années

pour développer et évaluer les médicaments spécifiques pour traiter le nouveau coronavirus.



Compte tenu de l'urgence de la demande clinique, de nombreux médicaments sont approuvés
pour étre utilisés dans le cadre d'essais cliniques contre 'infection par le SARS-CoV-2, tels
que le lopinavir/ritonavir, l'arbidol, l'interféron-alpha, le favipiravir, le phosphate de
chloroquine, le darunavir/cobicistat, I'oseltamivir et la méthylprednisolone [(Zhang, 2020),

(Cao, 2020)].

Le remdesivir, 1’agent antiviral, a été¢ congu contre 1’infection par le virus Ebola et a
montré une activité antivirale a large spectre contre plusieurs virus a ARN (Mulangu et al,
2019). L’hydroxychloroquine en association avec l’azythromycine et la chloroquine ont
montré aussi leurs efficacités chez les patients atteints de COVID-19 en Chine et en France

[(Savarino et al, 2006), (Liu J et al, 2020)].



Chapitre 2 :
Les radicaux libres, le stress oxydatif et le

systéme antioxydant




Le stress oxydant (SO)

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la formation de radicaux libres
et la défense antioxydant de l'organisme.

Les especes réactives de I'oxygeéne jouent un réle important en tant que second messager
dans de nombreuses cascades de signaux intracellulaires, visant a maintenir 'homéostasie de
la cellule (Burton et Jauniaux, 2011). Ils peuvent également provenir de sources externes, et
lorsque trop de radicaux libres externes sont fournis, ils provoqueront un déséquilibre
(Gutteridge, 1993).

Pas seulement notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique
intense), mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon anormale la
production des EOA (Especes Oxygénées Activées) dans notre organisme. A long terme, ceci
peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies comme les cancers ou les maladies
cardio-vasculaires et principalement les maladies respiratoires.

L’origine de SO est un ensemble de facteurs externes (exposition prolongée aux UV,
pollution, pesticides, infection); mode de vie (tabac, alcool, alimentation déséquilibrée, sport
intense, stress, fatigue); une déficience nutritionnelle en un ou plusieurs antioxydants comme
les vitamines et les oligoéléments qui vont favoriser la formation de radicaux libres dans nos
cellules. Ces radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils
peuvent étre utilisés dans les organismes a des doses raisonnables, mais la production
deviendra excessive ou causée par des phénomenes toxiques externes, et le corps humain
devra se protéger de ces effets excessifs grace a différents systémes antioxydants (Favier,

2003).

Pollution
Tabac Inflammation

Traumatismes Infection

Hygiéene de vie ’

déséquilibrée Déficit immunitaire

uv Stress
Vielllissement

Figure 4 : Les origines de stress oxydatif (Favier, 2003).
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[1. Les radicaux libres
1. Définition

Un radical libre est une espece chimique instable, contenant un électron non apparié
extrémement instable. Il peut réagir avec les molécules les plus stables pour apparier son
¢lectron.

Les radicaux libres peuvent étre générés a partir de nombreux éléments, mais dans les
systémes biologiques, ce sont ceux qui impliquent l'oxygeéne et l'azote qui sont les plus
importants. Leur durée de vie est généralement trés courte.

Cette premicre réaction conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux
radicaux. Ceci explique que la production d’un premier radical libre va causer d’importantes

Iésions dans une cellule (Gutierrez-Salinas J et al, 2014).

2. Les types des radicaux libres

IIs peuvent se former dans les cellules, il est recommandé de distinguer un ensemble
limité de composés de radicaux libres, ces composés jouent un role particulier en physiologie,
que nous appelons les radicaux libres primaires. D'autres radicaux libres sont appelés radicaux
libres secondaires, qui sont formés par la réaction de ces radicaux libres primaires sur des
composés biochimiques cellulaires. Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygeéne par des
réductions a un électron tels I’ O2-- et I’ OH-, ou NO. D'autres espéces dérivées de
I'oxygene dites especes actives de I'oxygene, comme 1’02, le H202 ou le ONOOH, ne sont

pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux

(Tableau 1) (Favier, 2003).
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Tableau 1: réactives et précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

ROS Formule chimique
Radical anion superoxyde -02°
Peroxyde d’hydrogene H202
Trioxygéne moléculaire (I'ozone) 03
Oxygeéne singulet 102
Radical hydroxyle OH®
Radical hydroperoxyle HOO®
Radical peroxyle ROO"®
Peroxyde et hydroperoxyde ROOR et ROOH

Radical alkoxyle RO
Radical oxyde nitrique *NO

Hypochlorite ONOO*
Peroxynitrite Clo-

2.1 Les especes réactives oxygénés (ERQO)
2.1.1. Radicaux super oxyde O~
IIs sont produits lors de réactions métaboliques cellulaires, soit par auto-oxydation, soit
par I’action d’enzyme telles que les oxydases. Dans notre organisme, le radical super oxyde
est le principal agent dans 1’action bactéricide des phagocytes, mais il peut également étre un
médiateur nuisible de 1’inflammation et contribuer a endommager les tissus normaux du corps

(Gutierrez-Salinas J et al, 2014).

2.1.2. Radicaux hydroxyles OH-

Ils se forment lors de différents réactions chimiques cellulaires impliquant I’hydrogéne.
ce sont les radicaux les plus réactifs étant parmi les principaux médiateurs impliqués dans
I’endommages des cellules (Gutierrez-Salinas J et al, 2014).

2.2 Les espéces réactives azotées (ERN)
2.2.1. Monoxyde d’azote NO
C’est un radical trés diffusible, liposoluble et dont la durée de vie est courte. Il
favorise la défense immunitaire, ce qui fait de lui un radical libre trés important dans

I’organisme (Gutierrez-Salinas J et al, 2014).

1. Le stress oxydant
1. définition
Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre production d’espéces réactives de

I’oxygene ERO et le systéme antioxydant d’un organisme. Il est susceptible d’entrainer une
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immunodépression, et il est induit par des défaillances nutritionnelles, des carences ou des
exces en antioxydants (Pham, 2008).

1. Systéme anti-oxydant

1. Définition

Le maintien d’un niveau non cytotoxique équilibré et contr6lé de radicaux libres est
assuré par des systémes anti oxydant.

Un déficit ou un déséquilibre de ce systéme engendre une augmentation des dommages

et dégénération tissulaire, entrainant ainsi plusieurs pathologies (Pham, 2008).

2. Les types de systeme antioxydant

2.1. Le systeme antioxydant enzymatique

2.1.1. Catalase

La catalase décompose le peroxyde d’hydrogéne en molécules d’eau pour empécher la
formation de radicaux hydroxyles.

2H202—>2H20 +O2

2.1.2. Glutathion peroxydase
Le GPX est une enzyme qui catalyse la capacité¢ de glutathion réduit (GSH) a libérer
de I’hydrogéne en un radical hydroxyle ou peroxyde d’hydrogéne pour former I’eau (Richie

et al, 2015).
2GHS + H ,0,—GSSG +2 H ,0

2.1.3 Super oxyde dismutase (SOD)

Le super oxyde dismutase (SOD) présente dans les mitochondries des cellules
humains, cette enzyme transforme les radicaux super oxydes en peroxydes d’hydrogenes
beaucoup moins réactifs (Haleng, 2007).

2HO +20?% — H ,0,+ O,

2.1.4. Thiorédoxine (TRX)
La TRX joue un role protecteur contre le stress oxydatif grace a ses propriétés

permettant d’éliminer les radicaux libres (Richie et al, 2015).
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2.2. Le systéme antioxydant non enzymatique

2.2.1 La vitamine E et C

Les antioxydants tels que le beta-caroténe, 1’acide ascorbique et 1’alpha-tocophérol sont
capables de neutralisé 1’oxydation causée par les radicaux libres in vitro et in vivo. L’idéal
serait d’obtenir ces antioxydants a partir de sources naturelles telles que les fruits et les

légumes (Le Prell, 2007).

2.2.2. Le glutathion

Le glutathion est un tri-peptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intracellulaire (I’albumine étant son €quivalent plasmatique) ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa
forme oxydée (GSSG) est en concentration trés faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré
comme un excellent marqueur de la peroxydation lipidique permet d’objectiver I’importance
du stress (Haleng, 2007).

Au cours du vieillissement et lors d’un exercice intense, ce rapport tend a diminuer.

La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements « thiols » qui
possedent des propriétés réductrices piegent facilement les espéces oxygénées activées
(Haleng, 2007).

Le glutathion protégerait les cellules de toute oxydation. Il contribuerait & minimiser
les nuisances provoquées par les radicaux libres et a limiter [’accumulation des toxines

(Richie et al, 2015).
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Partie pratique



Nous avons réaliser deux types d’étude ; une étude épidémiologique, rétrospective

descriptive et la deuxieme est une évaluation du stress oxydatif chez les patients atteint de la

COVID-109.

1. L’étude épidémiologique
Notre étude épidemiologique a été réalisée a partir de 124 dossiers des patiens atteins du
COVID-19, hospitalisés au niveau du service de réanimation du Centre Hospitalo-

Universitaire Constantine (CHUC).

Nous avons relevé les paramétres suivants:
- age.

- sexe.

- traitement .

- FNS.

Bilan biologique .

saturation O, .

évolution .

2. Le stress oxydatif

Afin d’évaluer le statut oxydatif chez les patients atteints de COVID-19 nous avons
évalué le glutathion et la glutathion S transférase.

2.1. Matériel et méthodes

- Micropipette de 100 pl.

- Micropipette de 200 pl.

- Micropipette de 1000 pl.

- Tubes a essais.

- Béchers.

- PH métre.

- Agitateur.

- SPECTROPHOTOMETER MODEL 4251/50

2.2. Solutions

2.2.1. Glutathion

*Principe

Cette méthode repose sur la fixation des molécules DTNB [5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic
acide)] aux groupements thiol (SH) a comme conséquence l’apparition d’une coloration

jaune dont I’intensité est proportionnelle a la teneur en groupement SH contenus dans les
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MTs. La méthode utilisée est celle de (Viarengo et al, 1997) modifier par (Petrovic et al,
2001), consiste a évaluer le nombre des groupements SH en utilisant comme référence le
réactif GSH.

* Préparation des échantillons

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :

¢ Prélever 100 pl de plasma.

% Ajouter 500 pl de la solution tris-EDTA (ph=9.6).

¢ Ajouter 125 pl du DTNB.

On fait la lecture aprés 5 minutes avec le SPECTROPHOTOMETER MODEL 4251/50

régler sur la longueur d’onde de 412 nm

Figure 05 : échantillons de differents patients du DTNB.
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2.2.2. BBC

*Principe

Le réactif bleu brillant de coomassie (BBC) réagit avec les groupements amines (-NH2)
des protéines pour former un complexe de couleur bleu (I’apparition de la couleur bleue
refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des
protéines).

*Préparation des échantillons

« Prélever 100ul de plasma.

« Ajouter 4 ml de BBC.

Aprés Sminutes on fait la lecture avec le SPECTROPHOTOMETER MODEL 4251/50

régler sur la longueur d’onde 465 nm.

Figure 06 : échantillons de differents patients du BBC.
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2.2.3. GLUTATHION S-TRANSFERASE (GST)

*Principe

La GST consiste a fournir a ’enzyme un substrat en général du (CDNB) 1-chloro-2.4-
dinitrobenzene qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST et du glutathion. La
réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une molécule nouvelle

qui absorbe la lumiere a 340 nm de longueur d’onde.

Préparation des échantillons

% Prélever 100ul de plasma .

+» Ajouter 1.2ml de la solution CDNB .

On fait la lecture avec le SPECTROPHOTOMETER MODEL 4251/50 régler sur la

longueur d’onde 340nm de quatre échantillons chaque une minute pendant cinq minute.

Figure 07 : échantillons de differents patients du GST.
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Résultats et discussion



1 L’étude épidémiologique

1.1Le sexe

50%

|

B Homme

Femme

Figure 08 : Répartition des patients selon le sexe.

On peut constater d’apres la figure 08 qu’il y a un équilibre entre les hommes et les
femmes (50%). Ces résultats sont en désaccord avec les données de la littérature disant que le

coronavirus atteint beaucoup plus les hommes que les femmes.

1.2 L’age
24,29%
a
.
I o N ..
10,28%
8,41%
2,80%
[20-29] [30-39] [40-49] [50-59] [60-69] [70-79] [80-90]

Figure 09 : Répartitions des patients selon I’age.
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La moyenne d’age de nos patients est de 61.82 ans et la majorité sont agés de 50 a 79
ans. Néomoins la tranche d’age située entre 70 et 79 ans est la plus touchée par la COVID-19
avec un pourcentage de 24,29%, suivie par celle située entre 60 et 69 ans avec un pourcentage
de 22%. On constate aussi que les sujets jeunes sont moins touchés car 2.8% est le
pourcentage des patients agés de moins de 30 ans. Les études menées a Wuhan ont montré
que la majorité des patients atteints de Covid-19 sont des hommes adultes, leurs moyennes
d’age étaient de 55,5 ans et 49 ans selon [(Huang, 2020), (Chen, 2021)]. Les sujets agés ne
représentaient que 10,1 % et 14,6 % des malades selon (Yin, 2018) et (Ryu, 2019).

1.3. Le taux de létalité

M Déceés M Guérison

Figure 10 : répartition des patients selon le taux de létalité.

Chez notre population on constate que le taux de guérison (55%) est supérieur a celui de
1étalité (45%).

Le taux de létalité d’une infection représente la probabilité de mourir pour une personne
infectée, qu’elle aille ou non a I’hopital. Le taux de 1étalité des cas (sous-entendu cliniques)
concerne quant a lui la probabilité de mourir pour une personne infectée qui est suffisamment
malade pour se présenter dans un hopital ou une clinique. Ce taux est donc plus ¢élevé que le
taux de Iétalité de I’infection, car les personnes qui se présentent a 1’hdpital sont généralement
plus gravement malades. 11 est plus adapté de 'utiliser dans le cadre d’un dépistage de masse,
tandis qu’il sera plus important en cas de diagnostic ciblé¢ chez les malades présentant des

symptomes et des facteurs de risque.
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Le 30 mars 2020, une modé¢lisation réalisée a partir de 44 672 cas confirmés a travers le
monde dont 1023 déces estimait un taux de létalité ajusté de 1,4 %, atteignant 6,4 % dans la
population agée de plus de 60ans (Verity, 2020).

1.4 Le type du traitement

A

Antibiotiques Anti-inflammatoire Agent Complément
antithrombotique alimentaire

Figure 11 : Répartition des patients selon le type du traitement.

Les resultats montrent que les antibiotiques sont les plus utilisés dans le traitement du
COVID-19 avec un pourcentage de 46,12 %. Les anti-inflammatoires et les agents anti-
thrombotiques viennent en deuxiéme et troiséme position respectivement qui sont prescrit
presque de la méme fréquence (21,43% et 19,80% respectivement). En dernier lieu, les

compléments alimentaires qui représente 12,65 % des traitements préscrits.
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1.4.1 Le type d’anti-inflammatoire préscrit dans le traitement

92% I
S % EEe
dexamethosone dexamethosone dexamethosone
(8mg) (6mg) (4mg)

Figure 12 : répartition des patients selon le type d’anti-inflammatoires.*

La dexamethosone a forte dose, 8 mg, représente le principale anti inflammatoire

préscrit pour les patients COVID19 avec un pourcentage de 92 %. Les autres dose 6mg et 4

mg du méme médicament sont préscrites pour uniquement 3.8% des patients.

1.4.2 Le type d’agents antithrombotiques préscrit dans le traitement

58,76%

lovenox 0,8cc lovenox 0,6¢cc lovenox 0,4cc

Figure 13 : répartition des patients selon I’agents antithrombotiques préscrit dans

le traitement.
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La figure ci-dessus montre que le lovenox est I’'unique agent anti thrombotique préscrit

avec ses 3 dosages 0.8cc 0.6cc et 0.4cc avec des pourcentage de 58.76%, 35.05% et 6.18%.

1.4.3. Le type d’antibiotique préscrit dans le traitement

38,05%

27,88%
0,
10,18% 8 41%
5,31%
3,10%  2,65% 2,21% 2,21%
e
| ' & & = =
%

o

& & @\\O Q Q@

Figure 14 : Répartition selon le type d’antibiotiques.

Notre étude démontre que 1 Claforan et Ciprolon sont les plus prescrits avec 38,05% et
27,88 % respectivement, suivi del’Imipenem et la Gentamycine avec 10,18% et 8,41 %

respectivement. En troisiéme lieu on trouve le Flagyl avec un pourcentage de 5,31%.
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1.5 Le bilan biologiqueique

B % des patients B <TAUX NORMAL B TAUXNORMAL  m>TAUX NORMAL

97,67%

72,58%
67,19% —
62,50%
0%
20,06%

50% |
|
| |

1 omm—
uree glycemie proteine CRP potasium sodium creatinine

Figure 15 : Répartition des patients selon les résultats du bilan biologique.

L’analyse de la figure 12 montre que les taux de glycémie, de potassium et de sodium
sont les test biochimique les plus demandés par les médecins, dans le but d’établir une
surveillance de 1’état de santé du patients. Suivie de CPR qui est éfféctuée par 13.92% des
patients. Il est a noté que la CRP, la glycémie et I’urée sont la parameétres les plus altérés avec

une ¢levation par rapport aux normes physiologiques.

Seulement 2,27% des patients ont effectué le test de I’'urée 42,86% ont un taux normal
en revanche 57,14% ont un taux élevé qui est causé par une déshydratation, et les 14,29% ont

une baisse qui est causé par une carence en protéines alimentaires

Sur les 22,33% des patients 11.59% ont un taux normal quant aux 84,06% qui ont une

hyperglycémie et 4.35% qui ont une hypoglycémie causé par leur maladie (diabéte)

Pour le potassium sur 20,71 % des patients 67,19% ont un taux normal mais 26,56% ont
une baisse de taux de potassium. Cela peut étre causé par les vomissements, la diarrhée...
L’augmentation du taux du potassium (6,25%) peut étre causée par les différents anti-

inflammatoires et antihypertenseurs prescrit lors du traitement.
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Pour le sodium, sur 20,71% on a trouvé 62,50% qui ont un taux normal et les 12,5% qui
ont une augmentation (hypernatrémie) sont causés par une déshydratation causée par la

diarrhée (I’'un des symptomes de la COVID-19).

Sur 20,06% des patients ayant fait le test de la créatinine nous avons 72,58% avec un
taux normal, mais 25,80 % ont un exces. Cela est causé par la maladie de la COVID-19 qui
peut étre a I’origine des complications rénales et aboutir a une insuffisance rénale ce qui

provoque une diminution de 1’élimination de la créatinine

1.6 FNS

B % des patients B <TAUX NORMAL B TAUX NORMAL >TAUX NORMAL

67,61% 68,06% 66,67%

60,27%

35,62%

25,35%

GB GR HGB PLT

Figure 16 : Repartition des patients selon leurs FNS
Pour le test FNS 25% des patients ont fait le test.

GB : 35,62 % ont obtenus des resultats dans les normes et 60,27% ont un taux élevé de

GB.

GR : 9.86% présentent un exces, ce qui peut étre di a un défaut respiratoire ce qui

pousse 1’organisme a capter plus d’oxygene

PLT 66.67% ont un taux normal et 5.56% ont un taux élevé qui est causé par les

infections.
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1.7 La saturation

68,54%
24,72%
—
| ]
| ]
.
——
| ]
—_— 6,74%
. A
. m TR —
— — 7
60-94% 94-100% <60%

Figure 17 : niveau de saturation d’O, des patients.

Les résultats montrent que 24,72% ont une bonne saturation d’oxygene cependant
68.54% meédiocre, on parle méme d’une désaturation et ceci est provoqué par les problémes
respiratoires qu’engendre la maladie de la COVID-19.

2. Evaluation des paramétres de stress oxydative chez les patients COVID19

2.1 Le taux de gutathion chez les patients COVID19

10
9
8
7
6 W Patients recrutés
i M Réanimation
3 H Controle
2
1
0
Patients Réanimation Contréle
recrutés

Figure 18 : Taux de glutathion chez les patients atteints du COVID 19.
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Nos résultats montrent que la diminution des taux de gutathion chez les patients
COVIDI19 est comparative au contrdle. Cependant, les taux de glutathion sont comparables
entre les patients recrutés au service COVIDI9 et les patients COVID orientés vers la

réanimation.

2.2Activité enzymatique de GST chez les patients COVID-19

2,421385468 2,260540655

1,915382186

Patients recrutés Réanimation Control

Figure 19 : Activité enzymatique de la GST chez les patients atteints du COVID 19.

Le dosage de I’activité GST montrent une diminution de ’activité de ’enzyme chez les
patients recrutés en réanimation alors que 1’activité de ’enzyme n’a pas été affecté chez les

patients rerutés au service COVID19 ou elle est comparable a celle des sujets contrdles.
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Conclusion



Covid-19 est une pandémie d'une maladie infectieuse émergente provoquée par un
nouveau coronavirus, dénommé SARS-CoV-2 découvert récemment.
Jusqu’a ce jour, aucun traitement spécifique n’a été découvert. L’isolement et les

mésures barriére constituent les principaux moyens de prévention.

L’identification de cibles thérapeutiques adéquates nécessite d’approfondir les
connaissances que nous avons du cycle et de la pathogenése de ces virus.

Dans le cas du COVID-19, il est apparu récemment que le stress oxydant semble jouer
un role trés important dans le dysfonctionnement respiratoire trés profond qui résulte souvent
dans le décés du patient.

La production massive de ROS entrainera une baisse de I'immunité humaine,
augmentant ainsi la vulnérabilit¢ aux infections virales. Le stress oxydatif affecte le
mécanisme de réparation et le systtme de contréle immunitaire, c’est 1'un des principaux
événements de la réponse inflammatoire. Cela nous permet également de conclure que le
stress oxydatif est le principal facteur qui augmente la gravité du COVID-19, en particulier
lorsqu'il s'agit de maladies chroniques.

La fragilité¢ du systéme antioxydant indique que la supplémentassions en antioxydants

est recommandée dans la stratégie de traitement du COVID-19.
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Résumeés



Résumé

La COVID -19 est une maladie infectieuse respiratoire apparu en décembre 2019, en
Chine, et causée par le coronavirus SARS-CoV-2. Elle est devenue une pandémie et s’est

propagée jusqu’a notre pays.

Afin de bien comprendre cette pathologie, nous avons réalis¢ une étude
épidémiologique rétrospective sur 124 patients qui ont été hospitalisés au service de
réanimation du au niveau CHUC. Dans un deuxiéme contexte, nous avons évalué le statut
oxydatif chez les patients atteints de COVID-19 en évaluant le glutathion et la glutathion S
Transférase.

La COVID -19 touches autant d’hommes que de femmes et la tranche d’age la plus

touchée est comprise entre 60et 79 ans avec une moyenne de 61.82 ans.

Les antibiotiques sont les médicaments les plus recommandés dans le traitement de cette
pathologie avec 46.12%, suivies des anti-inflammatoires, les agents anti-thrombotique et les
compléments alimentaires. Dexamethasone est le seul anti-inflammatoire prescrit aux patients

hospitalisés avec des doses différentes.

La maladie COVID-19 peut causée des complications rénales ce qui provoque une
augmentation de la créatinine. Ainsi, une CRP élevée indique la présence d’une réaction

inflammatoire ce qui était retrouvé chez notre population (elle est de 97,67%)

Une augmentation de la créatinine est du a une diminution de son élimination, cette

derniere est causée par des complications rénales.
6,74% seulement de notre population ont présenté un niveau bas de saturation en O2.

La COVID -19 provoque une diminution du glutathion ainsi que de ’activité de 1’enzyme
GST. Le manque de glutathion pourrait ainsi bel et bien constituer un important facteur de
risque pour les complications chez les patients souffrant de Covid-19, dont le syndrome de
détresse respiratoire aigué, la défaillance multiviscérale (lorsque des organes se détériorent
rapidement) et la mort. De par I’activité antivirale du glutathion réduit, les individus carencés
seraient plus susceptibles & une réplication incontrélée du SARS-CoV-2, entralnant une

charge virale ¢élevée.

Mots-clés : COVID-19, glutathion, stress oxydant, traitement.
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Abstract

COVID -19 is an infectious respiratory disease that appeared in December 2019 in China and

is caused by the coronavirus SARS-CoV-2. It became a pandemic and spread to our country.

In order to fully understand this pathology, we carried out a retrospective epidemiological
study on 124 patients who were hospitalized in the intensive care unit at the CHUC level. In a
second setting, we assessed oxidative status in patients with COVID-19 by assessing

glutathione and glutathione S Transferase.

COVID -19 affects as many men as women and the most affected age group is between 60

and 79 years old with an average of 61.82 years old.

Antibiotics are the most recommended drugs in the treatment of this pathology with 46.12%,
followed by anti-inflammatory, anti-thrombotic agents and food supplements. Dexamethasone

is the only anti-inflammatory prescribed to hospitalized patients with different doses.

COVID-19 disease can cause kidney complications which causes an increase in creatinine.
Thus, a high CRP indicates the presence of an inflammatory reaction, which was found in our

population (it is 97.67%).

An increase in creatinine is due to a decrease in its elimination, the latter being caused by

renal complications.
Only 6.74% of our population presented a low level of O2 saturation.

COVID -19 causes a decrease in glutathione as well as GST enzyme activity. Lack of
glutathione could well be an important risk factor for complications in patients suffering from
Covid-19, including acute respiratory distress syndrome, multiple organ failure (when organs
deteriorate rapidly) and death. Due to the antiviral activity of reduced glutathione, deficient
individuals would be more susceptible to uncontrolled replication of SARS-CoV-2, resulting

in a high viral load.

Keywords: COVID-19, glutathione, oxidative stress, treatment.
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La COVID -19 est une maladie infectieuse respiratoire apparu en décembre 2019, en Chine, et causée
par le coronavirus SARS-CoV-2. Elle est devenue une pandémie et s’est propagée jusqu’a notre pays.

Afin de bien comprendre cette pathologie, nous avons réalisé une étude épidémiologique rétrospective
sur 124 patients qui ont été hospitalisés au service de réanimation du au niveau CHUC. Dans un deuxi¢me
contexte, nous avons ¢valué le statut oxydatif chez les patients atteints de COVID-19 en évaluant le
glutathion et la glutathion S Transférase.

La COVID -19 touches autant d’hommes que de femmes et la tranche d’age la plus touchée est
comprise entre 60et 79 ans avec une moyenne de 61.82 ans.

Les antibiotiques sont les médicaments les plus recommandés dans le traitement de cette pathologie
avec 46.12%, suivies des anti-inflammatoires, les agents anti-thrombotique et les compléments alimentaires.
Dexamethasone est le seul anti-inflammatoire prescrit aux patients hospitalisés avec des doses différentes.

La maladie COVID-19 peut causée des complications rénales ce qui provoque une augmentation de la
créatinine. Ainsi, une CRP ¢levée indique la présence d’une réaction inflammatoire ce qui était retrouvé
chez notre population (elle est de 97,67%)

Une augmentation de la créatinine est du a une diminution de son élimination, cette dernicre est
causée par des complications rénales.

6,74% seulement de notre population ont présenté un niveau bas de saturation en O2.

La COVID -19 provoque une diminution du glutathion ainsi que de 1’activité¢ de I’enzyme GST. Le manque
de glutathion pourrait ainsi bel et bien constituer un important facteur de risque pour les complications chez
les patients souffrant de Covid-19, dont le syndrome de détresse respiratoire aigué, la défaillance
multiviscérale (lorsque des organes se détériorent rapidement) et la mort. De par I’activité antivirale du
glutathion réduit, les individus carencés seraient plus susceptibles a une réplication incontrolée du SARS-
CoV-2, entrainant une charge virale ¢élevée.
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