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Introduction

Le cisplatine est un agent chimiothérapeutique a base de platine utilisé dans le
traitement de différents cancers; ainsi il provoque la neurotoxicité périphérique avec son
pouvoir cytotoxique; cependant, I'nyperhydratation du cisplatine augmente significativement
I'incidence de la neurotoxicité (1). Le cisplatine est associé a la neurotoxicité car il induit une
polyneuropathie sensorielle périphérique, une ototoxicité et rarement, une encéphalopathie
(2).

L'incidence de la neuropathie périphérique associée au cisplatine est fortement liée aux
méthodes habituelles pour évaluer la toxicité. Le mécanisme de la neurotoxicité associée au
cisplatine n'est pas entierement compris, mais la participation sélective des grandes fibres

sensorielles de la myéline montre qu’il peut dériver des ganglions des racines dorsales (3).

Des examens neurologiques sur un modéle des animaux traites avec le cisplatine
provoquent des changements pathologiques sur les GRD. De méme les examens
pharmacologiques du tissu neuronal des patients traités avec le cisplatine ont montré une
accumulation de platine dans le GRD qui n'est pas protégé par la barriere hémato-
encéphalique(4) et (5). Ces derniéres années, beaucoup d'agents neuroprotecteurs ont été
examineés dans le but de réduire I'effet néfaste de la neurotoxicité périphérique sur les patients

suivants la chimiothérapie a partir d’une dose cumulative du cisplatine (6) (7).

Les organismes aérobies sont protégés par un systeme de défense contre les dégats
causés par les radicaux libres. Ce systeme antioxydant inclut des enzymes comme la catalase,
la glutathion peroxydase, la glutathion transférase, et le superoxyde dismutase comme il
existe aussi des oligo-éléments de séquestration des métaux prooxydants (fer, cuivre). Par
ailleurs, des composés hydrophiles et lipophiles comme les vitamines C et E et le GSH, qui
agissent en piégeant ou en supprimant la génération de radicaux libres, sont importants dans
le contréle de I’homéostasie redox intracellulaire. Des éléments traces tels que le zinc et le

sélénium participent également a la défense antioxydante.

Quelques études se sont intéressées au réle des antioxydants dans le mécanisme de
toxicités du cisplatine. Une récente réalité indique que les effets secondaires associes au
cisplatine résultent de la formation des radicaux libres(8) (9). De plus, les données obtenues
dans des études sur I’homme, ont indiqué que le traitement au cisplatine provoque une baisse
dans les concentrations des antioxydants plasmatiques a cause du stress oxydatif (9). Il est

intéressant de noter que les signes cliniques et la fonction neuropathologique observée dans
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la neuropathie produite par le cisplatine sont semblables a ceux observés dans la

neuropathie qui résulte de la carence en vitamine E (10).

Dans une étude pilote récente, on a trouve une diminution de la vitamine E au niveau
du plasma des patients qui souffrent d’une neurotoxicité périphérique sévere apreés un
traitement par le cisplatine, en indiquant que le manque en vitamine E pourrait étre impliqué

dans le mécanisme de la neurotoxicité induite par le cisplatine (11).

Le but de notre étude est I’évaluation de l'effet neuroprotecteur de la vitamine E chez
des souris traités par le cisplatine et évaluer si la combinaison de cisplatine avec la vitamine E

pourrait modifier I'efficacité anti tumorale du cisplatine.
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1. Le systéme nerveux
Le systéme nerveux s’acquitte des taches nombreuses et complexes. Il nous permet de

percevoir différent odeur (sensation), de parler (langage) et de nous rappeler les événements
(mémoire): il émet aussi les signaux qui déterminent les mouvements du corps et régule le
fonctionnement des organes internes. Ces taches se regroupent en trois fonctions
fondamentales: la fonction sensorielle, la fonction intégrative et la fonction motrice (12) Le
systéme nerveux est organisé en systéme nerveux central (SNC) comprend ’encéphale et la
moelle épiniére, et le systeme nerveux périphérique (SNP) comprend les nerfs. Ces deux
systemes sont reliés et fonctionnent en harmonie (13).

Le SNP se subdivise en deux grandes parties: le systeme nerveux dit somatique (SNS)

et le systéme nerveux dit autonome (SNA) (14).

1.1.  Le systéeme nerveux central (SNC)
1.1.1. L organisation macroscopique
1.1.1.1. L’encéphale

L’encéphale est un organe spongieux fait de tissus nerveux et de tissus de soutien. Il
est situé dans la téte et est protégé par une boite osseuse appelée crane. La partie inférieure de
I’encéphale, soit la base, est liée a la moelle épiniére. Ensemble, 1'encéphale et la moelle
épiniére forment le SNC. La moelle épiniére contient des nerfs qui transmettent de
I’information en direction et en provenance de 1’encéphale.

L’encéphale est composé du cerveau, du cervelet et du tronc cérébral (15) (figure 1).

Systéme nerveux central

cerveau

corps calleux

thalamus
hypothalamus

hypophyse
cervelet
tronc cérébral

moelle
épiniére

Figure 1: systéme nerveux central (15).
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a) Le cerveau

Le cerveau est la partie la plus volumineuse de 1’encéphale. Il est trés développé dans
I’espece humaine ou il représente environ 80% du poids de | encéphale. Il est divisé en 2
moitiés appelées hémisphére cérébral gauche et hémisphére cérébral droit. Ces 2 hémisphéres
sont reliés par un pont de fibres nerveuses appelé corps calleux.

La moitié droite du cerveau (hémisphere droit) commande le coté gauche du corps
tandis que la moitié gauche du cerveau (hémisphere gauche) commande le c6té droit du corps.
(13) (figue 2)

Fissure interhémisphérique

Hémispheéere
droit

Figure 2: Les hémispheres cérébraux (13).

Les hémispheres cérébraux

Chaque hémispheére est constitue par une coquille périphérique de substance grise, le
cortex cérébrale, enveloppant la masse épaisse de la substance blanche est située une autre
région de substance grise qui forme les noyaux grise centraux. (13)

Le cortex, (substance grise) est la partie extérieure, la partie intérieure, les axones
myélinisés (substance blanche) (SB) (16)

Dans tout le SNC, la substance grise est essentiellement constituée par de dense amas
de corps cellulaire avec leurs dendrites et aussi par de nombreuses cellules gliales. La
substance blanche est faite de faisceaux d’axones myeélinisés et la couleur due aux graisses
(lipide) de myéline .on peut considérer la substance grise comme les «ordinateurs du SNC» et

la substance blanche comme les «cable» qui les relient. (13)

Le cortex présent des plis, qui permettent de diviser le cerveau en lobes. La scissure de
Sylvius et la scissure de Ronando sont les deux principales scissures .les scissures définissent
le cortex cérébral en des lobes qui sont le lobe frontal, le lobe pariétal le lobe occipital et le
lobe temporal. (17)



Revue bibliographique

Cortex cérébral
ou substance grise

Substance
blancha

Figure 3: le cortex. (18) Figure 4: les scissures du cortex qui forme les lobes
cérebraux.(18)
Tableau 1: les lobes cérébraux (13)

Le lobe frontal 3 fonctions principales:(1) activité motrice
volontaire;(2) capacité  langagiere et (3)

élaboration de la pensée

Le lobe pariétal A essentiellement pour role de recevoir et traiter

les messages sensoriels

Le lobe temporal responsable du traitement initiale des messages
sonores

Le lobe occipital responsable du traitement initial des messages
visuels.

Antérieur | Postérieur
— S—l-

Lobe frontal Lobe pariétal
I

Gyrus

Gyrus
postcentral

précentral

Sillon

Sillon pariéto-occipital

central

Lobe
insulaire

Lobe
occipital

Sillon
‘ latéral

I
Lobe temporal

Figure 5: les lobes cérébraux (12).
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b) Le cervelet
Le cervelet est la deuxiéme plus grosse partie de I’encéphale. 1l se situe sous le cerveau, dans
la partie arriere de 1’encéphale. (13) Il est impliqué dans la coordination des mouvements, la

marche et station debout et le tonus. (19) (figure 6).

Lobe antérieur

Cortex
cérébelleux

Pédoncules
cérébelleux

posiérieur
* Inférieur

Bulbe - X Lobe médian Plexus
rachidien choroide

du quatrieme
ventricule

Figure 6: Le cervelet (19).

c) Letronc cérébral

La plus ancienne et la moins volumineuse des régions de | encéphale, est dans le
prolongement de la moelle epiniere.il contr6le beaucoup de fonctions vitales comme la
respiration, la circulation et da la digestion qui sont communes a de nombreux vertébrés
moins évolués. (13)

En distingue trois niveaux; le mésenphale (pédoncules cérébraux), la protubérance
annulaire, et le bulbe rachidien; il assure le maintien de la conscience et la régulation des

cycles biologiques. Lieu d’émergence de la majorité du nerf cranien (20) (figure 7).

Tronc cerebral

Figure 7: le tronc cerébral (20).
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Tableau 2: Les principales parties de 1’encéphale et de leurs fonctions (13).

Partie de I’Encéphale Principales Fonctions

Cortex cérebral 1-Perception sensorielle

2-Contrdle volontaire des mouvements

Langage

3-Traits de personnalité

4-Fonction mentales supérieures comme la pensé, les

mémaoires la conscience la créativité

Noyaux gris centraux 1-Inhibition du tonus musculaire

2-Coordination du mouvement soutenu lents

3-Suppression des mouvements parasites

Thalamus 1-Relais de toutes les entrées synaptiques
2-Sensation brute
3-Un certain degré de conscience

4-Role dans le controle de la motricité

Hypothalamus 1-Régulation de nombreuses fonctions homéostatiques
2-Lien important entre le systeme nerveux et endocrine
3-Role important dans les émotions et les comportements

émotionnels élémentaires

Cervelet 1-Maintien de 1’équilibre
2-Renforcement du tonus musculaire
3-Coordination et planification de 1’activité précise motrice

précise volontaire

Tronc cerébral 1-Origine de la plupart des nerfs craniens

2-Siege des centres nerveux de la respiration, de la
circulation et digestion

3-Controle des reflexes de posture et 1’équilibre

4-Réception et intégration des messages venant de la moelle
épiniére; réaction d’éveil et vigilance du cortex cérébral

5-Role dans le cycle veille-sommeil
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1.1.1.2. La moelle épiniere

Est un long cylindre de tissu nerveux prolongeant le tronc cérébral .elle a des fonctions vitales,
premierement, c’est le lieu de passage des neurones reliant 1’encéphale au systéme nerveux
périphérique. Deuxiémement, c’est le centre intégrateur des reflexes spinaux dont certains reflexes

¢lémentaires de protection et de posture ainsi que de reflexes d’évacuation des visceéres pelviens.

(13) (figure 8).

substance blanche
= fibres nerveuses (axones) avec gaine de myéline

Dos

racine dorsale
ganglion
rachidien

nerf rachidien racine ventrale

substance grise
= corps cellulaires de neurones et dendrites

Ventre

Figure 8: structure de la moelle épiniere (13).

1.1.2. Organisation microscopique
e Tissu nerveux
Le tissu nerveux comporte deux grandes categories de cellules;les cellules nerveuses
(neurones,estimees a 100 milliards dans le cerveau) et la glie (cellules gliales,encore plus

nombreuses) qui forment un reseau de tissu entre les neurones(21).

»  Neurone: cellule nerveuse

Les cellules nerveuses ou neurones ont pour fonction de recevoir, générer et
transmettre des messages nerveux, elles assurent les différentes fonctions cérébrales.

Le neurone est la cellule informative du systeme nerveux. Il est fait d’un corps
cellulaire (noyau, cytoplasme et organites) et de prolongements. Sa structure varie selon sa
fonction, mais la caractéristique anatomique commune est dans les prolongements du corps
cellulaire, dendrites et axones; les neurones sont classés selon le nombre et la disposition des

prolongements et selon leur fonction (22).
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Il existe 3 classes de neurones:

Tableau3: les classes des neurones (13).

Les neurones afférents Renseignent le SNC sur la situation dans
| environnement extérieure et dans |

organisme

Les neurones efférents Veéhicule les instructions émises par le
SNC vers les organes effecteurs, en

particulier les muscles et les glandes

Les interneurones Sont responsables de I’intégration des
informations afférentes et de la mise en
forme des commandes efférentes
appropriées ainsi que des fonctions

mentales supérieures de la pensée

1 ¥ s 2
Corps AN £y
ceIIL?Iaire i &9‘3_ 7} o 1 - Surface du cortex
Noyau — - 2 i\g/ Axone
& 3
Dendrites Lol | Cellule
non pyramidale
5

Cone axonal Cellule pyramidale

Nceuds
de Ranvier g~

22}

Axone

de myeline présynaptiques
| Myéline

Figure 9: Neurone et disposition laminaire du cortex (22).

(1)Structure d’un neurone (les dendrites acheminent les potentiels d’action vers le corps
cellulaire, I’axone conduit I’information vers d’autres neurones ou fibres musculaires, la gaine
de myéline est représentée en coupe). (2). Cortex moteur stratifié en six couches (la couche 1
est gliale, les couches (2) et (3) sont associatives, la couche(4) est faite de cellules non
pyramidales recevant les informations sensitives du thalamus, les couches (5) et (6) sont faites
de cellules pyramidales motrices avec le départ de leur axone).

» Cellules gliales, non neuronales
Les cellules non neuronales ou gliales n’ont pas de role direct dans la transmission des
messages, mais des fonctions indirectes essentielles: soutient et protége le tissu neuronal. Ces

deux tissus ont des interrelations trés étroites, de plus les cellules gliales ont un réle majeur au
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cours de la migration et de la maturation des cellules neuronales. Les cellules gliales sont 10
fois plus nombreuses que les neurones (22).

Les cellules gliales jouent le role de tissu conjonctif dans le SNC et assurent le soutien
physique et chimique des neurones

Il'y a 4 variétés de cellules gliales sont les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules

de la microglie et les cellules épendymales (13).

Tableau 4: Les différents types de gliocytes du SNC (13):

Les astrocytes: (astron: étoile; kytos;
cellule)

Sont les gliocytes les plus et les plus
nombreux du corps humain (23). lls
assurent le contact entre les neurones et
les vaisseaux sanguins, ils referment de
glycogene et ils jouent un réle important
dans le SNP(24).

Les cellules épendymales:(épi: sur;
enduma: vétement)

Sont des cellules cubiques ou
prismatiques disposées en une seule
couche et munies de microvillosités ainsi
que de cils (23).

Elles assurent le revétement des cavités
ventriculaire du SNC et jouent un role

dans les échanges entre le SNC et le

liquide céphalo-rachidien (LCR) contenu

dans ces cavites (25).

10
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Les oligodendrocytes:

(oligo: peu nombreux; dendron arbre)
rassemblent aux astrocytes mais ils sont
plus petits et possedent moins de
prolongements. Ces  prolongements
forment et maintiennent la gaine de
myéline qui entoure les axones du SNC
(23).S’enroule autour du neurone pour
modifier et ainsi  favoriser  son
fonctionnement. La plus connue est la
cellule de Schwann qui forme la myéline
(26).

Oligodendrocyte—

)
Nucleus~

Node of Rarwiler
", Myelin Sheath

Microfilament
"\ Microtubule

Les microglies:(mikros: petit) (23)

sont constituées de cellules
macrophagiques spécialisées qui
interviennent  dans les  fonctions
immunitaires du SNC (27). elles dérivent
des monocytes des cellules extrémement
petite qui a pour role des filtrer virus et
bactérie pour protéger les neurones (28).

1.2. Le systeme nerveux peripheérique

Le SNP est la partie du systeme nerveux formée des ganglions et des nerfs a I'extérieur

du cerveau et de la moelle épiniéere. Sa fonction principale est de faire circuler I'information

entre les organes et le systéme nerveux central (SNC). A l'inverse du SNC, le SNP n'est pas

protégé par les os du crane et de la colonne ; il n'est pas non plus recouvert par la barriere

hémato-encéphalique qui assure l'isolation du SNC. Ce manque de défense laisse le SNP

beaucoup plus expose aux lésions mécaniques et aux toxines

Une des caractéristiques du SNP est la présence de cellule de Schwann qui myélinise

c'est-a-dire I'isolation électrique une grande partie des axones periphériques ; alors que dans le

SNC, ce sont les oligodendrocytes qui remplissent cette fonction.

11
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Une affection du systéme nerveux périphérique provoque chez le malade un syndrome
neurogene périphérique (29)
Le systeme nerveux périphérique comprend :
» Systéme nerveux somatique
Est la partie du systeme nerveux périphérique associée au contrdle volontaire des
mouvements du corps via l'action des muscles squelettiques, Le systéme nerveux somatique
est ainsi constitué de fibres efférentes qui sont responsables de la contraction musculaire, et

de fibres afférentes recevant des informations venant de I'extérieur (30).

» Systéme nerveux autonome

Le SNA (aussi appelé systtme nerveux (neuro-) végétatif ou systeme nerveux
viscéral) est la partie du systéme nerveux responsable des fonctions non soumises au contrdle
volontaire. Il contr6le notamment les muscles lisses (digestion, vascularisation...), les muscles
cardiaques, la majorité des glandes exocrines (digestion, sudation...) et certaines glandes
endocrines. Le systéme nerveux autonome contient des neurones périphériques mais aussi
centraux.

Le prolongement du systéme nerveux périphérique comprend I'ensemble des nerfs et
de leurs renflements (ganglions nerveux). Les nerfs, rattachés par une extrémité au systeme
nerveux central, se ramifient & l'autre extrémité en une multitude de fines branches innervant

I'ensemble du corps. Il existe des nerfs craniens et des nerfs rachidiens (31).

% Les nerfs craniens

Sont aux nombres de 12 paires, Dix des douze nerfs crénien proviennent du tronc
cérébral et contrélent principalement les fonctions anatomiques de la téte, avec quelques
exceptions. Les noyaux des nerfs | et Il se situent dans le prosencéphale et le thalamus,
respectivement, et ne sont donc pas considerés comme de vrais nerfs périphériques. Le nerf X

recoit les informations sensorielles viscérales du thorax et de I'abdomen (32)

¢ Les nerfs rachidiens (nerfs spinaux)

Les nerfs rachidiens (ou les nerfs spinaux) sont aux nombres de 31 paires, ils naissent
a la moelle épiniére, et contrdlent le reste du corps

Ils sont constitués d'une racine antérieure (motrice) et d'une racine postérieure
(sensitive), ces deux racines se réunissent apres la sortie de la moelle épiniére pour former le

nerf rachidien.
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Certains des nerfs, s'anastomosent pour former des plexus (ensemble de fibres
nerveuses innervant un territoire organique déterminé): cervical, brachial, dorsal, lombaire,

sacré, honteux. (32)

Les ganglions des racines dorsales (GRD)

Le ganglion spinal ou ganglion rachidien est un noyau ovoide situé sur la racine
sensitive dorsale du nerf rachidien, et renferme le soma et les dendrites de neurones dont les
axones transitent par cette racine.

Les corps cellulaires des neurones présents dans le ganglion spinal sont ceux des
neurones de sensibilité extéroceptive (tact, douleur et température), intéroceptive (visceres) et
proprioceptive (muscle et tendon).Le ganglion spinal relie la racine dorsale a la moelle

épiniere.

Les ganglions de la racine dorsale se forment au cours du developpement
embryonnaire. lls proviennent de la premiére vague de migration dorso-ventrale des cellules
de la créte. Ces cellules se différencient en différents types de neurones sensitifs, en cellules
de Schwann et en cellules satellites, selon une différentiation spatio-temporelle défini mais
encore mal connu. Une seconde vague de migration provenant de la racine dorsale de la
moelle épiniere, plus tardive, apporte un pourcentage important des cellules de Schwann du

ganglion ainsi que certains neurones (33). (Figure : 10)

Skeletal muscle of back

Dorsal Root Ganglion
Dorsal Horns

Sensory receptors
Ventral Root & ; of limbs and trunk

Ventral horn

motor neurons
Ventral Horns -

Skeletal muscle of limbs and trunk

Figure 10: Schéma représentant les ganglions des racines dorsales (33).
e La mort des neurones (I’apoptose)

Les neurones ne meurent généralement pas avant la mort de l'organisme entier.
Toutefois, plusieurs types de pathologies peuvent raccourcir la durée de leur existence. Les

neurones qui disparaissent ainsi sont rarement remplacés car il subsiste peu de cellules
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souches capables de se différencier en neurones dans le systéme nerveux mature. Comme la
plupart des cellules, les neurones peuvent mourir de deux manieres différentes: par nécrose ou

par apoptose.

L'apoptose peut survenir dans une grande variété de situations. Le noyau de la cellule
se condense, la cellule se fragmente sans disperser son contenu et les fragments sont
rapidement éliminés par le tissu environnant. Cette forme de mort cellulaire requiert souvent
la production par la cellule de protéines spécialisées, ce qui fait dire que la cellule prend part
de facon active a sa propre élimination «mort cellulaire programmée» afin de ne pas

endommager le tissu voisin.

La mort des neurones par apoptose, fréquente au cours du développement survient
également lorsque le neurone détecte une anomalie dans son propre fonctionnement et qu’il
dispose d'un temps de survie suffisant pour mettre en place les mécanismes spécifiques de ce
type de mort cellulaire. Par exemple, I'apoptose est déclenchée par des anomalies du
métabolisme qui produisent I'accumulation de radicaux libres dans la cellule, ou par un exces

de calcium intracellulaire di a une déchirure de la membrane.

L'organisation du systéme nerveux en réseau a pour inconvénient de permettre la
propagation a distance des effets d’une 1ésion locale (34).
Synapses et neurotransmetteurs
> Les synapses
Une synapse est une jonction anatomique spécialisée entre deux neurones, dans
laquelle I’activité électrique d’un neurone présynaptique influence I’activité électrique d’un
neurone post-synaptique.sur le plan structural et fonctionnel, on distingue les synapses
électriques et les synapses chimiques.
a) Synapses électriques: dans la synapse ¢lectrique, les potentiels d’action se propagent
directement entre les cellules adjacentes par des jonctions communicantes. Chaque jonction
communicante contient une certaine de connexons, protéine tubulaires qui font office de

tunnels entre le cytosol d’une cellule et celui de sa voisine.

b) Synapses chimiques: bien quelles soient tres rapprochées, la membrane plasmique du
neurone présynaptique et celle du neurone postsynaptique d’une synapse chimique ne se

touchent pas. Elles sont séparées par la fente synaptique (23).

14
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(a) Synapse électrique (o) Synapse chimique

Axone do fa

Axone de la colllo présynapligue .
celufe 3 N
présynaptique T Torminaison axonale Teminaison axonale
| 4 Exocytose du
S Vésicules neuromediateur
Membrane , §
/ A olasmigue Firesdg  SHapUAues /i
s % lalame Fente

synaplique

~

Jonction lacunaie /
N 3 f e \\\\ (

SRSt R o
SR ! bl

X / Cellle  \/ 7

k postsynaptique \_

Celule postsynaptique Récepteurs aux differents
neuromeédiateurs

Figure (11): les deux types de synapses (23).
> Les neurotransmetteurs
Les neurotransmetteurs classiques impliqués dans de nombreuses fonctions tant au

niveau du systéme nerveux central que périphérique.

Les deux principaux neurotransmetteurs du systeme nerveux périphérique sont
I'acétylcholine et la noradrénaline. Cependant, différents autres neurotransmetteurs sont

également utilisés.
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Neurotransmetteur

Exemple de
désordre ou il
est impliqué

Structure de la molécule

L'acétylcholine est un
neurotransmetteur excitateur trés
répandu qui déclenche la
contraction musculaire et stimule
I'excrétion de certaines hormones.

Dans le systeme nerveux central, il

La"maladie
d'Alzheimer™

est associée a

joue un réle fondamental dans

un manque -
les modifications de la connectivité dacétylcholine &
neuronale a fin de former de . L I

dans certaines i .
nouvelle mémoire. , .

régions du L,._.,.H
Acétylcholine(ACh) est dégradée

cerveau o |

au niveau de la fente synaptique

par I’acétylcholinestérase (AChE)
(35).

La noradrénaline est un

neurotransmetteur important pour

La

noradrénaline

I'attention,les émotions,le joue un réle

sommeil,le réve et I'apprentissage. | dans les

La noradrénaline est aussi libérée | troubles de WO ey HiEd
comme une hormone dans le sang | I'numeur ]| HI

ou elle contracte les vaisseaux | comme la L. =

sanguins et augmente la fréquence | maniaco-

cardiaque (27) dépression.

16



http://lecerveau.mcgill.ca/flash/d/d_08/d_08_p/d_08_p_alz/d_08_p_alz.html#2
http://lecerveau.mcgill.ca/flash/d/d_08/d_08_p/d_08_p_alz/d_08_p_alz.html#2

|2 Neurotoxicitf




Revue bibliographique

2. La Neurotoxicité

C’est toute la modification altérant la structure ou la fonction du systéme nerveux
résultant d’une exposition a un agent chimique. (36) Une substance neurotoxique agit
habituellement en perturbant ou en paralysant I'influx nerveux, en agissant notamment sur les
émetteurs ou les récepteurs synaptiques. Le resultat est, en quelques minutes, voire en
quelques secondes, des troubles de la vue et des autres sens, une perte du contréle moteur
(paralysie générale), éventuellement suivie d'une paralysie des muscles de la respiration,

conduisant a la mort (37).

2.1. La neurotoxicité médicamenteuse:

La toxicité neurologique des médicaments cytotoxiques est fonction de leur capacité a
traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE). (38) Cette diffusion est fonction de la taille
des molécules (poids moléculaire < 200), de leur liposolubilité et de leur liaison des protéines
plasmatiques. Les médicaments diffusant aisément a travers de cette BHE sont ceux dont la
toxicité neurologique, les autres médicaments diffusent modérément L’objectif est de décrire
la toxicité en cours de traitement et les conséquences prévisibles sur le développement

ultérieur neurocognitif et psychomoteur des chimiothérapies (39).

2.1.1 Les médicaments neurotoxiques
b) les antituberculeux
» Les Isoniazide
L’isoniazide (INH), hydrazide de I’acide isonicotinique, est un médicament
antituberculeux majeur bactéricide, actif sur le complexe tuberculosis et indiqué dans la

tuberculose en association avec les autres antituberculeux.

Le mode d’action exact de I’'INH est mal connu il agirait par inhibition de la synthése
des acides mycoliques, constituants de la membrane du bacille tuberculeux, ou encore au
niveau de la biosynthése des acides nucléiques (40). Les effets secondaires principaux de

I’isoniazide sont de deux types hépato toxicité et neurotoxicité (41).

La neurotoxicité se manifeste par des neuropathies périphériques, une excitation

neuropsychique (perte de mémoire transitoire) (42).
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c) Les médicaments de la chimiothérapie
Les dommages sur le systeme nerveux sont souvent liés a la dose de chimiothérapie
administrée. Le potentiel des lésions des nerfs varie selon le meédicament. Les agents
chimiothérapeutiques les plus fréquemment associés aux dommages ou aux changements du
systeme nerveux comprennent entre autre ceux qui suivent (43):

Tableau 6: Différents types des médicaments de chimiothérapie (43)

Médicament | Famille Symptome Mode d’action

Vincristine Alcaloides de | -Dommages au

Vinblastine la pervenche systeme nerveux Toxique aux nerfs périphériques
central et le développement de
-Dommages aux neuropathie semble étre

nerfs périphériques | concernant la dose et arrive au

neuropathie début de traitement (46).

périphérique)

—Altération des

réflexes (44) et (45).
Oxaliplatine | Sel de platine Le risque IIs se lient a ’ADN, a I’ARN et
Cisplatine d’insuffisance aux Protéine et se comportent
Carboplatine rénale comme des agents bi-

Une myélotoxicité | fonctionnels. la dissociation de la

Des troubles molécule se traduit par la
neurosensoriels: libération de deux atomes de
ototoxicité chlore. Les deux valences libres
Neuropathies se fixent alors sur les sites actifs
périphériques des molécules d'’ADN(48).
(47).

Docétaxel Taxane -Dommages aux Tubuline:

Paclitaxel nerfs craniens inhibe la dépolymérisation (49)
-Mouvements

saccadés des yeux
Douleur a la

machoire (49).
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Méthotréxane

Antimétabolite

Troubles de la
conscience,
convulsions,
anomalie du
comportement et
déficit moteur (50).

Ifosfamide

Alkylants

Encéphalopathie
troubles
neurologiques
séveres (confusion,
convulsion,
(49).

coma)

la diffusion a traverser la BHE en
fonction de la taille des
molécules de leur liposolubilité
et de leur liaison aux protéines
plasmatiques(50).

Ces médicament diffusant
aisément au travers de cette BHE
toxicité

sont ceux dont la

neurologique est la  plus
importante.D’autres médicaments

diffusent modérément (51).

2.1.2. Physiopathologie de la neurotoxicité des anticancéreux

Le mécanisme de la neurotoxicité des agents anticancéreux commence a étre mieux

connu. La neuropathie peut résulter de diverses causes exemple I’atteinte du transport médié

par des microtubules au niveau des axones, dégénérescence axonale distale (52), changement

morphologique des noyaux des neurones des ganglions rachidiens de la racine dorsale;

altération du fonctionnement des mitochondries dans les axones, accumulation intra axonale

du sodium et du calcium du fait de la perturbation des canaux ioniques voltage-dépendants

sodium/potassium (53). L atteinte neurotoxique dépend du type de chimiothérapie. Ainsi chez

des rats traités par cisplatine, on observera une atteinte du transport axonal rétrograde des

fibres myélinisées non nociceptives. Cisplatine engendre des atteintes des noyaux des

neurones des GRD, des canalopathies du canal sodique.(54) (figure 12).
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Figure 12: Les principaux effets neurotoxiques des chimiothérapies selon I’apport des

modeles expérimentaux. (53.55)

2.2. Le cisplatine
Le cisplatine est un agent chimiothérapeutique a base de platine qui se présente sous la
forme d’une poudre cristalline jaune (56) (figure 13).
» Le nom chimique:cis-diaminedichloroplatine (CDDP).

= Le nom commercial:Néoplatine. (54)

J
J

Figure 13: structure 3D de cisplatine (57).

2.2.1 La chimie du CCDP

La structure moléculaire du CCDP comprend un atome central de platine entouré par 2
atomes de chlore et 2 groupements amines en configuration cis. D’autre composés a base de
platine ont le méme noyau platine et la méme configuration cis, cependant ils ne différent que
par leurs groupes périphériques tout en préservant les angles des liaisons sur I’ADN (figure
14) (figure 15) (58).
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Figure 14: la structure 2D de cisplatine, Figure 15: structure de CCDP (58).
carboplatine, oxaliplatine et lobaplatine
(59).

Le noyau des molécules et le méme, cependant les groupements périphériques varient
d’un composé a I’autre (59).
2.2.2. Pharmacocinétique du cisplatine:

Le cisplatine plasmatique est hautement lié aux protéines (58).cependant la majorité de

cisplatine présente dans la cellule n’est pas liée aux protéines et localisé sur le cytosol (60).

2.2.3. Pharmacodynamique du cisplatine:

Le cisplatine est activé par une hydratation impliquant un échange des deux atomes du
chlore périphérique par 1’eau ou des hydroxyles (61).en présence de fortes concentrations de
chlore, dans un milieu isotonique ou dans le milieu extracellulaire, 1’hydratation n’aura pas
lieu et le médicament restera neutre (61). On croit que la forme neutre est inactive

biologiquement (62).

Le premier effet exercé par le cisplatine sur la cellule cancéreuse consiste en
I’inhibition de la synthése de I’ADN (63), les quantités nécessaires pour cela sont bien

inférieures a celles nécessaires pour inhiber la synthése de I’ARN et des protéines (62).

Les dégats causés par le cisplatine sont similaires a ceux provoqués par les agents
alkylants, avec I’équation de cisplatine, les 2 atomes chlore sont remplacés par I’eau puis ils
se lient aux deux sites sur I’ADN (64).généralement, on appelle adduit de I’ADN si les 2 sites

de fixation sont sur le méme brin, on utilise le terme anglais DNA cross-link (64).
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Des travaux précédents, in vitro, ont indiqué que I’interaction entre le cisplatine et
I’ADN peut contribuer a la formation des superoxydes causant ainsi, des dégats

supplémentaires aux cellules cancéreuses (65).

mitochondria

Figure (16): pharmacodynamique du cisplatine (65).
2.2.4. Mécanisme d’action:
De nombreuses études ont porté sur le mécanisme d’action de cisplatine (66) et (67). Il
a tout d’abord été montré que le complexe reste dans son état neutre tant qu’il circule dans les
voies sanguines. La concentration en ions chlorure y est relativement forte (100 mM), et
empéche 1’hydrolyse du composé. Le cisplatine entre ensuite dans la cellule par diffusion
passive a travers la membrane plasmique. La diminution de la concentration en ions chlorure

facilite alors I’hydrolyse en complexes trés réactifs (Figure 17) (68).

HN 1 H,N on,|" i
4 ) 2 ¥ 2 H:=0 I- P OH,
> 1/ H:=0 \P t// ﬂ. \P r/
Cl
H,N \(?.1 Ha-\'/ \r_:| { Hg:‘/ \oﬁg

Figure 17 : hydrolyse du cisplatine (68)

Les complexes tres électrophiles obtenus par 1’hydrolyse peuvent réagir avec divers
nucléophiles cellulaires, comme I’ARN, I’ADN, les protéines, le glutathion ou la méthionine.
Parmi ces composants cellulaires, les cibles principales sont les atomes d’azote des bases

purines et pyrimidines de I’ADN, c’est a dire les atomes N7 et N1 de 1’adénine, N3 de la
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cystéine et N7 de la guanine. L’établissement de ces liaisons avec I’ADN double brin donne
lieu a différents adduits (figure 18) (69).

|
HaN

@) (D)
o g i
Hwyt% HaN.__ a HaN a
o O
HaN

Figure 18: Modes de fixation du cisplatine sur I’ADN (a) bifonctionnel interbrin,
(b) bifonctionnel intrabrin, (c) monofonctionnel (69).

(a)Adduits bifonctionnels Interbrins

lIs correspondent a la figure 19(4). lls se forment entre deux guanines présentes
chacune sur un brin de I’ADN. Ils ne représentent que 5% environ des adduits tant in vitro
qu’in vivo (70) (71).

(b)Adduits bifonctionnels Intrabrins

IIs correspondent a la figure 19(2-3-5) Ce sont les adduits retrouvés majoritairement
sur I’ADN. Ce sont principalement des pontages 1,2-intrabrins faisant intervenir deux purines
voisines et les pontages 1,3-intrabrins faisant intervenir deux guanines séparées par une

troisiéme base.

Les pontages 1,2-intrabrins sont largement majoritaires et se forment entre deux
guanines voisines ou entre une guanine et une adénine adjacente. Les pontages 1,3-intrabrins

sont des adduits peu représentés (5-10%) (72).

(c)Adduits monofonctionnels

Les adduits monofonctionnels résultent de la fixation du cisplatine sur une seule base
de ’ADN. Ils sont estimés entre 5 et 10% du Platine fixé sur I’ADN. Des études tant in vitro

(73) qu’in vivo ont révélés que ces monoadduits évoluent en biadduits au cours du temps
(figure 19(2)) (74).
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Figure 19: Principales 1ésions de I’ADN provoquées par le cisplatine (73 -74).

Dans 90% des cas (figure 16, a), les adduits sont formés entre deux bases purines
adjacentes (65% sont formés entre deux guanines adjacentes, et 25% entre une guanine et une
adénine). La formation de ces adduits ADN-cisplatine entraine une modification de la
structure du double hélice, ce qui perturbe la réplication et la transcription de I’ADN (75)
(76).
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3. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats
cellulaires irréversibles. La réduction univalente de 1’oxygéne résulte dans la formation des
ROS dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical hydroxyle), le peroxyde
d’hydrogene et 1’oxygéne singulier. Toutes ces espéces sont potentiellement toxiques pour
I’organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des cassures au sein de ’acide
désoxyribonucléique(ADN) avec, comme conséquence, une altération du message génétique,
dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique

au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés (77).

En situation normale, les ROS sont produites en permanence par 1’organisme (réle
physiologique) Parmi ceux-ci, peuvent étre cités les radicaux peroxyles (ROO), alcoxyles
(RO), superoxydes (02 -) et hydroxyles (HO). Ces radicaux centrés sur 1’oxygéne (appelés
ainsi parce que I’¢électron célibataire est porté par I’atome d’oxygene) sont reconnus par leur
grande réactivité et font partie des ROS: selon la terminologie anglo-saxonne) (78) mais un
systeme efficace de défenses antioxydants (vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de

réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire excessif.

Dans certaines conditions, une surproduction Des ROS due a I’activation de divers
mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses antioxydants: c’est le
stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour expliquer les dégats cellulaires
observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, les troubles
consécutifs a I’ischémie réperfusion (transplantation d’organes), le diabéte ou les maladies
cardiovasculaires (79).

Cliniquement, 1’administration d’antioxydants est de plus en plus préconisée afin de

réduire les effets toxiques des ROS.
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Tableau7: Espéces réactives de I’oxygene (80).

KUY Formule chimigue
Chvedne moléeulaire 0,
Dicxygéne singulet "0,
Anion superosyide L
Radical hydrosyle T
Radical hydroperoaxyle HOCr
Radical peroxvle ROy
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxylz Ry
Peroxyde d vdrogéne 0¥
Radical oavde nitrique N
Peroxinitrite LU
Hypochlorite Cly

3.1 Les radicaux libres de la biologie
Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de I'oxygéne par des
réductions a un électron tels I'anion superoxyde et le radical hydroxyle, ou de I'azote tel le

monoxyde d'azote (81).

D'autres espéces dérivées de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygéne, comme
I'oxygene singlet, le peroxyde d'’hydrogéne ou le nitroperoxyde, ne sont pas des radicaux
libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. Il ne faut pas
penser que tous les radicaux de I'oxygéne sont extrémement réactifs, cette réactivité étant trés

variable selon la nature du radical (figure 20).

Ainsi parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I'anion radicalaire superoxyde
comme le monoxyde d'azote ne sont pas tres réactifs, mais constituent des précurseurs
d'autres espéces plus réactives. La faible réactivité de ces deux radicaux permet d'ailleurs leur
utilisation par I'organisme comme médiateurs régulant des fonctions biologiques telles la
vasodilatation capillaire, la prolifération ou le message des neurones. En revanche, des

radicaux comme les radicaux peroxyles ou surtout le radical hydroxyle sont extrémement
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réactifs, et ce avec la plupart des molécules des tissus vivants. Ces radicaux libres de
I'oxygéne ou de I'azote, méme réactifs, ne sont pas uniquement toxiques ; au contraire, ils sont
produits par divers mécanismes physiologiques afin de detruire des bactéries au sein des
cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des fonctions cellulaires
Iétales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose.

Agent stressant

10,
(oxygéne singulet)

H,0;

(peroxyde d'hydrogéne)

ONOO-

%\ (peroxynitrite)
)
2

OH°

(radical hydroxyle)

Figure 20: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

impliqué en biologie (81).

3.2 Détermination des dommages biologiques
Les ROS peuvent interagir avec des protéines, de I’ADN, des lipoprotéines et des
acides gras polyinsaturés pour former des dérivés oxydés pouvant étre décelés dans des

échantillons biologiques comme le plasma, le sérum ou I’urine.

» Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le
radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical peroxyle
(ROOe), suffisamment réactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin, propageant ainsi la
réaction (82).11 en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement
a la mort cellulaire. Les peroxydes généres seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-

hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogenes sont bien connues (figure 21).
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» Les lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de ces
récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol (83). En
outre, ces LDL oxydées sont immunogeénes et les immuns complexes formés peuvent activer
la voie classique du complément et générer la sécrétion de cytokines par les macrophages (84)
(Figure 21).
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Figure 21: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature
des produits terminaux formés(85).

» Les protéines
Les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un
groupement sulfhydrile (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de
transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. D’autres 1ésions irréversibles conduisent a

la formation d'un intermédiaire radicalaire (86) (Figure 22).
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Figure 22: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (85).
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» L'ADN
Soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il s'agit d'une
molécule tres sensible a l'attaque par les radicaux de I'oxygene. Au bas mot, 5 classes
principales de dommages oxydatifs par OH™ peuvent étre générées. Parmi elles, les bases
oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages

ADN-protéines.

Les bases qui composent I'ADN, et particuliérement la guanine, sont sensibles a
I'oxydation. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamido-
pyrimidine, 8 oxo adénine, formimido- uracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile,
thymine diol, oxazolone. Le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de
chaine simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la
peroxydation génére des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de
type MDA-guanine(87) (figure 23).

Figure 23: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (85).

3.3 Stress oxydatif et cisplatine:
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331 Mécanisme de la toxicité médicamenteuse:
Le stress oxydatif médicamenteux est impliqué dans le mécanisme de la toxicité au
niveau de nombreux tissus vivants, systemes et organes, y compris le foie, le rein, et des

systémes cardiovasculaires et nerveux (88).
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Des médicaments trés caractéristiques sont liés aux avénements contraires auxquels le
stress oxydatif peut contribuer, notamment les médicaments destinés a la thérapie des cancers,

des anti-inflammatoires non-stéroidiens, des neuroleptiques et aussi des analgésiques.

Les mécanismes de stress oxydatif médicamenteux sont caractérisés par un
métabolisme qui peut produire une espece réactive intermediaire qui peut réduire directement

I'oxygene moléculaire pour produire les ROS (88) (figure 24).

Cette espece peut alors réagir avec I'ADN et des macromolécules et déclencher des
réponses adaptatives ou toxiques. Pour d'autres médicaments, il est prouvé que I'élévation des
ROS dans les cellules est en réponse avec I'exposition aux médicaments. Dans cette section,
nous discutons davantage de I'évidence de la contribution du stress oxydatif dans des toxicités

induites par des médicaments, en utilisant I’exemple du cisplatine.
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Figure 24: Les principaux effets du stress oxydant médicamenteux dans les cellules (88).

L’augmentation des ROS intracellulaires peut provoquer des dégits au niveau de
I’ADN, et Ioxydation des lipides et des protéines. Les voies de signalisation de la MAP

kinase sont les médiateurs clés de la réponse cellulaire.

Le cisplatine induit une neuronopathie primaire plutdt qu'une axonopathie. Il entraine
une diminution du transport rapide axonale et une apoptose des cellules des ganglions

spinaux(89).
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3.3.2 Mécanisme de la neurotoxicité:
Des medicaments de platine subissent une hydrolyse, qui est une étape clé du

médicament pour former un complexe avec I'ADN (90). Le résultat de cette hydrolyse est la
formation d'une molécule positivement chargée qui se conjugue avec I'ADN, formant les
adduits ADN/Platine. La quantité des adduits d'’ADN dans les neurones GRD (ganglions des
racines dorsales) pour une dose cumulative donnée était significativement corrélée avec le
degré de neurotoxicité (91). Des études chez des patients sur les agents a base de platine ont
montré que 1’acuité¢ de neurotoxicité ainsi que des données sur le cisplatine et le degré de la
neurotoxicité, pourraient étre associés a leurs concentrations plasmiques avec les différents
produits intermédiaires du processus de formation des adduits d’ADN (90). Le cisplatine qui
subit une hydrolyse peut contribuer a la différence du modele de ’acuité de la neurotoxicité

associée.

Bien que les dégats cellulaires causés par la formation des adduits d’ADN, un
complexe supplémentaire composé de platine "protéine-ADN-cisplatine”, ce complexe peut
perturber le métabolisme nucléaire et 1’organisation spatiale de la chromatine et inhibe aussi

la réplication de I'ADN et sa réparation (92).

Le cisplatine affecte les axones, la gaine de myéline, le corps cellulaire neuronal et les
structures gliales des neurones (93), et au niveau cellulaire il affecte la réplication de I'ADN et
la fonction métabolique des neurones (94), le cisplatine a aussi la tendance d'entrer dans les
GRD et les nerfs périphériques (95) contrairement au SNC la pénétration est faible a cause de
la BHE (96). On a montré que le degré de cisplatine est hautement significatif dans les GRD
que dans le cerveau et la moelle épiniére, qui sont protégés par cette barriere (96).

Le cisplatine pénétre dans les GRD par une diffusion passive. Aprés l'entrée dans le
GRD, le cisplatine forme un adduit avec I’ADN. L’apoptose a été observée dans les neurones
de GRD apres le traitement par le cisplatine in vitro et in vivo (97) et ’augmentation du taux
du complexe d’ADN-cisplatine dans ces neurones de GRD (98), En accord avec les
observations cliniques, le cisplatine est associé a une neurotoxicité sévere. Bien que le
mécanisme reliant le complexe ADN-cisplatine et I’apoptose neuronale ne soit pas
entierement compris, il a été suggére que le mécanisme de réparation de I'ADN ne puisse pas

réparer 'ADN endommagé (99). On a aussi proposé que les adduits d'’ADN-platine se
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heurtent a la fonction normale des protéines cellulaires comme l'attache ou des interactions
avec d'autres protéines (100).
La neurotoxicité du systéeme nerveux périphérique est donc un facteur significatif

affectant I'efficacité du cisplatine.

Des études recentes ont examiné I'efficacité d'un certain nombre de potentiel
neuroprotectant des agents, comme I'érythropoiétine (101), amofistine (102), carbemazepine
(103) et des suppléments comme la vitamine E, le calcium intraveineux. (104), le GSH est
considéré comme un agent neuroprotective et leur diminution signifie I’accumulation du

cisplatine dans les GRD (105).

Plus que les efforts d'identifier un agent neuroprotectif, nombreuses études essayant
d'établir le role des marqueurs phénotypiques d’une neurotoxicité induite par la

chimiothérapie.

Cavaletti et al .ont indiqué qu’il existe une corrélation fortement significative entre la
diminution au niveau de facteur de croissance des nerfs dans la circulation et la sévérité de la
neurotoxicité induite par la chimiothérapie chez des patients traités avec le cisplatine.
Cependant, il n'a pas prévu le résultat neurologique final (106).
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4. le systéme antioxydant
4.1. Les antioxydants

Le stress oxydant étant a l'origine de nombreuses maladies, il semble logique de
chercher a le supprimer. On peut envisager sous le titre d'« antioxydants » au sens large,
I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la

propagation ou de détruire les especes actives de I'oxygéene(107).

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible

concentration par rapport a la cible oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation

de cette cible(108).

4.1.1. Les différents types des antioxydants:

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ROS est donc particulierement
fragile. La production des ROS sera strictement régulée par notre organisme qui a développé
des défenses antioxydants pouvant nous protéger contre les effets potentiellement destructeurs
des ROS (108) (figure 25).
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Figure 25: Stratégie de conception de systéemes antioxydants susceptibles de prévenir la
formation des radicaux libres oxygénés ou de permettre leur destruction (108).

c) Les antioxydants enzymatiques:
Les enzymes antioxydants primaires peuvent étre définis comme toute macromolécule
enzymatique a propriétés catalytiques spécifiques, utilisée comme premiere ligne de défense

en prévenant la formation des ROS. Ces enzymes sont présentes a faible concentration par
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rapport au substrat oxydable et sont capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation de ce
substrat(109).

» Les superoxydes dismutases (SOD):

Sachant que I’ion superoxyde (O2) est le point de départ de la chaine de production
des ROS la SOD intervient précocement a la lutte contre les ROS en inactivant 1’02 et le
transformant en H.O> beaucoup moins réactif. C’est pourquoi la SOD est un maillon essentiel

dans la défense contre les ROS.

Les SOD sont les premieres enzymes découvertes, capables de métaboliser les ROS.
Ce sont des métalloprotéines ubiquitaire catalysant la dismutation de I’anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante :

202" +2H* SOD > 02 +H202

Ces enzymes ne font qu’accélérer fortement la réaction de dismutation qui est
spontanée en milieu aqueux. La réaction de dismutation est catalysée par un ion métallique
dit, de transition situé au niveau du site actif I’enzyme.la nature de cet ion permet d’identifier
les différentes classes des SODs: la SOD a cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD); a manganése (Mn-
SOD), au Fer (Fe-SOD) et eu CuzZn-SOD et la Mn-SOD. La premiére est constituée de 2
sous-unités identiques avec une structure moléculaire de 32KDa, la région du site actif
métallique de la Cu/Zn-SOD est entierement contenue dans chaque sous-unité et se compose

d’un site de liaison contenant un atome de cuivre et un atome de zinc (110).

> La catalase

La catalase des mammiféres est probablement ’une des enzymes la mieux étudiée
dans I’existence, elle contréle la concentration du H202 produit a ’intérieur de la cellule de
sorte que ce peroxyde d’hydrogene n’atteigne pas des niveaux toxiques pouvant provoquer

des dommages oxydants dans les cellules (111).

La catalase est un exemple d’une enzyme particulierement efficace. Elle assure son
role détoxifiant par deux systemes enzymatiques.

Le premier étant la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en une molécule d’eau et
d’oxygene selon la réaction suivante :

2H02 Catalae 2H,0 + O
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Alternativement, la catalase permet de détoxifier, par oxydation, différents substrats
tels que les phénols, les alcools par un couplage avec la réduction du peroxyde d’hydrogeéne
selon la réaction suivante(111) : catalase

RH2 + H202

v
Py,

+ 2 H20

> les glutathion peroxydases
Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammiferes,
catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogéne ou des hydro peroxydes lipidiques en

utilisant le glutathion (GSH) comme cofacteur (112). Les réactions mises en jeux sont les

suivantes:
ROOH + 2 GSH GPx > ROH + GSSG + H20
H.O:, + 2 GSH GPx 2 H20 + GSSG

v

Le glutathion oxydé (GSSG) produit sera ensuite réduit par la glutathion réductase
selon la réaction suivante :
GS-SG + NADPH + H* —>  2GSH + NADP*

La GPx est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un atome de

sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. (111)

> Les thioredoxines (TRXx) et la thiorédoxine réductase (TRxR)

Les thiorédoxine sont des enzymes a activité antioxydant intrinseque comme toutes
les protéines a groupement thiol. Une fois oxydée, la thiodoxine est réduite par la
thiorédoxine (TRxR) qui est une enzyme possédant un groupement sélénocystéine dans son
site actif. La TRxR intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du

peroxyde d’hydrogene et dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (113).

d) Les antioxydants non enzymatiques
Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les EOR. Il s’agit de
composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme (GSH, acide ascorbique) ou dans

les membranes cellulaires (o tocophérol, caroténoides) (114).
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> Les antioxydants hydrosolubles
» Lavitamine C

La vitamine C (acide ascorbique), apportée par l’alimentation chez I’homme, est
présente dans la cellule au niveau du cytoplasme et des lysosomes. Elle peut directement
réagir avec des ROS comme HO  ou O~ former le radical semi déshydrosacorbate peu
réactif, qui est rapidement oxydé en acide dehydroascorbique. La vitamine C cependant, a
forte dose et en présence de quantité importante de fer, elle peut devenir pro oxydante. (115)
(figure 26).

Figure 26: Structure de la forme réduite de la vitamine C (115).
= Le glutathion réduit (GSH)

Le GSH (figure 27) est un tri peptide dont les propriétés réductrices et nucléophiles
outre le role de réserve et de transport de cystéine jouent un réle majeur dans la protection
contre les altérations oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléique. En situation
de stress oxydant, son role protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa concentration
élevée et de sa fonction de cosubstrat des GPx et des GPx et des GSH-S-transférases (116).11
fait aussi l’objet d’interactions synergique avec d’autres composants du systeme de

production antioxydant tel que la vitamine C, E et le superoxyde dismutase

COOH 0
H,N N oo
SH

Figure 27: forme réduite de glutathion (116).
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Il est aussi capable de piéger les radicaux libres. En réagissant avec un radical libre, il
s’oxyde et forme finalement une molécule de GSSG:
GSH +R" &S+ RH
GS '+ GS—— »GSSG

Le glutathion est présent dans les tissus animaux, dans les plantes et les
microorganismes. Dans la plupart des cellules animales, la concentration de GSH réduit est
comprise entre 0.5 et 10 Mm alors que sa concentration plasmatique est 1000 fois plus faible
0.1 10 pM (117).

» Les groupements thiols
La plupart des protéines posséedent des groupements thiols (SH) qui réagissent tres
facilement avec les ROS. Vu sa grande quantité, 1’albumine qui posséde des groupements

thiols peut étre considérée comme étant un des antioxydants majeurs du plasma (118).

= L’acide urique
L’acide urique constitue le produit terminal majeur du métabolisme des purines dans
le tissu humain. Possédant des propriétés antioxydants, il peut interagir avec les ROS, et tout
particulierement avec le radical hydroxyle et ’acide hypochloreux. Il apparait comme étant

I’antioxydant plasmatique le plus efficace en termes de reactivité avec les ROS (118).

= Les oligoéléments
Les éléments traces sont essentiels, non seulement pour leur activité antioxydant mais
aussi pour leur role de cofacteur d’un certain nombre d’enzymes antioxydants.
Le zinc et le cuivre sont deux cofacteurs essentiels au fonctionnement de la SOD.

Le zinc protége également le groupement thiols des protéines, il peut inhiber partiellement
les réactions de formation d’especes oxygénées induites par les métaux de transition, le fer ou
le cuivre (119).

Le sélénium participe au processus de defense contre les ROS comme cofacteur de la
glutathion peroxydase (120).

> Les antioxydants liposolubles
Situés essentiellement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines

plasmatiques circulantes, ces antioxydants sont capable, grace a leur structure chimique, de
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réagir directement avec les ROS et d’inhiber ainsi la peroxydation lipidique. Les principaux

antioxydants liposolubles appartiennent a la famille des tocopheérols ou des caroténoides(103).

» Lavitamine E
La vitamine E (Figure 28) désigne sous un terme générique 1’ensemble des différents
tocophérols (la molécule de tocol constituant la structure de base), et des différents
tocotrienols.
La vitamine E est souvent utilisée comme conservateur dans les aliments pour éviter

leur rancissement par les radicaux libres. Elle empéche 1’oxydation du cholestérol LDL.

R2 R3 tocophérol
. R1
' o, CHs CHs A
] "_ 0, CHs
O] | J [ H CHs B
: NA N, H, Ny CHS
> H H A
b CHs
Figure 28: structure chimique des CHs CHa H Y
isoméres tocophérols (121) H H Tocol
H

Les tocophérols a, B, Y, & détruisent les radicaux peroxyles ROO™ et alkoxyles RO
grace au groupement de leur cycle aromatique en formant des hydro peroxydes lipidiques et le
radical tocophéryle. Les réactions peuvent étre réesumées de la fagon suivante:

R-OO + o-TOH , R-OOH+ a-TO
R-O + o-TOH R-O0 +0o-TO

v

Le radical tocophéryl est peu réactif et n’induit pas de nouvelles réactions radicalaires.
Le tocophérol peu étre régénéré par la vitamine C, le GSH et I’ubiquinone (122) (figure 29).

L’a-tocophérol est I’isomére le plus abondant et posséde ’activité antioxydante la plus forte.

RO" Vitamine E Witamine C-
ROH
ROOK WVitamine E- Witamine C

Ubigquinol 2 GSH
(réduit)
Uba-
Semiquinone 2GS —» GSSG

Vitamine E

Figure 29: régénération de la vitamine E(121).
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= Les caroténoides
Les caroténoides forment une grande famille de polyénes conjugués pigmentaires aux
capacités antioxydants similaires a celles des tocophérols. Grace a leur longue chaine
carbonée, riche en doubles liaisons, ils sont d’excellents piégeurs de radicaux peroxyles et
d’oxygéne singlet .Une molécule de caroténoides peut piéger plusieurs espéces radicalaires

avant d’étre finalement détruite (123)

» L’acide a-lipoique
L’acide o lipoique est un cofacteur des enzymes impliqués dans les processus de
décarboxylation oxydative. Il exerce son role sous forme réduite, I’acide a-dihydrolipoique

(124). Son utilisation comme supplément permet de réduire 1’effet du stress oxydant (125).

= L’ubiquinone

Le coenzyme Q10 est bien connu pour son rdle dans la production d’énergie au niveau
de la mitochondrie, ¢’est un intermédiaire qui a la capacité de cycler entre une forme oxydée
et une forme réduite, et donc de transférer des électrons d’un complexe enzymatique a 1’autre
( de la NADH-déshydrogénase a la cytochrome-réductase). Le CoQ10, principalement sous sa
forme réduite ubiquinol-10, posséde aussi des propriétés antioxydants intéressantes puisqu’il
est capable d’inhiber la peroxydation lipidique (126).
Tableau 8: principaux antioxydants non enzymatiques et enzymatiques (126).

Catégorie Site d’action Fonction sur les ROS
Vitamine E Membranes lipidiques, | Convertir 1’anion superoxyde, le
fluides extracellulaires radical hydroxyle et les lipides

peroxydés en formes moins

réactives
Vitamine C Presque tous les tissus, | Neutralise 1’anion superoxyde, le
fluides extracellulaires radical hydroxyle
Vitamine A Membranes tissulaire Neutralise 1’anion superoxyde, le

radical peroxyle

Acide urique Distribution tres large Neutralise 1’anion superoxyde, le
radical hydroxyle, le radical
hydroxyle et se lie aux métaux de

transition

39



Revue bibliographique

Glutathion Intracellulaire Réagit directement avec 1’anion
superoxyde, le radical hydroxyle
et le HaH>.

Superoxyde Cytosol, mitochondrie, | Dismutation du H20> et réduction

dismutase plasmatique et du H20:

Catalase Microsome cytosol Dismutation du H-O: et réduction
des hydroperoxydes

Glutathion Cytosol plasmatique Reduction H20; et hydroperoxyde

peroxydase des lipides

* Les biomolécules d’origine végétale, antioxydants exogénes
De nombreuses études scientifiques, épidémiologiques et expérimentales, assignent le
role de protecteurs de la santé aux aliments riches en caroténoides et composés phénoliques,

notamment les flavonoides (127).

Les composés phénoliques est un non générique pour une multitude de structure ce
sont des éléments bioactifs qui ne sont ni des vitamines ni des minéraux et qui se trouvent
naturellement dans les aliments issus du regne végetal (des phytonutriments) grace a leur
fonctions phénoliques, ces sont donc fortement impliqués en prophylaxie de plusieurs cancers

et pathologies chroniques (128).

4.2. La vitamine E

En 1922, un facteur liposoluble capable de prévenir la mort feetale et 1’atrophie
testiculaire a été découvert chez le rat soumis a des régimes artificiels supplémentes en
vitamine A, B, C et D. Ce facteur a été appelé vitamine E puis tocophérol, du grec

tocos=descendance et pherein=porter. (Figure 30) (129).

Figure 30: la vitamine E (130).

La vitamine E est regroupeée la famille des tocophérols (alpha, béta, gamma, delta). Le

caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
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membrane cellulaire (figure 28) et des lipoprotéines ou elle joue un réle protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. C’est
puissant antioxydant qui protégé ’acide gras essentiels cotre I’oxydation, elle agit avec

d’autres anti radicalaires la vitamine A et C (131).

» Structure

La famille de la vit E comprend les tocophérols et les tocotriénols. La structure
chimique des tocophérols se compose d’un cycle mono chromanol, di-ou triméthyle auquel
est rattachée une chaine carbonée latérale saturée de 16 carbones. Les tocotriénols différent

des tocophérols par leur chaine carbonée qui contient 3 doubles liaisons en position 3°, 7’ et
11°(132) (figure 31)

novau chromanol

Figure 31: Structure chimique de la vitamine E(132).

Chaque tocophérol existe sous 8 stéréo-isomeres différents, dans la nature Dans le
commerce, on peut retrouver 1’a tocophérol sous forme naturelle ou sous forme all racémique.
Le tocophérol qui est un mélange en quantités égales des 8 stéréo-isomeres de 1I’a tocophérol
(133).

» Syntheése de la vitamine E
La biosynthése de la vitamine E s’effectue dans les plantes, les algues et les
champignons. Il existe deux voies de synthéses: celle des tocotriénols et celle des tocophérols.
Dans la premiére, I’acide homogentisique réagit avec une molécule de géranylgéranyl
pyrophosphate pour donner un intermédiaire, le 6-géranyl-géranyltoluquinol, qui donnera
naissance a un tocotriénol monomeéthylé : le 6 tocotriénol. Des méthylations supplémentaires
permettent d’obtenir le B tocotriénol le y -tocotriénol et I’a-tocotriénol. La chaine latérale peut

ensuite étre saturée pour former de 1’a-tocophérol.
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Lors de la seconde voie de synthese, une molécule de phytyl-di phosphate est greffe
sur le carbone 6 de 1’acide homogentisique simultanément a une réaction de décarboxylation,
pour former le 2-méthyle-6-phytyl plastoquinol. Une méthylation en position 3 permet la
synthese du 2,3-dimethyle-6-phytyl plastoquinol, qui subira une étape de cyclisation pour

former I’y- tocophérol. Une deuxiéme méthylation en position 5 donne 1’a-tocophérol(134).

4.2.1. Pharmacocinétique de la vitamine E et son role dans I’organisme
> Absorption, distribution et excrétion

Chez les mammiféres, la vitamine E doit étre apportée par 1’alimentation, soit sous
forme libre (naturelle dans les végétaux) soit sous forme estérifiee (synthese). Elle est
absorbée avec les graisses grace aux sels biliaires et a la lipase pancréatique. Elle est

transportée par les vaisseaux lymphatiques a la circulation générale.

L’absorption intestinale est de 35 a 80%. Dans le plasma, 40 a 60% de la vitamine est
transportée par les LDL et environ 35% par les HDL. Elle est stockée dans le foie, les muscles
et dans le tissu adipeux. Certains auteurs se demandent si une teneur élevée de gras corporel
ne favoriserait pas le stockage dans le tissu adipeux au détriment des autres tissus. (135)

L’¢élimination se fait a 80% par la bile et les feces sous forme libre ou oxydée, 20% est

élimine sous forme de glycuroconjugués dans les urines.

Apres I’oxydation, elle peut étre régénérée par des réactions mettant en jeu la vitamine
C et le glutathion. Le tocophérol oxydé réagit avec 1’acrobate pour donner un tocophérol et du
déhydroascorbate. Ensuite le déhydroascorbate réagit a son tour avec le glutathion pour

donner de I’ascorbate et du GSSG grace a une enzyme thiol transférase. (136) (figure 32)

TO* ascorbate GSSG

Thiol transférase

TOH déhydro
ascorbate GSH

Figure32: Régénération de la vitamine E (136).
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Dans les tissus, on ne détecte que le tocophérol et des traces de a-tocophérol (137). Il
se pourrait que les tocotriénols de 1’alimentation soient réduits en tocophérols dans
I’organisme (138).

4.2.2. Activités biologiques de la vitamine E
> Propriétés antioxydants et piégeurs de radicaux libres

La vitamine E fait partie des systemes de défense non enzymatiques, qui protegent les

phospholipides membranaires contre les réactions en chaine de peroxydation.

Elle inactive les formes réactives de 1’oxygene par captation de I’électron non apparie.

La vitamine E est un donneur d’hydrogeéne par I’intermédiaire notamment du radical OH en
position 6 du noyau chromane. L’a-tocophérol réagit avec les peroxydes lipidiques pour
former des hydro peroxydes et les transforme alors en quinone. L’a-tocophérol agit en
synergie avec d’autres systemes antioxydant comme le glutathion pour décomposer les
hydroperoxydes (139) (Figure 33).

TOH LOO® GSSG
T GSH Peroxydase (58)
(+H20) " (

TOP LOOH 2 GSH

Figure 33: Mode d’action de la vitamine E (139).

» Propriétés inhibitrices de la peroxydation lipidique:

L’utilisation de la Vit E dans les aliments pour animaux domestiques est a ’heure
actuelle largement répandue. La Vit E est reconnue comme antioxydant, grace a sa capacité
d’inhiber la peroxydation lipidique. A cet égard, elle participe, avec de nombreuses autres
substances, a la lutte contre les ROS c’est-a-dire la lutte contre les radicaux libres et les

éléments non radicalaires produits lors de la formation de radicaux libres (134).

La Vit E protege in vivo les structures sensibles a I'oxydation comme les lipides,
essentiellement sous forme condensée dans les membranes et les lipoprotéines, les bases
nucléotidiques des brins d'/ADN et des protéines (140) jouant un rble important dans la
protection de I’organisme contre les oxydations: peroxydation des acides gras polyinsaturés,

peroxydation des rétinoides et des caroténes, oxydation des fonctions thiols des protéines.
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L’a-tocophérol agirait en captant les radicaux libres engendrés par les réactions d’oxydation,

en particulier par la chaine respiratoire des mitochondries (141).

» Stabilisation des membranes:

La vitamine E représente une exception car on ne lui connait pas de fonction de
coenzyme. Elle agit comme antioxydant liposoluble(142). Il existe de nombreux isoméres de
tocophérol possédant une chaine latérale différente(143). Les tocophérols sont lipophiles et
fonctionnent comme des antioxydants puissants, aussi bien dans les membranes cellulaires
qu'au niveau des lipoprotéines plasmatiques(144). Le mécanisme de I'effet antioxydant, par
réaction avec un ion peroxyde, est illustré Comme les réactions de peroxydation qui
interviennent au niveau des doubles liaisons des acides gras, les besoins en vit E augmentent

en cas d'ingestion de grandes quantités d'acides gras polyinsaturés (145).

> Les conséquences d’une carence de la vit E:

La vit E est stockée dans différents tissus. Les réserves de vitamine E s’épuisant trés
lentement, aucun symptdme manifeste de carence n’a été observé chez les adultes en bonne
santé.

Les signes d’une carence en vitamine E peuvent étre constatés chez des patients
souffrant de troubles de 1’absorption des graisses ainsi que chez les nouveau-nés, en

particulier lorsqu’ils sont prématurés.

Les symptomes d’une carence en vitamine E comprennent la faiblesse musculaire, la
perte de masse musculaire, des mouvements oculaires désordonnés, une vision altérée et une
démarche instable (146).

Une carence chronique peut également géner le fonctionnement des reins et du foie.

Anémie hémolytique du prématuré, Neuropathie avec ataxie (malabsorption majeure) (147).

4.2.3. L’effet neuroprotecteur de la vitamine E

La Neuropathie périphérique sévére, qui est observée chez les patients recevant du
cisplatine, a été apparemment associée a une diminution significative des taux plasmatiques
de I’a tocophérol d’apres(148). Ainsi on a décrit un réle protecteur de 1’a-tocophérol contre

les effets toxiques du cisplatine, y compris la Iésion neuronale(149).
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D’autre part, des études in vitro ont montré que I’a tocophérol peut induire
I’apoptose et par conséquent il réduit la prolifération des cellules de leucémie érythroide, de la
prostate et des cellules de cancer du sein(150). Comme on a rapporté aussi qu’un analogue
inactif de 1’a. tocophérol a savoir 1’a-tocophéryl succinate, il augmente I'inhibition de la

croissance tumorale en combinaison avec le cisplatine (151).

Comme on a observé un effet protecteur remarquable une neurotoxicité lorsque une
dose toxique de cisplatine a été utilise.

On effet la supplémentation en a-tocophérol induit une amélioration globale du
dégat neurologique et une prévention de la détérioration axonale induite par le cisplatine
associé a des altérations de la myéline de la gaine des nerfs périphériques avec seulement une

démyélinisation segmentaire douce.

En plus, la morphologie du GRD et la distribution des nerfs cutanés sont avéré

normal, avec une absence de perte de neurone et détérioration de I’axon de GRD(152)

45






Matériel et méthodes

1-Animaux expérimentaux

Notre étude expéerimentale est effectuée sur des souris males de souches wistar albinos
pesant en moyenne (25-30 g) issus d’un élevage au niveau de ’animalerie de I’institut de
Pharmacie de Université Mentouri Constantine 3, qui sont soumis a une température de 22 C°
et une photopériode 12 L/12 D. Les souris ont acces libre a un régime standard de laboratoire
et I’eau servie dans des biberons. La toxicité expérimentale est induite par injection intra
péritonéale de cisplatine a raison de 8mg/kg de poids corporel (pc), .ainsi les souris sont
réparties en 3 lots : un lot témoin lot (T), un lot traité par le cisplatine lot (Cis) (8mg/kg), et
un lot traité par le cisplatine (8mg/kg) et vitamine E lot (Cis+Vit E) (100 mg/kg).

2-Le protocole
» Choix des lots et induction de la toxicité

Le 1 er lot: 6 souris témoins recevant quotidiennement par gavage de 1’eau physiologique

(NaCl 0.9%) pendant 10 jours.

le 2 éme lot: 6 souris recevant durant 10 jours le NaCl 0.9%, le dernier jour elles sont

injectées par une seule dose de cisplatine (8 mg/kg).

Le 3 éme lot : 6 souris, recevant quotidiennement pendant 10 jours de la vitamine E (100
mg/Kg) par gavage. Le dernier jour, aprés une demi-heure du gavage par la vitamine E, elles

ont recu par injection intra-péritonéale le cisplatine a une dose de 8 mg/kg.

X Aprés la dissection, Les fragments du cerveau récupérés sont conservés a 80° C pour
les dosages des parameétres du stress oxydatif. Ces étapes sont effectuées par la doctorante
AISSOUS Imen. Notre travail a été effectué sur les échantillons déja préparés (Les

fragments du cerveau)

3-Dosage des marqueurs du stress oxydant:
Les marqueurs du stress oxydant concernés sont :
Malondialdéhyde (MDA)
La catalase (CAT)
Le Glutathion (GSH)
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» Principes du dosage
eles fragments du cerveau récupérés aprés la dissection sont rincés avec de l’eau
physiologique puis homogénéises dans 3 ml de solution KCI (1.15%). Les homogénats

centrifugés a 1000 tours/min pendant 15 minutes sont destinés au dosage du MDA.

ePréparation de la fraction cytosolique

D’autres fragments du cerveaux homogénéisés dans 3 ml de solution tampon (Tris-
EDTA 0.1 mM, pH 7.6) subissent une premiere centrifugation de 1000 tours/min pendant 15
minutes, puis une deuxiéme centrifugation de 9600 tours/min pendant 45 minutes en vue
d’obtenir la fraction cytosolique qui est destinée au dosage du glutathion réduit (GSH) et de

I’activité enzymatique de la catalase (CAT).

3.1. Malondialdéhyde (MDA)

+» Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique dans le cerveau est évaluée par le dosage de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d” d’Ohkawa (153). Le MDA est I’un des produits
terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous 1’effet des radicaux
libres libérés au cours du stress. En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100°C) une molécule de
MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un
complexe coloré en rose (lecture a 535 nm). Le 1,1,3,3 tétraéthoxypropane est utilisé comme

standard. Le principe de cette méthode est résumé ainsi (figure 34).

H H HS M

5 oH
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Figure 34:Principe du dosage du malondialdéhyde (153).

Pour le dosage du MDA, 0.25 g du cerveau sont additionnés de 2.5 ml de KCL 1.15%.

Le tissu est broyé dans un broyeur, ensuite le broyat est centrifugé a 1000 rpm pendant
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15 min. Au 0.25 ml de I’homogénat on a ajouté 0.25 ml de trichloracétique (TCA) dilué a
2.5% et de thiobarbiturique 0.5 ml (TBA) a 0.67%.

Le tube blanc contient, 0.25 ml TCA a 2.5% et de 0.5 ml TBA a 0.67% additionné de
0.25 ml d’eau distillé

Le mélange est exposé a une température de 100 C° pendant 45 minutes, ensuite
refroidi, et additionné de 2 ml de n.butanol aprés centrifugation de 10 minutes a 3000 rpm a 4

C°. L’absorbance est déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 520 nm

3.2. Evaluation de D’activité enzymatique de la catalase (CAT)

L’activit¢ enzymatique de CAT est déterminée par la méthode d’Aebi(154). Le
principe est basé sur la disparition de ’H202 en présence de la source enzymatique a 25 C°
selon la réaction suivante :

2 H,O, __Catalase » 2H0+0O2

Pour I’évaluation de ’activité enzymatique de la CAT, un mélange est constitué de

780l de tampon phosphate (0.1 M Ph=7.5) 200ul de H20- fraichement préparé 500 nm et de

20p de la source d’enzyme (cytosol).

Le tube blanc est constitué de: 800 ml de PBS PH 7.5 plus 200ml H20,.L’absorbance
est lue a 240 nm (T= 0, T=30s, T=60s), I’activité enzymatique est donc calculée en terme

d’unité internationale par minute et par gramme de protéine (Ul / min/g de protéine).

L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéine du cerveau

2303 Al
K= —Xlog—
T A2
K: Constant de vitesse, T : Intervalle de temps, A1 : Absorbance dans le T=0, A2: Absorbance
apres une minute

Ul/mg de protéine: umol d” H.O2 consommé par minute par mg de protéines.
3.3. Dosage du glutathion réduit (GSH):

Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman (155). Le principe

est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par 1’acide 5, 5’- Dithiobis 2-nitrobenzoique
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(DTNB) libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant a 412 nm, selon la réaction

suivante (figure 35):

NO:
COOH
NQ: S
COOH
OOH
—
DTNB I - GSH =~ o
L NO:
|
G TNB
OOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
m:

Figure 35: Principe de dosage du glutathion (155).

Pour ce dosage, 0.25 g du cerveau sont additionnés de 2,5 ml de solution de tris EDTA
(50 Mm TRIS + 0.1 Mm EDTA) broyé dans un broyeur, centrifugé a 9600 rpm pendant 15
minute.

0.5ml de cytosol collecté auquel on a ajouté 0.5 ml de TCA a 10% apres avoir agité et
centrifugé a 2000 rpm minute a 4C°. 100ul du surnageant sont dilués dans 1,7ml de tampon
phosphate (0.1M, PH =8) et 100ul de DTNB apres 5 minutes L’absorbance est lue a 412 nm
contre un blanc préparé dans les mémes conditions excepté le tissu, le tube blanc est
constitué de 100ul TCA a 10% : eau distillée ;(3:1) (v. v) +1,7 ml PBS & PH 8 + 100pl
DTNB
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»  Les marqueurs du stress oxydant
1-Evaluation in vivo de la peroxydation lipidique (MDA)
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Figure36:L’effet protecteur (100 mg/Kg, 10 jours) de la vitamine E sur le taux du MDA
induit par le cisplatine (8 mg/Kg, ip.), n=3 £ Ecart type, * P<0.05, **P<0.01.

Notre étude, a indiqué que L’effet du cisplatine sur le tissu neuronal en présence de la

vitamine E ou en sa carence est illustré dans la figure 36.

Sur cette figure on a constaté une élévation significative (p<0.01) de la peroxydation
lipidique exprimé par I’augmentation du taux du MDA chez les souris traités par le cisplatine
(8 mg/kg, ip) par rapport aux groupe témoin, par contre une diminution significative (P<0.01)
du taux du MDA exprimé par une inhibition de la peroxydation lipidique d’un taux de 67.20
% a été constatée chez le lot (Cis+Vit E) traité par le cisplatine qui a recu la vitamine E (100

mg/Kg) contre au lot (Cis) traité par le cisplatine.
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2- Evaluation du GSH cytosolique
La figure suivante nous montre I’effet de la vitamine E sur la variation de GSH

chez les souris recevant le cisplatine traités ou non par la vitamine E

~N

7,05

X

* %k

GSH nmol/mg protein
N

Jiii

5

Control Cysplatin Cysplatin + vit E

Figure 37: L’effet protecteur (100 mg/Kg, 10 jours) de la vitamine E sur la
réduction du GSH induite par le cisplatine (8 mg/Kg, ip.), n=3 £ Ecart type, *
P<0.05, **P<0.01

Notre étude a montré une baisse significative (P<0.01) du taux de GSH du tissu
neuronal chez le groupe (Cis) (8 mg/kg, ip) par rapport au groupe témoin (T). (Figures 37).
Par contre La déplétion du glutathion réduit (GSH) du tissu neuronale provoquée par le
cisplatine a été restaurée significativement (P<0.01) aprés I’administration de la vitamine E
(100 mg/Kg,) chez le groupe (Cis+Vit E) a 77.05 %par rapport au groupe (Cis).
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3. Evaluation du catalase cytosolique
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Figure 38: L’effet protecteur (100 mg/Kg, 10 jours) de la vitamine E sur la réduction de
I’activité de la CAT induite par le cisplatine (8 mg/Kg, ip.), n=3 + Ecart type, * P<0.05,
**P<(.01

Dans cette étude nous avons constaté une déplétion significative (P<0.01) au taux de la
CAT chez le groupe (Cis) (8 mg/kg, ip) par rapport au groupe (T).(Figure: 38) Par contre on
a trouvé une augmentation significative (P< 0.05) du taux de la CAT apreés I’administration du
vit E (Cist+Vit E) (100 mg/kg) contre le group (Cis) a préservé (70.06 %) I’activité
enzymatique de la catalase cytosolique diminuée sous I’effet de la toxicité aigue induite par le

cisplatine (8 mg/Kg. ip).
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Le cisplatine est un sel de platine qui exerce son action cytotoxique par la formation
d’adduits sur ’ADN. Il est utilis¢ seul ou plus fréquemment en association avec d’autres

médicaments dans le traitement des cancers

Cette molécule présente par ailleurs une toxicité rénale efficacement prévenue par une
hyperhydratation. Le mécanisme exact de la neurotoxicité périphérique, il montre que le
cisplatine induit une neuronopathie primaire plutdét qu’une axonopathie. Il entraine une
diminution du transport rapide axonale et une apoptose des cellules des ganglions spinaux
(156).

Cependant, l’effet du cisplatine sur le statut redox neurologique n’est pas
suffisamment investi par les chercheurs et selon la littérature consultée, les données
biochimiques concernant la neurotoxicité induite par le cisplatine in vivo restent fractionnées
et confuses. Nous avons donc investi quelques marqueurs du stress oxydatif géenerés par le
cisplatine dans les tissus cérébraux. Cette présente étude se veut d’étudier également ’effet
antioxydant et neuroprotecteur de la vitamine E a I’égard de la neurotoxicité induite par le

cisplatine.

L'augmentation des dégats oxydatifs induits par le cisplatine ont des effets
secondaires indésirables sur [’organisme (157). (158). Le cisplatine est un agent
chimiothérapeutique connu pour générer les radicaux libres oxygénés qui induisent une

peroxydation lipidique membranaire avec des lésions tissulaires (159).

Pour évaluer la toxicité du cisplatine, aprés 10 jours de traitement, on a essayé

d’étudier les marqueurs suivants en I’occurrence les MDA, CAT et GSH

Nos résultats ont montré clairement une elévation significative du MDA, lorsque les
animaux ont recu du cisplatine, ce qui explique alors le lien entre 1’administration du
cisplatine et la lipoperoxydation, et par conséquent les dégats au niveau des tissus par la

formation excessive des radicaux libres.
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Par contre 1’administration de la vitamine E chez les souris (Cis+Vit E) montre

I’effet préventif qui est observé dans le cas d’une neurotoxicité induite par le cisplatine chez

les souris (148) et (149).

Ces résultats expliquent la propriété antioxydante du vit E démontré dans plusieurs
travaux (161), (162). Carozzi V.A et all (163) ont trouvé que l'incidence de la neurotoxicité
était significativement plus faible dans le groupe (cis+vit E) qu'elle ne I'était dans le groupe
(cis). Donc La supplémentation en vitamine E diminue l'incidence et la sévérité de la

neurotoxicité périphérique.

Le GSH joue un r6le multifactoriel dans le mécanisme de défense antioxydante (164),
c'est un piegeur direct des radicaux libres, un Co-substrat nécessaire pour 1’activité de la GPx
et la GST et participe aussi dans la régénération de la vitamine E oxydée (165). Par
consequent, les changements de I'état redox du GSH peuvent étre considérés comme un

indicateur particulierement sensible du stress oxydant (166).

La diminution significative du taux de GSH chez le groupe (Cis) par rapport au groupe
témoin (T); cela est di semble t-il & une diminution de la synthése du GSH ou une
augmentation de sa neutralisation au cours du stress oxydant causé par le cisplatine. Par
contre, le groupe (Cis+Vit E) présente une régénération significative en GSH par rapport au
groupe (T). Cet effet montre sans doute le pouvoir protecteur de 1’a tocophérols (vit E) en
général. Ces molécules sont donc capables d’empécher la chute du GSH et stimulent sa
régénération a partir de GSSG (164).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (167) (168), Urso ML and Clarkson
PM (169) ont trouvé que l'incidence de la neurotoxicité était significativement plus faible
dans le groupe (vit E+ Cis) que dans le groupe (cis).Cette étude a montré que la

supplémentation en vitamine E diminue donc les signes ou symptémes de la neurotoxicite.

Les ROS, par une vie tres courte et une réactivité élevée, sont analysés indirectement
par I’évaluation de I’activité d’un enzyme antioxydant la catalase. La catalase est responsable
de la détoxification des quantités significatives de peroxydes d’hydrogenes (H 20 2) en O et
H>O (165). La catalase est un antioxydant enzymatique largement distribué dans tous les

tissus animaux (170).
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La réduction de I’activité de la CAT est observée dans le cytosol du lot (Cis) ou nous
avons observé une diminution significative sous I’effet de la toxicité aigue induite par le
cisplatine. Ces résultats peuvent expliquer une production intense de H2O». Par contre, le
traitement des souris par la vitamine E diminue significativement ces effets puisque le taux de
la CAT regénére.

Nos résultats sont en accord avec ceux de (161) et (171).Argyriou A.et al (171) signalé
que l’incidence de la neurotoxicité¢ est hautement significatif dans le groupe (cis), la
supplémentation en vitamine E chez les patients cancéreux peut avoir un effet neuroprotecteur
important.
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Conclusion

Le systéme nerveux est organisé en SNC qui comprend I’encéphale et la moelle
épiniere, et SNP qui comprend les nerfs. Ces deux systemes sont reliés et fonctionnent en
harmonie.

Une affection du systéme nerveux périphérique provoque chez le malade un syndrome
neurogene périphérique.

Le prolongement du systeme nerveux périphérique comprend I'ensemble des nerfs et
de leurs renflements (ganglions nerveux). Il existe des nerfs craniens et des nerfs rachidiens

ou spinaux, ces derniers constituent les GRD.

L’atteinte neurotoxique dépend du type de la chimiothérapie, ainsi chez des rats traités
au cisplatine, on a observé une atteinte du transport axonale des fibres myélinisées non
nociceptives.Le cisplatine engendre des atteintes des noyaux des neurones des GRD, des

canalopathies du canal sodique.

Le cisplatine exerce son action cytotoxique par la formation d’adduits sur I’ADN, il est
utilisé seul ou plus fréqguemment en association dans le traitement des cancers. Le mécanisme
exact de la neurotoxicité périphérique reste encore mal compris mais il semble clairement
¢tabli que le cisplatine induit une neuronopathie primaire plutét qu’une axonopathie. Il
entraine une diminution du transport rapide axonale et une apoptose des cellules des

ganglions spinaux.

Les mécanismes de stress oxydatif induits par les médicaments ont été caractérisés par un
métabolisme qui peut produire une espéce intermédiaire réactive qui réduit I'oxygene

moléculaire directement pour la régénération des ROS.

Le stress oxydant étant a l'origine de nombreuses maladies, il semble logique de
chercher a le supprimer. On peut envisager sous le titre d'« antioxydants » au sens large,
I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la

propagation ou de détruire les espéces actives de I'oxygene.

Dans la présente étude, la neurotoxicité sous I’effet du cisplatine est évidente, cet
agent chimiothérapeutique est susceptible de causer un dégat profond suite a la production

excessive des radicaux libres, provoquant un déséquilibre dans le statut redox a I’intérieur de
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la cellule au profit des prooxydants responsables de la lipoperoxydation et 1’altération des

structures membranaires.

La vitamine E jouant un role protecteur contre le stress oxydatif au niveau des cellules
nerveuses, lors de I’administration du cisplatine, et cela par son pouvoir capteur des ERO, et

par conséquent elle posséde une activité antioxydante.

Les résultats de notre étude indiquent que la supplémentation en vitamine E dans la
neurotoxicité protege de maniere significative le tissu nerveux périphérique altéré par le
cisplatine et réduit l'incidence et l'intensité des signes et des symptdmes neuropathiques.
Cependant, I'efficacité de la neuroprotection avec une supplémentation en vitamine E doit
faire 1’objet d’autres études pour évaluer davantage son role protecteur dans la lutte contre le

stress oxydant.
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Résumeés

Résumé

L’effet neuroprotecteur et antioxydant de la vitamine E est étudié dans le cas du
neurotoxicité provoqués par un agent chimiothérapeutique le cisplatine chez les souris. La
thérapie avec le cisplatine induit une neurotoxicité néfaste sur les gonglions des racines

dorsales (GRD) et les cellules du cerveau.

On a déduit que l’injection du cisplatine chez les souris, induit une toxicité
neurologique. Due au stress oxydatif au niveau du systéme nerveux en augmentant
significativement le taux du MDA (p<0.01) et en réduisant significativement 1’activité de la
CAT (P<0.01) et du GSH (P< 0.01) dans ce tissu, résultant d’une augmentation excessive des
ROS. Par contre le traitement des souris par la vitamine E par voie orale protege les cellules
du systéme nerveux contre I’attaque des ROS générés par le cisplatine permettant ainsi, la

prévention des souris d’un dégat neurologique.

L’effet antioxydant par supplémentation en vitamine E 100 mg/kg (pc) chez les souris
ayant regu la dose de 8 mg/kg de (pc) diminue I’incidence et la sévérité de la neurotoxicité

péripheérique.

Mots clés

Stress oxydatif. Cisplatine. Vitamine E. Neurotoxicité. Souris.
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Abstract

The neuroprotective and antioxydant effect of vitamin E is Studied if the
neurotoxicity caused by the chemotherapeutic agent cisplatin in mice. Therapy with cisplatin
induced neurotoxicity harmful on dorsal root ganglion (DRG) and brain cells.

It was deduced that the injection of cisplatin in mice, induced a neurological
toxicity. The result of oxidative stress in the nervous system by increasing significantly the
MDA level (p <0.01) and significantly reducing the activity of the CAT (P <0.01) and GSH
(P <0.01) in this tissue, resulting from an excessive increase in ROS. As against the treatment
of mice with vitamin E orally protects the cells of the nervous system against the attack of

ROS generated by cisplatin thereby, preventing mouse neurological damage.

The antioxydant effect of vitamin E supplementation of 100 mg / kg (bw) in mice
having received a dose of 8 mg / kg (bw) reduces the incidence and severity of peripheral

neurotoxicity.

Keywords :

Stress oxydatif. Cisplatin. Neurotoxicity .Vitamine E. Mice.
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souris.
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Résumé :

L’effet neuroprotecteur et antioxydant de la vitamine E est étudie dans le cas du
neurotoxicité provoqués par un agent chimiothérapeutique le cisplatine chez les souris.
La thérapie avec le cisplatine induit une neurotoxicité néfaste sur les gonglions des

racines dorsales (GRD) et les cellules du cerveau.

On a déduit que I'injection du cisplatine chez les souris, induit une toxicité
neurologique. Due au stress oxydatif au niveau du systéeme nerveux en augmentant
significativement le taux du MDA (p<0.01) et en réduisant significativement I’activité
de la CAT (P<0.01) et du GSH (P< 0.01) dans ce tissu, résultant d’une augmentation
excessive des ROS. Par contre le traitement des souris par la vitamine E par voie
orale protége les cellules du systéme nerveux contre 1’attaque des ROS généreés par le

cisplatine permettant ainsi, la prévention des souris d’un dégat neurologique.

L’effet antioxydant par supplémentation en vitamine E 100 mg/kg (pc) chez les
souris ayant recu la dose de 8 mg/kg de (pc) diminue I’incidence et la sévérité de la

neurotoxicité périphérigue.

Mots clés : Stress oxydatif. Cisplatine. Vitamine E. Neurotoxicité. Souris.




