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Résumé  

L’objectif de ce travail est d’étudier les effets protecteurs de l’acide alpha lipoïque (AAL) 

sur l’hépatotoxicité induite par l’éthanol en évaluant les paramètres biochimiques, ainsi que 

quelques paramètres du stress oxydatif suivi par une étude histologique du foie chez 30 souris. 

Elles sont réparties en cinq groupes : le groupe témoin, le groupe traité par 100 mg/kg d'AAL 

par voie i.p. pendant 15 jours, le groupe malade traité per os par 5 mg/kg d’éthanol pendant 15 

jours, le groupe traité préalablement à titre préventif par 100 mg/kg d'AAL par voie i.p. pendant 

15 jours suivi d’une administration per os de 5 mg/kg d'éthanol pendant 15 jours et le groupe 

malade traité par une dose de 5 mg/kg d'éthanol pendant 15 jours suivi de 100 mg/kg d'AAL 

pendant 15 jours. Cette étude in vivo est soutenue par des expériences in silico et in vitro. 

L’étude de l’effet de l’AAL in silico a prédit qu’il y a une bonne interaction avec le cytochrome 

P450 et ADAM17. Cette étude a montré également que l’AAL possède des propriétés 

pharmacocinétiques intéressantes lui permettant d’être bien absorbée par voie orale avec un 

score de biodisponibilité favorable pour une bonne distribution. L’AAL n’a pas présenté de 

toxicités entravant son effet biologique, ce qui peut encourager son utilisation pharmacologique. 

L’effet hépatoprotecteur de l’AAL peut être en partie lié à la diminution du stress oxydant induit 

par l’ingestion chronique de l’éthanol en empêchant la peroxydation lipidique par réduction du 

taux du malondialdéhyde (MDA) et en empêchant la lyse de la membrane cellulaire des 

hépatocytes ce qui prévient la libération des enzymes de la fonction hépatique (transaminase 

ASAT et ALAT, phosphatase alcaline (PAL), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT). De plus, 

l’AAL peut diminuer les altérations au niveau des tissus hépatiques et empêchent la formation 

de stéatose et fibrose hépatique. En plus de son effet antioxydant, la composante anti-

inflammatoire de l’AAL peut également faire partie de son effet hépatoprotecteur chez les 

animaux atteints d’hépatotoxicité alcoolique. 

 

Mots clés : Acide Alpha lipoïque, Hépatotoxicité, Ethanol, Stress oxydant. 



 

 

Abstract   

The objective of this study is to investigate the protective effects of alpha lipoic acid 

(ALA) on hepatotoxicity induced by ethanol by evaluating biochemical parameters, as well as 

some parameters of oxidative stress followed by a histological study of the liver in 30 mice. 

They are divided into five groups : the control group, the group treated with 100 mg / kg of ALA 

i.p. for 15 days, the sick group treated orally with 5 mg / kg of ethanol for 15 days,  

the group previously treated as a preventive measure with 100 mg / kg of ALA i.p. for 15 days 

followed by oral administration of 5 mg / kg of ethanol for 15 days and the curative group treated 

with 5 mg / kg of ethanol for 15 days followed by 100 mg / kg of ALA for 15 days. This in vivo 

study is supported by in silico and in vitro experiments. The in silico study predicted that there 

is a good interaction of ALA with cytochrome P450 and ADAM17. This study also showed that 

ALA has interesting pharmacokinetic properties allowing it to be well absorbed orally with a 

favorable bioavailability score for good distribution. ALA has not exhibited toxicities 

interfering with its biological effect, which may encourage its pharmacological use. The 

hepatoprotective effect of ALA may be partly linked to the reduction in oxidative stress induced 

by chronic ingestion of ethanol by preventing lipid peroxidation by reducing the level of 

malondialdehyde (MDA) and preventing lysis of the hepatocyte cell membrane, which prevents 

the release of liver function enzymes (ASAT and ALAT transaminase, alkaline phosphatase 

(PAL), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT). In addition, ALA decreases alterations in liver 

tissue and prevent the formation of steatosis and hepatic fibrosis. In addition to its antioxidant 

effect, the anti-inflammatory component of ALA may also be part of its hepatoprotective effect 

in animals with alcoholic hepatotoxicity. 

 

Key words : Alpha Lipoic Acid, Hepatotoxicity, Ethanol, Oxidative stress. 

 

 



 

 

 ملخص

خلال تقييم الهدف من هذا العمل هو دراسة التأثيرات الوقائية لحمض ألفا ليبويك على التسمم الكبدي التي يسببه الإيثانول من 

تم تقسيم الفئران على خمس  فأر. 30عند مات البيوكيميائية، وكذلك بعض مؤشرات الإجهاد التأكسدي متبوعة بدراسة نسيجية للكبد و المعل

يوم بواسطة الحقن داخل الصفاق،  15مع/كغ/يوميا لمدة  100مجموعات: المجموعة الشاهدة، مجموعة عولجت بحمض ألفا ليبويك بجرعة 

بحمض ألفا ليبويك  كإجراء وقائي عولجت الأخرى  المجموعةيوم،  15ل لمدة غ/كغ/يوميا من الإيثانو  5عن طريق الفم  وعة المريضة اخذتالمجم

 يوم عن طريق الفم. المجموعة 15غ/كغ/يوميا من الإيثانول لمدة  5تليها  يوم بواسطة الحقن داخل الصفاق 15مع/كغ/يوميا لمدة  100بجرعة 

 15مع/كغ/يوميا لمدة  100حمض ألفا ليبويك بجرعة حقن داخل الصفاق ب ليهاعن طريق الفم ي يوميا من الإيثانول غ/كغ/ 5اخذت العلاجية 

توقعت الدراسة عبر المحاكاة ارتباط جيد  . وفي المختبربواسطة المحاكاة عبر الكمبيوتر  قمنا بدعم هذه الدراسة من خلال تجاربكذلك يوم. 

حمض لان خصائص الحركية الدوائية  الدراسة أظهرت أخرى جهة  من ADAM17و  Cytochrome P450من جهة وبين بويك حمض ألفا ليبين 

ولم يظهر  الجسم.في  لضمان توزيعه م مع اكتسابه قيمة توافر حيوي ملائمةمتص جيدا بعد تعاطيه عبر الفي تجعله ممامهمة  ألفا ليبويك

جزئيا بتقليل الاجهاد  حمض ألفا ليبويكر الوقائي للكبد لثيرتبط التأيقد  أي سمية مما قد يشجع استخدامه الدوائي. حمض ألفا ليبويك

كذلك  ، (MDA)المالونيك ألدهيد مستوى خفض  منع تأكسد الليبيدات بواسطة ريقطالتاكسدي الناجم عن الاستهلاك المزمن للكحول عن 

، الفسفاطاز  (ASAT/ALAT)كبدية الذي يمنع افراز انزيمات الخاصة بوضائف الكبد )ناقلات الأمين ريق منع تحلل غشاء الخلية الطعن 

 الكبديج يالنسعلى مستوى  يقلل التغيرات حمض ألفا ليبويك(، بالإضافة إلى ذلك ،  (yGT، إنزيم جاما جلوتاميل ترانسفيراز )  (PAL)القلوي 

حمض الفا ليبويك أيضا ، قد يكون المكون المضاد للالتهابات لد للأكسدةثيره المضابالإضافة لتأ .و يمنع تكون التنكس الذهني و التليق الكبدي 

 الحيوانات المصابة بالتسمم الكبدي الكحولي. ر عنديزء من التأثير الوقائي لهذا الأخج

 

 

 ، الإجهاد التأكسدي.حمض ألفا ليبويك الكبدي، الكحول،التسمم  الكلمات المفتاحية:
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Liste des abréviations 
Abréviation Nom complet 

A°  Angströms 

AAL  Acide Alpha Lipoïque 

ABTS   2'-Azino-Bis-3-EthylbenzoThiazoline-6-Sulfonic 

ACPI  Acide Gras Poly Insaturées 

ADH  Alcool Dés Hydrogénase 

ADHL  Acide Di Hydro Lipoïque  

AG  Acide Gras  

ALAT  Alanine Amino Transférase 

ALDH  Acétaldéhyde Dés Hydrogénase 

ASAT   Aspartate Amino Transférase 

CAT  Catalase 

CYT   Cytochrome  

DNPH  Di Nitro Phényl Hydrazine 

DPPH   Di Phenyl Picryl Hydrazyl  

ERO  Espèces Réactives de l’Oxygène 

  GPCR  G Protein Coupled Receptor 

  GPX  Glutathion Peroxydase 

GSH  Glutathion 

HA  Hépatite Alcoolique 

HAA  Hépatite Alcoolique Aiguë 

HO-1  Hème Oxygène -1  

IE  Inhibiteurs des Enzymes  

IK  Iinhibteur des Kinases  

IRRI  Irritation  

IP  Inhibition de Protéase  

kDa   Kilo Dalton 



 

 

KGDG  α-Cétoglutarate déshydrogénase  

LipDH  Lipoamide Dés Hydrogénase 

LIPOX  Lipoperoxydation 

LRN  Ligands de Récepteur Nucléaire  

MAA  Malon di Aldéhyde Acétaldéhyde 

MCI  Modulateur de Canal Ionique  

MDA  Malon di Aldéhyde 

MDH   Malate Dés Hydrogénase  

MEOS  Microsomal Ethanol Oxidizing System  

MUT   Mutagénique  

PAL   Phosphatase Alcaline  

PDG  Pyruvates Déshydrogénase 

pNPP  p-Nitro Phényl Phosphate  

QSAR   Quantitative Structure Activity Relation  

REP  Reprotoxicité 

RL  Radicaux Libre 

RMSD   Root Mean Square Deviation 

SOD  Superoxyde Dismutase 

TBA  Acide Thiobarbiturique 

TCA  Acide Trichloroacétique 

TEAC  Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

TGO  Transaminase Glutamique Oxaloacétique   

TGP   Transaminase Glutamique Pyruvique 

TRAP  Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter 

TUMO  Tumorogénique  

XO  Xanthine Oxydase 

Y-GT   Gamma Glutamyl Transpeptidase  
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Les pathologies hépatiques liées à la consommation da l’alcool constituent un véritable 

problème de santé, l’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 3,3 millions de décès 

par an sont attribuables à l’alcoolisme (Teixeira-Clerc, 2015). 

La toxicité de l'éthanol sur le foie est en fonction de la durée de l'alcoolisme, de la quantité 

quotidienne d'alcool et de la nutrition du patient. Le seuil de toxicité de l'alcool sur le foie est 

d'environ 40 g d'éthanol par jour chez l'homme et de 20 à 30 g par jour chez la femme, ce qui 

cause différentes Lésions hépatiques (fibrose, stéatose, hépatite alcoolique aiguë et cirrhose).   

L'éthanol est oxydé dans le foie en acétaldéhyde (un composé considérablement plus 

toxique que l'éthanol lui-même). Le métabolisme de l'éthanol peut avoir un effet hépatotoxique 

important (Waluga et Hartleb, 2003). Aujourd'hui, plusieurs études bien argumentées ont 

montré que l’alcool provoque principalement un stress oxydant au niveau hépatique, résultant 

d’un déséquilibre entre la production de radicaux libres oxydants et la capacité 

antioxydante (Das et Vasudevan, 2007 ; Ghafouri-Fard et al., 2020). 

Au cours des dernières années, une grande importance a été attribuée à la thérapie 

antioxydante dans la prévention et le traitement des pathologies développées en relation avec le 

stress oxydatif (Hagymási et al., 2015). 

Le terme antioxydant n'est pas toujours clairement défini dans la littérature populaire ou 

scientifique. Dans le sens le plus général, un antioxydant naturel ou synthétique fonctionne 

directement ou indirectement pour minimiser les dommages aux biomolécules (principalement 

les protéines, les lipides et l'ADN) causés par les espèces réactives de l'oxygène (ERO). Un 

nutriment antioxydant peut être un précurseur ou un cofacteur pour une molécule antioxydant 

ou peut être un antioxydant à part entière (Stone et al., 2020). 

Parmi ces antioxydants, l'acide alpha lipoïque (AAL) encore dénommé acide thioctique 

est considéré comme un antioxydant naturel lipophile synthétisé par les plantes et les animaux, 

identifié comme un agent catalytique pour la décarboxylation oxydative du pyruvate et de l'α-

cétoglutarate, qui agit comme cofacteur d'enzymes mitochondriales bioénergétiques. 
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Parallèlement à son action mitochondriale, l’AAL et sa forme réduite, acide 

dihydrolipoïque, ont de nombreuses fonctions biologiques résultant en une grande variété 

d'actions telles que la protection anti inflammatoire et antioxydante, le piégeage des espèces 

réactives de l'oxygène, la régénération d'autres agents antioxydants notamment la vitamine C, 

la vitamine E et le glutathion, chélatent les ions métalliques de transition  et modulent la 

transduction du signal du facteur nucléaire (Di Tucci et al., 2018 ; Seifar et al., 2019 ; Özel et 

al., 2020). Au cours des dernières années l'utilisation d'AAL pour les traitements des maladies 

hépatiques a attiré l’attention des scientifiques. 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés, dans ce travail, à étudier l’effet protecteur 

de l’AAL contre l’hépatotoxicité induite par l’éthanol chez la souris. Notre travail a été 

subdivisé en trois partie : 

 Dans la première partie nous avons réalisé une étude bibliographique subdivisée en trois 

chapitres, le premier traite l’hépatotoxicité induite par l'éthanol. Alors que le deuxième s’est 

intéressé au stress oxydant et à l'AAL. Enfin, le troisième chapitre s’est intéressé aux 

méthodes d’etude d’effet de l’AAL in silico, in vitro, et in vivo utilisées dans cette étude. 

 La deuxième partie traité l’aspect pratique de notre travail c’est-à-dire le protocole 

expérimental suivi, les méthodes utilisées, la préparation des échantillons (in silico, in 

vitro et in vivo) ainsi que les résultats obtenus.  

 La troisième partie est la discussion des résultats avec d’autres réalisées dans la même 

thématique. 
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1. Ethanol   

L’éthanol de formule moléculaire C2H5OH est connu sous le nom d’alcool éthylique, il 

est utilisé dans les boissons alcooliques, les médicaments, la synthèse chimique, etc. La 

fermentation du sucre en éthanol est l'une des premières réactions organiques employées par 

l'homme (Gupta et Demirbas, 2010).  

Au cours de la glycolyse anaérobie (figure 01), le glucose se transforme en pyruvate qui 

sera réduit en acétaldéhyde en libérant du CO2. L'acétaldéhyde est ensuite réduit en éthanol 

grâce à l'oxydation de NADH, H+ en NAD+ (Guiraud, 2006). 

 

Figure 1 : Biosynthèse de l'éthanol (Guiraud, 2006) 

1.1. Propriétés de l’éthanol  

L’éthanol est de formule semi-développée CH3-CH2-OH et de masse molaire 46,07 

g.mole−1. Dans les conditions normales, l’éthanol est un produit stable, il possède les propriétés 

générales des alcools primaires, il peut réagir vivement avec les oxydants puissants (Falcy et 

al., 2019). 

L’éthanol est un liquide mobile, incolore, volatil, d’odeur plutôt agréable et décelable 

dès 84 ppm. Il est miscible à l’eau, le mélange se fait avec dégagement de chaleur et contraction 

du liquide. L’éthanol est également miscible à la plupart des solvants usuels, il est un bon 

solvant des graisses. L’éthanol peut être commercialisé sous forme anhydre ou à différentes 

concentrations dans l’eau (Falcy et al., 2019). 
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1.2. Toxicocinétique de l’éthanol   

L’absorption de l’éthanol se fait par trois voies. En effet, l’absorption par voie digestive 

s’effectue par simple diffusion, principalement au niveau du duodénum, du jéjunum proximal 

et à une plus faible proportion au niveau de l’estomac. En plus, la pénétration de l’éthanol par 

voie respiratoire est importante à cause de sa volatilité. Celle-ci est estimée en moyenne à 60%. 

Par contre la voie cutanée s’agit d’une pénétration négligeable chez l’adulte, de l’ordre de 1%.  

L’éthanol est distribué très facilement dans tous les tissus grâce à ses propriétés liées à sa 

faible masse molaire et à sa grande hydrosolubilité. Dans les os et les graisses, la diffusion est 

négligeable.  

Une faible quantité de l’éthanol est éliminée par les voies cataboliques comme le lait, la 

salive et les urines (Goullé et Guerbet, 2015).  

1.3. Métabolisme de l’éthanol   

Il est connu qu’il existe une production endogène d’alcool de l’ordre de 3g par jour au 

niveau du microbiote intestinal par fermentation (Paquot, 2019). D’autre part, la principale voie 

de détoxification de l’éthanol exogène est oxydative et essentiellement hépatique. Cette 

biotransformation fait appel à deux étapes d’oxydation saturables catalysées de manière 

prépondérante par deux famille d’enzymes suivies par une étape non enzymatique (Goullé et 

Guerbet, 2015) : 

 Première étape : l’oxydation de la fonction alcool en fonction aldéhyde qui fait intervenir 

l’enzyme alcool déshydrogénase (ADH), aboutissant à la formation d’un métabolite toxique, 

l’acétaldéhyde (réaction 1). 

             CH3CH2OH + NAD+         ADH   CH3CHO + NAD+ + H+                          (1) 

 Seconde étape : l’oxydation de la fonction aldéhyde en fonction acide sous l’influence de 

l’enzyme acétaldéhyde déshydrogénase (ALDH) qui appartient à la famille des enzymes de 

détoxification NAD+ dépendants (réaction 2).   

              CH3CHO + NAD+        ALDH       CH3COOH + NADH + H+                   (2) 
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 Troisième étape : l’oxydation de l’acétate en dioxyde de carbone (CO2) et en eau (H2O). 

L’acétate se combine au coenzymes A pour donner l’acétylcoenzymes A et des acides gras 

(AG) dans les tissus.  

D’autres voies métaboliques ont été mises en évidences en raison de la persistance de la 

production d’acétaldéhyde (figure 02). Le système microsomial d'oxydation de l'alcool (MEOS) 

catalyse l’oxydation de l’alcool impliquant le NAD+ et l’oxygène moléculaire O2, ainsi la voie 

de catalase transforme l’éthanol par oxydation en dépend de la disponibilité en peroxyde  

(Goullé et Guerbet, 2015 ; Elamin et al., 2019). 

 

Figure 2 : Voie de l’oxydation de l’éthanol dans la cellule hépatique (Elamin et al., 2019) 

Plusieurs autres voies non oxydatives de l’éthanol entrainent une élimination de l’alcool 

et conduisent à la formation des biomarqueurs dans le foie, le pancréas et divers tissus. Le 

système nerveux centrale et le cœur neutralisent l’éthanol par voie non oxydative comme le 

glutathion-S-transférase pour former l’ester éthylique d’AG. En plus, l’éthanol se fixe 

également sur un phosphate libéré de la phosphatidylcholine qui est responsable de perturbation 

de la membrane ou sur un groupement sulfate provenant du phosphoadénosine – phosphosulfate 

sous l’effet d’une sulfotransférase. En addition, l’éthanol est conjugué à un acide glucuronique 

sous l’action d’une glucuronyl transférase (Guiraud, 2006 ; Elamin et al., 2019). 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE                                           Hépatotoxicité induite par éthanol 

 
6 

 

2. Hépatite alcoolique   

Le foie est considéré comme le plus grand organe du corps, constitué de deux lobes et 

situé sous le diaphragme quadrant en haut et à droite la cavité abdominale. Le foie est positionné 

stratégiquement dans le corps humain permettant à tous les nutriments absorbés après la 

digestion dans le tractus gastro intestinale de traverser le foie via la veine porte hépatique avant 

d’être distribués à d’autres tissus via la circulation sanguine. Le foie est le siège du métabolisme 

des glucides, des lipides et des protéines (Gyamfi et Danquah, 2016). 

L’hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance de provoquer des 

dommages au foie. Elle se réfère à un dysfonctionnement hépatique ou à une lésion du foie 

associé à une altération de la fonction hépatique causée par l’exposition à des xénobiotiques 

(Sahu et Chandel, 2017).   

La toxicité hépatique induite par l’éthanol ou généralement dite l’hépatite alcoolique 

(HA) dépend de la voie, de la quantité et de la durée d’exposition (Mosbah, 2016). Ainsi 

l’éthanol, au niveau du foie est susceptible d’entrainer diverses lésions qui s’étendent de la 

stéatose hépatique isolée à la cirrhose et au carcinome hépatocellulaire (Goossens et al., 2012). 

2.1. Stades de la pathologie   

L’hépatopathie regroupe la stéatose hépatique, la fibrose, l’hépatite alcoolique aiguë 

(HAA) et la cirrhose (figure 03). L’accumulation de graisse sous forme des 

macro/microvésicules dans l’hépatocytes désigne la forme stéatose de foie qui reste réversible 

en quelque semaines après l’arrêt de la consommation alcoolique. La stéatose a été longtemps 

considérée comme une entité bénigne. Il est maintenant établi que la présence d’une fibrose 

conséquente à une accumulation excessive de collagène et d’autres protéines de la matrice 

extracellulaire transformées lors du processus de régénération des cellules de foie forment un 

tissus cicatriciel fibreux. L’association de nécrose hépatocytaire, d’inflammation et de fibrose 

péri-sinusoïdale forme les principales lésions au cours de stade de l’HAA (Mathurin, 2009 ; 

Mosbah, 2016 ; Warling et al., 2019).  

De la stéatose à la cirrhose, les lésions hépatiques sont multiples évolutives et associées 

à une mortalité élevée. L’hémorragie digestive, le développement d’un carcinome 

hépatocellulaire et les infections présentent la forme chronique où ils génèrent des nodules qui 
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causent l’arrêt de la circulation sanguine conduisant à une nécrose (Mathurin, 2009 ; Nasrallah, 

2014 ; Badlis et Haderbache, 2018). 

 

Figure 3 : Stades de la pathologie 

2.2. Symptômes, diagnostic et facteurs de risque  

Les symptômes de l’HA ne sont pas spécifiques, il s’agit de fatigue, des douleurs 

abdominales, d'anorexie, de fièvre et d’une perte de poids. Le développement d'un ictère peut 

survenir rapidement. Les patients atteints d'HA peuvent développer une hépatomégalie tendre, 

une ascite, une encéphalopathie hépatique et un saignement gastro-intestinal supérieur. Des 

signes d'abus chronique d'alcool tels que des angiomes araignées, une splénomégalie, un 

érythème palmaire, une gynécomastie, une hypertrophie de la glande parotide, une atrophie 

testiculaire et des multiples troubles électrolytiques (hypokaliémie, hypophosphatémie) 

peuvent être présents. Un sevrage sévère de l'alcool peut être mortel lorsque les patients 

développent un délire, des convulsions, un coma et un arrêt cardiaque (Fung et Pyrsopoulos, 

2017). 

L’HA apparait souvent asymptomatique jusqu’à ce qu’elle développe une maladie grave 

et avancée. De plus, les patients attient d’HA avancée peuvent présenter des signes de cirrhose 

avec décompensation hépatique (Nasrallah, 2014). La sensibilité et la spécificité des marqueurs 

biologiques de l’alcoolisation sont faibles et ne permettent pas de les utiliser comme outils de 

dépistage et de diagnostic.  
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L’inflammation est un mécanisme important dans le processus de toxicité par l’alcool, un 

diagnostic précis de l’inflammation du foie est important lorsque l’on suspecte une HA (Seitz 

et al., 2018). Ainsi la biopsie hépatique retrouve des caractéristiques évocatrices, comme la 

nécrose parenchymateuse, la stéatose, les dépôts de collagène intra-sinusoïdaux et 

péricentriques et la ballonisation des hépatocytes. Le foie peut être infiltré par des neutrophiles, 

typiquement regroupés autour des corps de mallory. La biopsie hépatique est souvent nécessaire 

au diagnostic de l’HA et aide à exclure d’autres étiologies. Elle est recommandée en cas d’étude 

clinique ou en cas de suspicion pour aider au diagnostic (Fung et Pyrsopoulos, 2017 ; Warling 

et al., 2019). 

L’effet de l’alcool sur le foie pourrait dépendre sur le mode de consommation, Il a été 

rapporté que boire en dehors des heures de repas augmente le risque par rapport à ceux qui ne 

consommaient de l'alcool qu'aux heures des repas. Ainsi, la consommation excessive en une 

seule séance, le type et la quantité d'alcool ingérée est les facteurs de risque les plus important 

pour le développement de l'HA (O’Shea et al., 2010). Il existe d’autres facteurs de risque 

ethniques, génétiques, le statut socioéconomique et politiques, qui peuvent être les facteurs 

déterminants du développement d’une maladie d’HA.   

2.3. Physiopathologie  

L'oxydation de l’éthanol modifie le potentiel d’oxydoréduction hépatocytaire en 

consommant le NAD oxydé qui provoque une saturation en électrons de la chaine 

mitochondriale. Ainsi une fuite des électrons avec une réduction monoélectronique de l’O2 

provoque une production d’espèces réactives de l’oxygène (Silvain et Chagneau-Derrode, 

2006). 

Le métabolisme de l’éthanol crée une crise énergétique liée à l’inhibition de la voie de β-

oxydation (Sergent et al., 2001). L’acétaldéhyde induit en outre le cytochrome P450 2E1 qui 

entraine la production des ERO, ainsi qu’une déplétion intracellulaire de glutathion, ce qui 

participe à majorer le stress oxydant (Trabut et al., 2012). 

Suite à son métabolisme, l’éthanol produit des ERO qui participent à sa toxicité en 

déclenchant un stress oxydatif (figure 4) (Megarbane et al., 2007). La particularité du stress 

oxydatif induit par l’éthanol réside également dans la capacité de celui-ci à générer des 
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conditions favorables au développement du stress oxydatif comme l’hypoxie, l’endotoxémie et 

la libération de cytokines (Sergent et al., 2001). 

 

Figure 4 : Rôle possible de la xanthine oxydase dans la biosynthèse de radicaux •OH et l'oxydation radicalaire de l'éthanol 
(Nordmann et al., 1988)  

1. Alcool déshydrogénase. 2. Aldéhyde déshydrogénase. 3. Biosynthèse du radical superoxyde catalysée par 

la xanthine oxydase (XO). 4. Superoxyde dismutase. 5. Biosynthèse du radical hydroxyle (•OH) par la réaction de 

HaberWeiss. 6. Formation d'un radical libre (EtO•) à partir de l'éthanol (EtOH) et de •OH. 7. Stimulation de la 

transformation de la xanthine déshydrogénase (XD) en xanthine oxydase (XO). 

La peroxydation lipidique et l’acétaldéhyde sont en outre à l’origine d’une cascade 

immuno-inflammatoire. Lors du métabolisme de l’alcool, la réaction du malondialdéhyde 

(MDA) avec le groupement amine des résidus d’acide aminée lysine génère également des 

produits de condensation appelées adduits malondialdéhyde-acétaldéhyde (MAA) et leur 

formation est responsable de l’augmentation des anticorps IgG, ainsi la présence d’anticorps 

Anti-MDA indiquant la capacité du stress oxydatif de déclenché une réponse immunitaire 

(Grönwall et al., 2017).  

Par ailleurs, l’augmentation de la perméabilité digestive induite par l’éthanol facilite le 

passage d’endotoxine dans le système porte et contribue ainsi à l’activation de l’immunité innée 

dans le foie (Trabut et al., 2012). L’endotoxine et le système de complément activent les voies 

de signalisation chez les cellules kupffer conduisant à la production du stress oxydatif et des 

cytokine pro-inflammatoire (TNF-α) provoquant des lésions hépatocellulaires. L’activation des 

composants de l’immunité innée déclenche non seulement des lésions hépatiques alcoolique, 

mais influence des réponses hépatoprotectrice, régénératrice et anti inflammatoire qui réduisent 

les dommages hépatocellulaires induits par l’alcool (figure 05) (Gao et Bataller, 2011). Ces 
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mécanismes physiopathologiques liés à l’intoxication de l’éthanol résultent quand il n’est pas 

métabolisé. 

 

Figure 5 : Promotion de l'inflammation et de la mort cellulaire (Sergent et al., 2014) 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 02 

Stress oxydant 

Et 

Acide alpha lipoïque
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1. Stress oxydant   

Depuis 1985, où le stress oxydant a été définie pour la première fois par le professeur 

Sies Helmut, un nouveau concept a été émergé décrivant un déséquilibre entre la production 

des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et la capacité du système biologique à se détoxifier 

(Sies, 1985 ; Rodrigo et Joaquin, 2009). Ces intermédiaires réactifs qui considérés comme des 

radicaux libre (RL) cause des dommages au constituants cellulaires (Semchyshyn et Lushchak, 

2012). 

Un RL est une molécule ou un atome qui possède un ou plusieurs électrons non appariés 

ou célibataires au niveau de ses orbitales externe (Naskar et al., 2009), ces électrons rendent les 

RL très instables et très réactifs. Les RL ont une durée de vie courte de milliseconde à 

nanoseconde et peuvent être formés par une addition d’un électron libre à un non radical, par 

perte d’un électron par un non radical, par rupture hémolytique d’une liaison covalente ou par 

abstraction d’un atome hydrogène (Barry,2001 ; Finaud et al., 2006).  

1.1. Espèces réactives oxydantes  

Ce sont des espèces plus réactives que l’O2 présent dans l’air, ces dérivés incluent l’anion 

superoxyde O2
•‾, radical hydroxyle OH•-, peroxyde d’hydrogènes H2O2, Oxygène singlets 1O2 

et l’ozone) (Djeffal, 2014). 

 En effet, l’O2 subit plusieurs réduction monoélectronique nécessitant l’apport de 4 

électrons qui additionnés un par un successivement, conduisant à la production de trois réactifs 

oxydants ayant une réactivité beaucoup plus importante que l’O2
•‾ (figure 06) (Gardès-Albert 

et al., 2003). 

 

Figure 6 : Réduction monoélectronique de l'oxygène (Gardès-Albert et al., 2003) 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE                                     Stress oxydant et Acide alpha lipoïque  

 
12 

 

Le monoxyde d’azote (NO‾) est un RL qui réagit avec des substances oxygénés (Archer, 

1993), il peut interagir avec l’O2 pour former l'ion peroxynitrite (ONOO‾) très réactif (Massion 

et al., 2002). 

1.1.1. Origine des ERO    

Les ERO de type radicalaire et non radicalaire sont produits à la fois à partir des sources 

exogènes et endogènes (figure 07) (Juurlink, 1997 ; Valko et al., 2006). 

 

 

Figure 7 : Réaction de production des différents ERO (Fang et al., 2002) 

L’O2
•‾ est considéré comme une espèce radicalaire primaire générée principalement par 

la chaine respiratoire mitochondriale, le cytochrome P450, système enzymatique (NADPH 

oxydase et Xanthine oxydase) et l’auto oxydation des petites molécules (Chiarugi et al., 2015). 

De plus O2
•‾

 peut interagir avec d’autres molécules pour générer des ERO radicalaires 

secondaires par la réaction de Fenten qui génère un radical hydroxyle (OH•‾) (Kaur, 2018), par 
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oxydation de l’acide aminé arginine ou citruline assuré par l’enzymes NOS synthétase en 

présence de NADPH formant ainsi l’oxyde nitrique (NO•) (Robinson et al., 2011). L’interaction 

de l’O2
•‾ et le NO• lorsque sont formés en grandes quantités en parallèle donne le peroxynitrite 

(ONOO). Ce dernier donne à son tour l’OH•‾ ou génère le radical pyroxyle (ROO•) suite à 

l’attaque oxydative des lipides (Villamena, 2013).  

D’autres types d’ERO sont non radicalaires présentés principalement par le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) généré soit par dismutation de l’O2
•‾

 catalysé par la superoxyde dismutase 

(SOD) ou à partir de l’O2 par action d’enzymes de métabolisme des xénobiotiques (Valko et al., 

2006). En addition, l’H2O2 peut donner l’hypochlorite (HOCL) par l’intervention de l’enzyme 

myloéperoxydase (Bansal et Kaushal, 2014). L’1O2 peut être produit par des processus 

endogènes comme la lumière à partir de l’O2 (Ozcan et Ogun, 2015).  

Les sources exogènes peuvent être représentées par des agents environnementaux y 

compris les cancérogènes non génotoxiques, par l’expositions à des xénobiotiques, des métaux 

lourds, des radiations (rayons X et lumière UV) qui peuvent générer directement ou 

indirectement des ERO dans les cellules (Machlin et Bendich, 1987).  

À l'heure actuelle, il est bien établi que l'induction d'un stress oxydatif fait partie des 

mécanismes de toxicité de l'alcool, le métabolisme de l'éthanol en produisant des ERO à faible 

niveau entraîne des modifications oxydatives des radeaux lipidiques provoquant l'agrégation de 

ceux-ci. Le seul effet de l’alcool clairement démontré est une déplétion en glutathion lors de 

l’intoxication aiguë et en glutathion mitochondrial lors de l’intoxication chronique (Garcia-

Ruiz et al., 1994 ; Sergent et al. 2001 ; Sergent et al. 2014). 

1.1.2. Rôle physiologique des ERO  

Lorsque les ERO présentes à des faibles quantités dans la cellule, elles réagissent de façon 

bénéfique assurant plusieurs mécanismes biologiques.   

Dans le système de défense antimicrobiens, juste après la phagocytose des pathogènes, 

les phagocytes, granulocytes neutrophiles et les monocytes augmentent la consommation d’O2 

et passent d’un état quiescent à un état activé (Migdal et Serres, 2011), et libère des ERO qui 

aide à neutraliser les bactéries, ce mécanisme traduit l’explosion oxydative (Forman et al., 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE                                     Stress oxydant et Acide alpha lipoïque  

 
14 

 

2004). Par ailleurs, la libération rapide des ERO participe à l’induction de lésion tissulaire dans 

certaines maladies inflammatoires (Gougerot-Pocidalo et al., 2002). 

 Les ERO interviennent dans les mécanismes de la signalisation redox et la transmission 

cellulaire. Le H2O2 est le seul RL ayant une spécificité de son interaction avec les effecteurs 

dans les voies de signalisation, cette spécificité lui attribue plusieurs rôles de second messager 

(Forman et al., 2004 ; Sies, 2014) : 

 Le H2O2 est qualifié d’insulino-mimétique et intervient dans plusieurs cascades de 

signalisation induites par les facteurs de croissance ;  

 Le H2O2 intervient également dans des processus de prolifération, de différenciation, 

de réparation des tissus et d’inflammation.  

Les ERO peuvent également participer dans le système de transmission en activant ou en 

inhibant des récepteurs ou des enzymes (Migdal et Serres, 2011). En plus, plusieurs facteurs de 

transcription impliqué dans les processus biologiques tels que NF-κB, AP-1, AP-2, MTF, HSF, 

Sp-1 et NFI, sont régulés par les ERO (Guiraud, 2006). 

1.1.3. Dommage oxydatifs des ERO    

Les biomolécules cellulaires protéiques, lipidiques et acides nucléiques (ADN et ARN) 

sont les principales cibles des ERO contribuant à une augmentation de stress oxydant (Serdar 

et al., 2006). 

A. Oxydation lipidique   

La lipoperoxydation (LIPOX) est un phénomène d’oxydation lipidique qui peut résulter 

de plusieurs voies réactionnelles en fonctions de milieu et agents initiateurs (tableau1) (Ayala 

et al., 2014). 
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Tableau  1 : Agents initiateurs responsable de déclenchement des voie d’oxydation lipidique (Paquette et al., 1985 ; Tejero et 

al., 2004 ; Gargouri et al., 2008) 

                           Voies réactionnelles                                  Agents initiateurs  

Auto-oxydation Température (T°), les ion métallique et les RL 

Photo-oxydation 

Oxydation enzymatique 

Photosynthèse en présence de la lumière 

Lipoxygénase 

La LIPOX est un mécanisme d’auto-oxydation décrivant les réactions entre les RL et les 

acides gras polyinsaturées (AGPI) (Tessier et Marconnet, 1995). Elle correspond à une fixation 

d’O2 suivi des réactions en chaine radicalaire qui se déroule en trois étapes (Tsimikas et 

Witztum, 2000 ; Guichardant et al., 2006) :  

 Phase d’initiation : dans cette phase, une abstraction d’un atome d’hydrogène de 

l’AGPI situé sur un carbone placé entre deux doubles liaisons conduit à la formation d’un 

radical alkyle (figure 08). 

 Phase de propagation : le radicale alkyle réagit avec l’O2 pour donner le radical 

peroxyle instable qui peut réagir à son tour avec une nouvelle molécule d’AGPI pour former 

des peroxydes. Le peroxyde formé se décompose par scission homolytique de la liaison O-O 

pour former le radical alcoxyle et hydroxyle. Le radical alcoxyle réagit avec d’autres substrats 

conduisant à la propagation de la réaction en chaîne. Il peut également subir une scission C-C 

de part et d’autre du radical pour former un radical alkyle et un radical vinyle. Le radical alkyle 

peut réagir avec un hydrogène, un radical hydroxyle ou une molécule d’oxygène générant ainsi 

des hydrocarbures, des alcools et d’autres peroxydes. Le radical vinyle peut réagir avec un 

radical hydroxyle, un radical hydrogène ou oxygène moléculaire pour générer des 

hydrocarbures et des aldéhydes qui permettent une évaluation du degré de peroxydation (figure 

08). 

 Phase de terminaison : les RL formées au cours de la phase de propagation réagissent 

entre eux pour former une substance non radicalaire (figure 08).  
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Figure 8 :  Phases d’initiation, de propagation et de terminaison de la peroxydation lipidique (Michel et al., 2008) 

A la fin du processus de LIPOX, plusieurs produits secondaires d’oxydation appariés 

sont considérés comme des biomarqueurs visés pour caractériser l’état global d’oxydation 

lipidique. Le MDA est un produit terminal secondaire formé au cours de la LIPOX à partir de 

dégradation des hydroperoxydes. La réactivité du MDA avec l’acide thiobarbiturique (TBA) 

est le test le plus connu et le plus utilisé (Guichardant et al., 2006). Aussi les isoprostanes 

plasmatique et urinaire sont des biomarqueurs les plus valide et les plus sensible ainsi stables 

permettant de suivre la réduction du stress oxydant in vivo après traitement pharmacologique 

(Michel et al., 2008).  

Le mécanisme de la LIPOX a pour conséquences d’une diminution de la fluidité 

membranaire, une augmentation de la perméabilité aux substances, des altérations structurales 

des membranes et des lipoprotéines, une inactivation des enzymes structurales ainsi qu’une 

cytotoxicité qui peut être attribuée aux espèces radicalaires qu’elle génère et aux aldéhydes qui 

sont issus par des réactions de coupures (Tebani, 2014). 

B. Oxydation protéique   

Les protéines sont les premières cibles susceptibles d’être attaquées ou modifiées par les 

ERO à trois niveaux (Berlett et Stadtman, 1997 ; Migdal et Serres, 2011) :  

 Oxydation au niveau des chaines latérales des AA (figure 09) ;  

 Oxydation au niveau de la chaine protéique elle-même suivie d’une fragmentation et / 

ou de la formation de liaison intra ou inter chaine ;  
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 Formation d’une chaine carbonylée issue de la fragmentation de protéine, de 

l’oxydation de certains AA ou l’interaction des AA avec des produits de LIPOX.    

L’oxydation des protéines entraîne la formation des carbonyles réactifs (cétones et 

aldéhydes). Ces groupements formés ont été proposés en tant que signe de dysfonctionnement 

associé à une maladie (neuropathie (Hlusicka et al., 2019)). Ainsi les protéines carbonylées sont 

des biomarqueurs de diagnostic précoce de ces maladies. Les groupes des protéines carbonyles 

ont été les plus largement étudiée de l'oxydation des protéines et parce qu'ils sont très stables et 

peuvent être facilement détectés par leurs réaction avec 2–4 dinitrophénylhydrazine (DNPH)  

(Bansal et Kaushal, 2014). 

La plupart des dommages oxydatifs sont irréversibles et non réparables conduisant à des 

modifications des structures, d’antigénicité et de fonction des protéines (Jaisson et al., 2017). 

 

Figure 9 : Nature de quelques modifications des chaînes latérales d’acides aminés des protéines après attaque radicalaire 

(Favier, 2003) 
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C. Oxydation des acides nucléiques   

Les diverses lésions résultant de l’oxydations d’acides nucléiques sont majoritairement 

produites par l’action d’OH•‾. Sa réaction avec l’ADN est susceptible de conduire à une 

oxydation des bases et des résidus des sucres ou la formation des cassures de chaîne par 

arrachement d’un atome d’hydrogène du 2-désoxyribose. De plus, le radical OH•‾ est 

responsable de la formation des pontages ADN-protéines dans les nucléoprotéines. Ainsi, les 

réactions des LIPOX s’y produisant provoquant la formation d’MDA entrainant une oxydation 

indirecte des acides nucléiques (figure 10) (Badouard, 2006). L’oxydation de l’ADN aboutit à 

la formation de fragments 8-OH-2’-deoxyguanosine (8-OH2DG) qui sont éliminés par les 

enzymes de réparation. Mais si ces systèmes sont défaillants ou dépassés, la 8-OH2DG 

s’accumulera au sein de l’ADN pouvant causer des mutations. Ce métabolite considéré comme 

un biomarqueur lorsque des taux urinaires augmentent reflétant un stress oxydatif au niveau de 

l’ADN.  

 

Figure 10 : Principaux dommages radicalaires au niveau de l’ADN (Favier, 2003) 
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1.2.  Systèmes de défense antioxydants 

Le corps humain est équipé d'une variété des antioxydants qui servent à mettre en balance 

l'effet des oxydants. Les antioxydants sont classifiés en systèmes enzymatiques et non 

enzymatiques, préventifs ou réparateurs, endogènes et exogènes, primaires et secondaires, 

hydrosolubles et liposolubles, naturels ou synthétiques (Birben et al., 2012 ; Pisoschi et Pop, 

2015). 

1.2.1. Systèmes enzymatiques   

A. Superoxyde dismutase  

La superoxyde dismutase (SOD) est une métallo-enzyme et la première ligne du système 

de défense contre les ERO. Elle catalyse la dismutation de O2
•‾ en H2O2 et O2. Il existe trois 

isoformes : SOD cuivre/zinc, SOD manganèse et SOD extracellulaire (Ighodaro et Akinloye, 

2018).  

B. Catalase  

La catalase (CAT) est une enzyme commune dans presque tous les organismes vivants. 

Elle utilise le fer ou manganèse comme des cofacteurs et catalyse la réduction du H2O2 en H2O 

et O2. La catalase est très efficace car elle peut décomposer des millions des molécules de H2O2 

en une seconde (Kaushal et al., 2018). 

C. Glutathion peroxydases   

La glutathion peroxydase (GPx) appelée séléno-cystéine peroxydase car son activité 

dépend d'un cofacteur dit sélénium, est une enzyme intracellulaire, réduit le H2O2 et les 

peroxydes lipidiques respectivement en H2O et alcools, dans les mitochondries et parfois dans 

le cytosol. Cette enzyme joue un rôle très important en inhibant le processus de LIPOX et 

protège donc les cellules du stress oxydatif (Ighodaro et Akinloye, 2018). 
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1.2.2. Systèmes non enzymatiques   

A. Antioxydants non enzymatiques liposolubles   

 Vitamine E : ou α-tocophérol est un antioxydant lipophile qui est considéré comme le 

principal antioxydant membranaire utilisé par les cellules contre l’attaque des RL empêchant la 

LIPOX des AGPI (Rohnavaz et al., 2016). 

 Caroténoïdes : β-carotène est le précurseur le plus abondant et le plus efficace de la 

vitamine A, c’est un antioxydant liposoluble dont l’activité se produit dans les fibres de 

collagène et d’élastine. Les caroténoïdes montrent leurs effets antioxydant dans une faible 

pression partielle d'O2 et peuvent avoir des effets pro-oxydants à des concentrations d'O2 plus 

élevées. Il inhibe la LIPOX induits par les RL (Watson, 2017 ; Young et Lowe, 2018). 

 Ubiquinol : ou coenzyme Q10 appelé ubiquinone, est un antioxydant naturel qui fait 

partie de la chaîne des molécules de transport d’électrons dans la mitochondrie, il est nécessaire 

pour la production d’énergie. Son rôle dans l’acceptation et le transfert des électrons dans les 

mitochondries, le rend également parfaitement adapté pour agir comme un antioxydant, en 

particulier dans l’environnement mitochondrial, où de nombreuses réactions biochimiques de 

haute énergie se produisent (Frei et al., 1990 ; Mendelson, 2008). 

B. Antioxydants non enzymatiques hydrosolubles  

 Vitamine C : ou acide ascorbique est un antioxydant très important, qui fonctionne 

dans les environnements aqueux du corps, en neutralisant les ERO qui sont produits par les 

cellules du derme et de l’épiderme et en protégeant les structures intracellulaires dues au stress 

oxydatif (Padayatty et al., 2003 ; Chambial et al., 2013). 

 Glutathion (GSH) : un tripeptide formé de glutamate, de cystéine et de glycine, 

souvent considéré comme le principal antioxydant de la cellule. Ses fonctions et ses propriétés 

antioxydant sont essentiels aux processus cellulaires, notamment la détoxification des 

xénobiotiques, la modulation de la prolifération cellulaire, le transport et le stockage de la 

cystéine et le maintien de l’état redox (Navari-Izzo et al.,2002 ; Ferguson et Bridge, 2019). 

 Oligoéléments : ils agissent comme des cofacteurs des enzymes antioxydants pour 

protéger l'organisme contre les ERO, tels que le cuivre, le manganèse, le sélénium, et le zinc. 
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Ils sont nécessaires pour maintenir un équilibre entre les composants pro-oxydants nocifs et les 

composés antioxydants qui contrent ces effets (Leung, 1998). 

 Polyphénols : les composés phénoliques comprennent plus de 8000 composés et 

divisés en dix groupes différents selon leur structure chimique, notamment les acides 

phénoliques, les flavonoïdes et les proanthocyanidines. Ce sont les principaux antioxydants 

naturels assurant leur fonction antioxydant par le transfert d'un seul électron et le transfert 

d'atomes d'hydrogène. Les sources les plus riche en polyphénols alimentaires sont les fruits, les 

légumes, les céréales, les épices et les herbes. La consommation élevée de ces aliments a été 

associée à une diminution du risque des maladies dégénératives et chroniques les plus courantes 

qui sont connues pour être causées par le stress oxydatif (; Navari-Izzo et al., 2002 ; Zhang et 

Tsao, 2016). 
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2. Acide alpha lipoïque   

L'acide alpha lipoïque (AAL) est un composé antioxydant naturel présent dans toutes les 

cellules du corps, il protège efficacement contre le stress oxydatif grâce à ses deux formes, 

réduite, acide dihydrolipoïque (ADHL) et oxydée, acide alpha lipoïque (figure 11). Ces formes 

ont une capacité de chélation des métaux, bloquent les ERO dans le cytosol ou dans les 

domaines hydrophobes et permettent de régénérer d'autres antioxydants. L’AAL est 

fréquemment utilisé pour le traitement des pathologies associées au stress oxydant, telles que 

le diabète et l’athérosclérose (Ying et al., 2010 ; Rochette et al., 2015).  

Dans l’organisme humain, l’AAL fonctionne comme un cofacteur essentiel de plusieurs 

complexes multienzymatiques mitochondriaux impliqués dans le métabolisme énergétique, tels 

que les complexes pyruvate déshydrogénase (PDG) et α-cétoglutarate déshydrogénase (KGDG) 

(Packer et al., 1997 ; Navari-Izzo et al., 2002 ; Farhat et Lincet, 2020). 

2.1.  Structure chimique  

L'AAL dit aussi acide thioctique est chimiquement appelé (acide 1,2-dithiolane-3-

pentanoïque ou acide 6,8-dithiooctanoïque, sa formule est C8H14O2S2 (Ghibu et al., 2008). 

 

Figure 11 : Structure chimique de l’acide alpha lipoïque et de l’acide dihydrolipoïque (Ghibu et al., 2008) 

L'AAL est un disulfure, qui contient huit atomes de carbone avec un seul centre chiral et 

un carbone asymétrique, deux atomes de soufre insérés dans les liaisons C-H au niveau des 
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carbones 6 et 8 d'acide n-octanoïque. Il en résulte ainsi de deux isomères optiques possibles 

(figure 12) : R-AAL et S-AAL. L'isomère R est synthétisé de manière endogène et se lie aux 

protéines (Patel et Packer, 2008 ; Gorąca et al., 2011). 

 

Figure 12 : Formes énantiomère de l'acide alpha lipoïque (Patel et Packer, 2008) 

2.2.  Biosynthèse et métabolisme de l’acide alpha lipoïque   

2.2.1. Biosynthèse de l’acide alpha lipoïque     

Chez l’homme, l’AAL provient de l’apport alimentaire ou synthétisé par voie 

enzymatique dans les mitochondries à partir de l'acide gras octanoïque comme précurseur et de 

la cystéine comme source de soufre sous l’action de l’acide lipoïque synthétase (Navari-Izzo et 

al., 2002 ; Ghibu et al., 2008 ; Amenta et al., 2018). 

2.2.2. Métabolisme de l’acide alpha lipoïque   

L’AAL est métabolisé soit par :  

 Réduction de l’acide alpha lipoïque : l’AAL peut être réduit en ADHL, sous l’action 

des enzymes, lipoamide déshydrogénase (LipDH) mitochondriale avec oxydation du NADH 

(figure 13), glutathion réductase et la thiorédoxine réductase cytosolique avec oxydation du 

NADPH (Jones et al., 1997 ; Ghibu et al., 2008 ; Gorąca et al., 2011). 
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Figure 13 : Réduction de l'acide alpha lipoïque (Biewenga et al., 1997) 

 β-oxydation : est un processus catabolique des AG qui se déroule dans le foie, 

induisant la libération au niveau de l’urine et du plasma des acides hydroxibisnorlipoïques, 

bisnorlipoïque et tétranorlipoïque qui peuvent contribuer à l'effet antioxydant l'AAL in vivo 

(figure 14) (Biewenga et al., 1997 ; Ghibu et al., 2008). Schupke et al., a confirmé que la β-

oxydation est la principale voie métabolique de l’AAL in vivo (Schupke et al., 2001). Quelle 

que soit l'espèce animale étudiée, les métabolites les plus courants de l’AAL semblent être le 

bisnorlipoate, le tétranorlipoate, le β-hydroxy-bisnorlipoate ou les dérivés mercapto bis-

méthylés de ces composés (Shay et al., 2009). 

 

Figure 14 : Réduction de l'acide alpha lipoïque par ꞵ-oxydation (Shay et al., 2009) 
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2.3.  Effet antioxydant   

L’AAL représente un puissant antioxydant et cofacteur important pour les réactions redox 

au sein de la mitochondrie et de la cellule (Patel et Packer, 2008). L’efficacité antioxydant 

essentielle de l’AAL est basée sur la réactivité de ce dernier avec les ERO où il souvent piéger 

plusieurs types de RL essentiellement le OH•‾ (Navari-Izzo et al., 2002). L’AAL est un 

antioxydant qui réagit directement sur les ERO par sa propriété amphiphile qui lui permet d’agir 

tout au niveau des membranes lipidiques qu’au niveau des parties intra et/ou extracellulaire.  

Plusieurs mécanismes sont évoqués : 

 Il peut chélate les métaux lourds et piéger les métaux de transition impliqués dans la 

synthèse des OH•‾ (Bustamante et al., 1998 ; Moini et al., 2002 ; Caylak et al., 2008 ;  Moraes 

et al., 2010).  

 Des études ont démontré que la chélation du fer et du cuivre par l’AAL dans le cerveau 

a eu un effet positif sur la maladie d’Alzheimer par diminution des RL (Packer et al., 1995 ; 

Simunkova et al., 2019).  

 Régénération des formes réduites de certains antioxydants notamment la glutathion, 

vitamine C et vitamine E, augmente ainsi leur demi-vie et leur efficacité (figure 15) (Winiarska 

et al., 2008 ; Ghibu et al., 2008).  

 

Figure 15 : Mécanismes de protection des antioxydants endogènes (vitamines C et E, glutathion) par l’ acide alpha lipoïque 

(Ghibu et al., 2008) 
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 Il peut exercer un effet antioxydant sur l’enzyme de l’hème oxygénase 1 (HO-1) qui 

implique la dégradation de l’hème avec la libération de bilirubine et de biliverdine qui ont des 

effets anti oxydants (Rochette et al., 2013).  

2.4.  Effet hépatoprotecteur   

Plusieurs études ont confirmé l’effet protecteur de l’AAL basée sur l’équilibre du statut 

oxydatif au niveau de plusieurs types cellulaires tels que les cellules pancréatiques (Topsakal 

et al., 2016 ; Abd-Ellah et Abou-zeid, 2017;). 

Au niveau des hépatocytes, les études de liu et al., (2018) ont démontré que 

l’administration de l’AAL protège le foie contre les lésions et les dommages induite par le 

tétrachlorure de carbone (CCl4) (Liu et al., 2018). L’AAL est capable de réguler l’autophagie 

hépatocellulaire par la régulation de la voie de signalisation de AKT/m TOR avec la répression 

de la voie TGR/Smad3.  

L’effet protecteur de l’acide alpha lipoïque contre l’hépatotoxicité induite par l’éthanol 

représente le but de l’expérimentation présentée  dans ce travail.
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1. Etude in silico  

La bio-informatique, discipline en évolution permanente, est une application d’outils et 

de techniques informatiques, mathématiques utile pour la gestion et l’analyse des données 

biologiques. Le terme in silico est devenu fréquent pour décrire les études biologiques effectuées 

sur ordinateurs, rejoignant les termes in vivo et in vitro qui décrivent les modèles des études 

expérimentales traditionnelles (Tisdall, 2002). Ekins et al., ont dit « … Au cours de la dernière 

décennie, nous avons vu que des méthodes de calcul in silico ont été développés et appliqués au 

développement et au test d’hypothèses pharmacologiques » (Ekins et al., 2007).  

Les méthodes in silico comprennent les bases des données, la relation quantitative 

structure activité, représentation des pharmacophores et d’autres approches de modélisation 

moléculaire. 

1.1. Amarrage moléculaire  

L’amarrage moléculaire est une méthode fondée sur la structure in silico largement utilisé 

dans la découverte des médicaments. L’amarrage permet d’identification des nouveaux 

composées d’intérêt thérapeutique, de prédire les interactions ligand-cible au niveau moléculaire 

ou de délimiter les relations structure activité (Pinzi et Rastelli, 2019). L’amarrage moléculaire 

est une méthode qui analyse la conformation et l’orientation des molécules dans le site de liaison 

d’une cible macromoléculaire (récepteur, enzymes, protéines).  

Les algorithmes de recherche génèrent des conformations possibles qui sont classées par 

les fonction des notations (Torres et al., 2019). Plusieurs logiciels algorithmiques utilisé 

permettent d’évaluer les interactions énergétiques potentiels entre les ligands et le récepteur tels 

que l’AutoDock (Morris et al., 1996), GOLD (Jones et al., 1997), MolDock (Thomsen et 

Christensen, 2006). 

AutoDock est une suite de logiciel d’amarrage informatique et de criblage virtuel des 

petites molécules vers les récepteurs macromoléculaires (Forli et al., 2016). Ce logiciel est 
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capable de déterminer les conformations avec les scores possibles en calculant rapidement 

l’énergie libre totale du complexe ligands-récepteurs. 

 L’effet hépatoprotecteur de l’acide alpha lipoïque consiste à étudier les interactions de 

ce dernier avec des molécules et macromolécules organiques et protéiques essentielles dans la 

pathologie de l’hépatotoxicité de l’éthanol.  

2.2 QSAR (Quantitative Structure Activity Relations) 

D’après les travaux de Crum-Brown et Frazer (1868), ils ont postulé que l’activité 

biologique d’une molécule est une fonction de sa constitution chimique (Crum Brown et Fraser, 

1868). Après un siècle la QSAR s’est développée, diversifiée, a évoluée et est largement utilisée 

dans le domaine de la recherche scientifique.  

Le principe des méthodes QSAR est de mettre une relation mathématique reliant de 

manière quantitative la structure moléculaire, codée par des propriétés moléculaires appelées 

descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes d’analyse des données.  

L’objectif de ces méthodes est d’analyser les données structurales afin de déterminer les 

facteurs influençant l’activité mesurée (Srinivas Reddy et al., 2010 ; Li et al. 2012). L’utilisation 

de QSAR est pour but de prédire les propriétés de l’activité biologique et physico-chimiques 

par des moyens rationnels. Ces prévisions pourraient réduire l’exigence des tests longs et 

coûteux pratiqués sur les animaux afin de développer de nouveaux produits pharmacologiques 

(N’dri et al., 2019).  

La QSAR la plus connu est de la forme « activité = f (descripteurs) » et les descripteurs 

peuvent-être des propriétés physicochimiques et/ou structurales.  

Les propriétés physico-chimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques de l’acide alpha 

lipoïque, de l’acide dihydrolipoïque et de certaines molécules de référence (α-tocophérol et 

acide ascorbique) sont étudiées par plusieurs logiciels utilisant la méthode QSAR notamment :  
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 Molsoft : est un logiciel établi par California Based Software Company, qui est un 

logiciel graphique de visualisation moléculaire, de modélisation moléculaire, de dépistage 

virtuel, de la biologie computationnelle et la Chimie informatique. Il calcule les propriétés 

chimiques comme la formule moléculaire, le poids moléculaire, le coefficient de partage, la 

solubilité dans l'eau et la surface polaire (Ben Hadda et al., 2019) ; 

 Molinspiration : est un logiciel qui permet de calculer les propriétés physicochimiques 

des molécules pour la conception des médicaments et de connaitre la relation quantitative entre 

la structure et l’activité. Ce logiciel permet de calculer aussi des propriétés pharmacologiques, 

le facteur lipophilique, le nombre d’atomes, le poids moléculaire, le nombre d’interaction 

moléculaire. Molinspiration permet également de calculer le volume moléculaire, le nombre de 

liaisons rotatives et la superficie topologique de la surface polaire (Ben Hadda et al., 2019) ; 

 Osiris : est un logiciel en ligne, il permet de dessiner des structures chimiques et de 

calculer les différentes propriétés concernant chaque substance. Une fois que la structure est 

valide, les résultats de prévision sont évalués et codes par couleur. Les propriétés avec des 

risques élèvés de toxicité et des effets indésirables comme l’effet mutagénique ou la mauvaise 

absorption intestinale sont indiquées en rouge, alors que la couleur verte indique le 

comportement adéquat de la substance (Ben Hadda et al., 2019) ; 

 SwissADME : est un serveur en ligne, qui permet de calculer les propriétés 

physicochimiques des molécules, et de prédire la pharmacocinétique. Ce logiciel permet de 

calculer la structure chimique, les propriétés physicochimique, lipophilie, solubilité dans l’eau, 

pharmacocinétique, coefficient de perméabilité cutanée et les propriétés pharmacologiques 

(Daina et al., 2017). 
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2. Etude in vitro  

De nombreuses expériences en biologie cellulaire sont réalisées en dehors de l'organisme. 

Parce que les conditions peuvent parfois ne pas correspondre aux conditions dans l'organisme, 

ce type de recherche vise à décrire les effets d'une variable expérimentale sur un sous-ensemble 

de parties constitutives d'un organisme. Il tend à se concentrer sur les organes, les tissus, les 

cellules, les composants cellulaires et les biomolécules. Surtout, il est plus approprié de déduire 

un mécanisme d'action. Avec moins de variables et de réactions amplifiées, les résultats sont 

généralement plus discernables (Lorian, 1988 ; Van Ravenzwaay et Leibold, 2004;).  

En pratique, plusieurs essais in vitro sont menés pour évaluer les activités antioxydantes 

et permettent de mesurer le pouvoir anti-radicalaire des molécules ou des échantillons testés. 

Nous pouvons citer l’activité de réduction du DPPH (Manzocco et al., 1998), le test de piégage 

de radicale libre H2O2 (Ruch et al., 1989), l’activité de piégeage de l'oxyde nitrique (Marcocci 

et al., 1994), l’activité de récupération des radicaux peroxynitrites (Kooy et al., 1994), la 

méthode Trolox capacité antioxydante équivalente (TEAC), le test de décoloration des cations 

radicalaires (ABTS) (Seeram et al., 2006), la méthode du paramètre antioxydant piégeant les 

radicaux totaux (TRAP) (Ghiselli et al., 1995), l’essai de réduction du pouvoir antioxydant 

ferrique (FRAP) (Benzie et Strain, 1999).  

Deux articles de synthèse ont été publiés précédemment sur l’évaluation in vitro de 

l'activité antioxydante (Chanda et Dave, 2009 ; Badarinath et al., 2010). Mais d’après l’étude  

de Alam et al., (2012), le test DPPH est la méthode la plus fréquemment utilisée pour 

l'évaluation de l'activité antioxydante in vitro, en outre sa rapidité, sa simplicité et son faible 

coût par rapport à d’autres tests. D'autre part, le test de décoloration ABTS est applicable aux 

antioxydants hydrophiles et lipophiles (Alam et al., 2013). 

Dans ce mémoire on à réaliser l’activité de réduction du DPPH pour définir le pouvoir 

anti-radicalaire de l’acide alpha lipoïque. 

https://www.aquaportail.com/definition-1867-biologie.html
https://www.aquaportail.com/definition-1997-biomolecule.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4052538/#b0020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alam%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alam%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936134
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3. Etude in vivo 

In vivo est une expression latine qualifiant des recherches pratiquées sur un organisme 

vivant (sur les animaux comme les rongeurs), par opposition à in vitro. Les études chez l’animal 

présentent une grande diversité dans le choix des espèces et des lignées, les modes 

d’administration des substances chimiques, les périodes d’exposition  

et le choix de l’espèce animale dans laquelle les études in vivo sont conduites est important. La 

plupart des travaux in vivo sont menés chez les rongeurs en particulier les rats des lignées Wistar 

à cause de leur similarité physiologique avec l'homme (Howdeshell et al., 2008). Le mode 

d’administration (gavage, voie intrapéritonéale, voie orale …), la période d’administrations et 

la dose sont très importantes à déterminer avant l’étude expérimentale.   

 Plusieurs études expérimentales désignent les protocoles utilisés in vivo chez les rats et 

les souris pour induite une hépatotoxicité (Ding et al., 2010 ; Wang et al., 2013 ; Yan et al., 

2016 ; Mani et al., 2016), et nous avons adopté dans ce mémoire un protocole d’induire 

l’hépatotoxicité chez la souris par l’éthanol. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie Pratique 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 04 

Matériel & Méthode



PARTIE PRATIQUE                                                                                   Matériel & méthode    

 
32 

 

1. Etude in silico de l’acide alpha lipoïque                                                     

L’objectif de cette partie est de prédire l’activité hépatoprotectrice de l’AAL par la 

modélisation moléculaire (Technique d’amarrage moléculaire) et de présenter leur propriétés 

physicochimique, pharmacocinétique et toxicologique avec d’autres molécules de références 

par la méthode QSAR.  

1.1. Etude théorique de l’activité hépatoprotectrice par l’amarrage moléculaire 

1.1.1. Matériels  

A. Microordinateurs 

Dans cette partie de travail nous avons utilisé deux ordinateurs :  

 Laptop DELL, Windows 10, 64 bits, d’une Ram de 4 Go avec une carte graphique de 500 

Go HD et processus Intel® Celeron® N4000 CPU @ 1.10 GHz ;  

 Laptop ACER, Windows 10, 64 bits, d’une Ram de 6 Go avec une carte graphique de 500 

Go HD et processus Pentium® Dual-core CPU T4400 @ 2.20 GHz. 

B. Programmes  

 Le programme AutoDock (1.5.6) pour prédire la conformation la plus favorable du ligand 

(AAL) au sein de son récepteur ; 

 Le programme BIOVIA Discovery Studio 2020 pour la visualisation des structures et les 

résultats finals ; 

 Le programme Open Babel (2.0.2) pour l’inter-conversion des données chimiques d’un 

format à un autre de divers types (pdb, mol2, sdf … etc). 
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C. Ligands - Récepteurs  

Dans l’étude d’amarrage nous avons utilisé deux molécules principales, le cytochrome 

P450 (CYT P450) et ADAM17 (tableau 2). 

Tableau  2 : Macromolécules (récepteurs) et le ligand utilisés dans l'amarrage moléculaire 

 Nom Structure Base des donnés 

Ligands R- AAL  C 8 H 14 O 2 S 2 PubChem : 6112 

 

Récepteurs 

(macromolécules) 

 

Cytochrome P450 Une seule chaine 

protéique  

PDB : 6MJM 

ADAM17 (Enzyme de 

conversion TNF-alpha) 

Deux chaines 

protéiques 

PDB : 3kme 

 

Les CYP P450 sont des hémoprotéines qui participent au métabolisme oxydatif de 

nombreux médicaments. En fonction de la structure de la protéine fixée à l’hème, différentes 

familles et sous-familles ont été identifiées chez l’homme. Chez l’homme, le CYT P450 3A4 

est quantitativement le plus important et représente en moyenne 30 % du contenu hépatique en 

cytochromes, il est également présent au niveau intestinal. Il est impliqué dans le métabolisme 

de plus de 50 % des médicaments commercialisés. L’activité des CYP P450 peut être modifiée 

sous l’action de substances inductrices ou inhibitrices (Taburet et Furlan, 2000 ; Hsu et 

Johnson, 2019). 

Le domaine 17 de la métallopeptidase ADAM (ADAM17), également 

appelé TACE (tumorale-α-converting enzyme)  est une enzyme de 70 kDa qui appartient à 

la famille des protéines ADAM des désintégrines et des métalloprotéases . L’ADAM17 est 

censé être impliqué dans l’expression du TNF-α à la surface de la cellule et à l'intérieur des 

membranes intracellulaires du réseau trans-Golgien. L’ADAM17 est également censée jouer un 

rôle dans la libération d'une variété de cytokines ancrées à la membrane , des molécules 

d'adhésion cellulaire , des récepteurs , des ligands et des enzymes (Black et al., 1997). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://en.wikipedia.org/wiki/ADAM_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Disintegrin
https://en.wikipedia.org/wiki/Metalloprotease
https://en.wikipedia.org/wiki/TNF-%CE%B1
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(biology)
https://en.wikipedia.org/wiki/Intracellular_membranes
https://en.wikipedia.org/wiki/Intracellular_membranes
https://en.wikipedia.org/wiki/Trans-Golgi_network
https://en.wikipedia.org/wiki/Sheddase
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytokines
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytokines
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_adhesion_molecules
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_adhesion_molecules
https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
https://en.wikipedia.org/wiki/Ligands
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1.1.2. Méthodes  

A. Réalisation de la modélisation  

L’amarrage a été réalisé avec la molécule de l’AAL obtenus à partir de la base des données 

PubChem. Les macromolécules Cytochrome P450 et ADAM17 sont obtenues à partir de la base 

des données PROTEIN DATA BANK (tableau 2). Six étapes sont nécessaires (Annexe 01) : 

 Préparation de l’accepteur ; 

 Chargement du récepteur et du ligand ; 

 Configuration des paramètres de l’AutoGrid ; 

 Exécution de l’AutoGrid ; 

 Exécution de l’AutoDock ; 

 Analyse des résultats.  

B. Calculs utilisés 

 Test de fiabilité du programme AutoDock (Test RMSD) avec 20 molécules (Annexe 02) 

(Kramer et al., 1999 ; Chikhi et Bensegueni, 2008) ; 

 L'amarrage moléculaire par le logiciel AutoDock de l'interaction de l’AAL avec les 

macromolécules Cytochrome P450 et ADAM17 et qui permet d'obtenir les paramètres de 

cette interaction à savoir, l'énergie libre de liaison ΔG et la constante de liaison K. 
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1.2. Etude théorique par méthode QSAR 

1.2.1. Matériels  

A. Microordinateur  

Dans ce travail nous avons utilisé un laptop DELL, Windows 10, 64 bits, d’un Ram 4 Go 

avec une carte graphique 500 Go HD et processus Intel® Celeron® N4000 CPU @ 1.10 GHz. 

B. Programmes 

 Le programme Molsoft pour calculer les propriétés moléculaires et la ressemblance 

médicamenteuse ; 

 Le programme Molinspiration pour prédiction de score de la bioactivité et les propriétés 

physicochimiques ; 

 Le programme Osiris pour prédir les risques de toxicité ; 

 Le programme SwissADME pour prédire la pharmacocinétique. 

C. Molécules  

 Dans l’étude QSAR nous avons comparé l’AAL et sa forme réduite avec deux molécules 

de référence, l’α-tocophérol (vitamine E) et l’acide ascorbique (vitamine C) (tableau 03). 

Tableau  3 : Molécules utilisées dans la méthode QSAR 

 Nom Structure Base des donnés 

Acide Alpha lipoïque AAL  C 8 H 14 O 2 S 2 PubChem : 6112 

Acide dihydrolipoïque ADHL C 8 H 16 O 2 S 2 PubChem : 421 

α-tocophérol Vit E C 29 H 50 O 2 PubChem : 2116 

Acide ascorbique Vit C  C 6 H 8 O 6 PubChem : 54670067 
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1.2.2. Méthodes  

A. Propriétés physicochimiques   

 Le coefficient de partage est un paramètre important qui mesure l'hydrophobicité 

moléculaire (Nguyen et al., 1999) ; 

 L’hydrosuolubilité d'un composé affecte considérablement les caractéristiques de 

l'absorption et de la distribution ; 

 La surface polaire est liée au potentiel de liaison hydrogène d'une 

molécule et est un bon indicateur des propriétés de transport de la molécule comme 

l'absorption intestinale, la biodisponibilité, la pénétration de la barrière hématoencéphalique, etc 

(Bytheway et al., 2008) ; 

 Le Nombre des liaisons rotatives est un paramètre topologique simple qui mesure la 

flexibilité moléculaire et qui il est considéré comme un bon indicateur de biodisponibilité 

orale des médicaments. 

B. Propriétés pharmacocinétiques 

 Le score de bioactivité qui désigne la capacitée d’une molécule d’intéragir avec des 

récepteurs ou des inhibiteurs des protéases, des récepteurs couplés à la protéine G, des 

Modulateurs des canals ioniques, des inhibiteurs de kinases ; 

 La pharmacocinétique qui permettre de prédire la cinétique d’une molécule comme 

l’absorption gastro-intestinale, le facteur de biodisponibilité, la perméabilité à travers la barrière 

hémato-encéphalique. 

C. Propriétés toxicologiques  

 Toxicité mutagénique (MUT) ; 

 Toxicité tumorigénique (TUMO) ;  

 Irritation de muqueuses (IRRI) ; 

 Reprotoxicité (REP). 
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2. Etude de l’activité antioxydante in vitro de l’AAL 

L’activité antioxydante de l’AAL a été déterminée pour évaluer le pouvoir anti-radicalaire 

par le test de réduction du DPPH utilisant un radical libre relativement stable, le DPPH (diphényl 

picryl-hydrazyl). Ce test colorimétrique est basé sur la réduction par les antioxydants de 

l’échatillon à tester du radical DPPH de couleur violette en un composé de couleur jaune (Talbi 

et al., 2015). 

 

Figure 16 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Djahra, 2014) 

Brièvement 750 μl d’une solution éthanolique du DPPH (0,2 M, pH = 6.6) a été mélangé 

avec 25 μl des différentes dilutions de la solution d’AAL (1 mg/ml). Après agitation, le mélange 

réactionnel est incubé pendant 1hr dans le noir. L’absorbance est mesurée à 517 nm contre un 

blanc composé de 750 μl de la solution de DPPH et de 25 μl d’éthanol. Par ailleurs, les mêmes 

étapes sont effectuées en utilisant des molécules antioxydantes de référence, le vitamine E et le 

vitamine C. 

Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante : 

% 𝐝′𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐢𝐭é 𝐚𝐧𝐭𝐢𝐫𝐚𝐝𝐢𝐜𝐚𝐥𝐚𝐢𝐫𝐞 = [
𝐀𝐛𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞−𝐀𝐛𝐬 é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧

𝐀𝐛𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞
] ×100 

Le calcul du pourcentage de l’activité antiradicalaire de toutes les dilutions, permet de 

déterminer la concentration d’inhibition moyenne (IC50) qui correspond à la concentration de 

l’antioxydant qui réduit 50 % de la quantité présente du DPPH. Cette valeur reflète l’efficacité 

de l’AAL et elle est exprimée en µg/ml. 
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3. Etude de l’activité hépatoprotecteur in vivo  

3.1. Matériel biologique 

Dans cette expérimentation on a utilisé 30 souris mâles, issus l’Institut Pasteur d’Alger, 

Algérie. Âgées de 08 semaines, pesant entre 25 g et 42 g. Les animaux sont répartis selon leur 

poids en cinq groupes expérimentaux de six souris chacun. Les souris passent une période 

d’adaptation de deux semaines aux conditions de l’animalerie et ont libre accès à l’eau et à la 

nourriture. 

3.2. Protocole expérimentale 

Le traitement des souris a suivi le protocole suivant (Figure 18) : 

 

Figure 17 : Schéma illustrant le protocole expérimental 

 Groupe 01 (Témoin) : Souris saines témoins ayant reçu un régime alimentaire normal 

pendant 15 jours ;  

 Groupe 02 (AAL) : Souris saines traitées par l’AAL par injection intrapéritonéale (i.p), à 

raison de 100 mg/kg de poids corporel pendant 15 jours ; 
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 Groupe 03 (EtOH) : Souris traitées par l’éthanol à 50 ° per os à une dose de 5 mg/kg de 

poids corporel pendant 15 jours ;  

 Groupe 04 (AAL-EtOH) : Souris traitées à titre préventifs, elles ont reçu d’abord l’AAL 

100 mg/kg par voie i.p pendant 15 jours puis elles ont reçu l’éthanol une dose de 5 mg/kg 

per os du poids corporel pendant 15 jours ; 

 Groupe 05 (EtOH-AAL) : Souris traitées par l’éthanol et par l’AAL, elles ont reçu d’abord 

l’éthanol une dose de 5 mg/kg per os pendant 15 jours. Ensuite, elles ont reçu l’AAL 100 

mg/kg par i.p pendant 15jours. 

3.3. Sacrifice des animaux et prélèvements 

Á la fin de la période du traitement, les souris sont anesthésiées puis sacrifiées, le sang 

est prélevé ainsi que le foie (Figure 18).  

 

Figure 18 : Paramètres calculées après le traitement 

3.3.1. Prélèvement sanguin 

Le sang prélevé par ponction cardiaque est récolté dans des tubes secs, centrifugé à 4000 

tours/minute pendant 10 minutes, afin de récupérer le sérum pour le dosage des paramètres 

biochimiques indicateur de la fonction hépatique (ASAT, ALAT, ɣ-GT et PAL). 
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 3.3.2. Prélèvement du foie 

Une dissection abdominale longitudinale est effectuée pour le prélèvement du foie. Ce 

dernier est rincé avec une solution saline (NaCl) à 0,9 % puis pesés. 

Un fragment de foie est fixé dans le formol 10 % afin de réaliser des coupes histologiques.  

Le reste est conservé au congélateur à -20°C pour le dosage des paramètres du stress oxydant 

(MDA et CAT).  

3.4. Méthodes de dosage des paramètres biochimiques  

Le dosage des paramètres biochimiques est réalisé par des kits (selon la fiche technique 

Spinreact). 

3.4.1. Dosage de l'activité d'alanine aminotransférase 

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi transaminase glutamique pyruvique 

(TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé d’alanine vers α-cétoglutarate formant 

le glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit au lactate en présence de lactate 

déshydrogénase (LDH) et NADH : 

Alanine + α-cétoglutarate     ALAT     Glutamate + pyruvate 

Pyruvate + NADH + H+    LDH     Lactate + NAD+ 

Selon la méthode de karmen (1955) modifie par Bergmer et al., (1976) le taux de variation 

d’absorbance à 340 nm / 405 nm causé par la conversion de NADH en NAD+ est directement 

proportionnel à la quantité de l’activité d'alanine aminotransférase (ALAT) présente dans 

l’échantillon (Karmen, 1955 ; Bergmeyer et al., 1976). 
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3.4.2. Dosage de l'activité d'aspartate aminotransférase  

L’aspartate aminotransférase (ASAT), appelée aussi Transaminase glutamique 

oxaloacétique (TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé de l’aspartate vers α-

cétoglutarate formant le glutamate et d’oxalacétate. L’oxalacétate produit est réduit au malate 

par la malate déshydrogénase (MDH) et NADH : 

Aspartate+ α-cétoglutarate    ASAT      Glutamate + Oxalacétate 

 Oxaloacétate + NADH + H+   MDH     Malate + NAD+ 

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel à 

l'activité aspartate aminotransférase (ASAT) dans l'échantillon à une longueur d'onde λ = 340 

nm (Young et al., 1972). 

3.4.3. Dosage de la phosphatase alcaline 

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du groupe phosphate depuis le p-

nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1-propanol en libérant du p-nitrophénol 

et du phosphate, selon la réaction suivante :  

p-Nitrophénylphosphate+ AMP   PAL      p-Nitrophénol + Phosphate 

La vitesse de formation du p-Nitrophénol déterminée de manière photométrique est 

proportionnelle à la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans l’échantillon testé. 

3.4.5. Dosage de la gamma - glutamyl transférase 

La gamma - glutamyl transférase (ɣ-GT) catalyse le transfert d’un groupe ɣ - glutamyl de 

la ɣ -glutamyl-p nitroanillide au dipeptide accepteur glycylglycine, selon la réaction suivante : 



PARTIE PRATIQUE                                                                                   Matériel & méthode    

 
42 

 

L-ɣ -Glutamyl-3-carboxi-4-nitroanilide + glycylglycine   ɣ -GT     ɣ GT L-ɣ -Glutamyl-

glycylglycine + Acide 5-aminé-2-nitrobenzoïque 

La vitesse de formation de l’acide 5-aminé-2-nitrobenzoïque déterminé par photométrie 

est proportionnelle à la concentration catalytique de -GT dans l’échantillon testé 

3.5. Dosage des paramètres du stress oxydant  

3.5.1. Préparation de l’homogénat 

Brièvement, 500 mg de foie ont été broyé et homogénéisé dans le tampon phosphate (0.1M, 

pH = 7.4) à l’aide d’un homogénéisateur (Ultra-Turax) pendant 1 minute à 4 °C. L’homogénat 

est centrifugé à 4000 tours/min à 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant obtenu est aliquoté 

dans des tubes eppendorfs pour le dosage de malondialdéhyde (MDA). Une deuxième 

centrifugation à 10000 tours/min à 4 C° pendant 30 min est nécessaire pour le dosage de CAT. 

3.5.2. Dosage du malondialdéhyde 

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Ohakawa et al., (1979) basée sur la 

formation d’un complexe de couleur rose absorbant à 530 nm, résultat de la condensation de 

MDA en milieu acide et à chaud (100°C) avec l’acide thiobarbiturique (TBA) (Ohkawa et al., 

1979). 

Brièvement, Pour le dosage du MDA, 0.5 ml d’homogénat sont ajoutés à un mélange de 

0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA à 20 %) et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA à 0,67 %). 

Le mélange est chauffé à 100 °C pendant 15 minutes. Après refroidissement, 4 ml du n-butanol 

est ajouté puis suivi par une centrifugation à 3000 t/min pendant 15 minutes.  

L’absorbance est mesurée à 532 nm. La quantité du MDA est calculée en utilisant le 

coefficient d’extinction molaire (ε = 1.56 x 105 M-1 Cm-1) et les valeurs sont exprimées en nmole 

de MDA formé par millilitre du plasma ou par gramme du tissu.  
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La concentration de MDA est calculée selon la formule suivante (loi de Beer Lambert) : 

𝐂 (𝒏𝒎𝒐𝒍𝒆/𝒎𝒈 𝐩𝐫𝐨𝐭é𝐢𝐧𝐞𝐬)  =
𝐃𝐎 × 𝟏𝟎𝟔

𝐄 × 𝐋 × 𝐗 × 𝐅𝐝
 

 

C : Concentration du MDA en nmole/mg de protéines ; 

DO : Densité optique lue à 532 nm ; 

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA, ε = 1.56 105 M-1 cm-1 ; 

L : Longueur du trajet optique, L = 1 cm ; 

X : Concentration de l’extrait en protéines (mg/ml) ; 

Fd : Facteur de dilution. 

3.5.3. Dosage de l’activité de la catalase 

L’activité enzymatique de la catalase est mesurée selon la méthode de Aebi (1984). Le 

principe de cette méthode consiste à mesurer la variation de l’absorbance à 240 nm consécutive 

à la dismutation du H2O2 en faisant réagir dans le tampon phosphate (100 mM) et H2O2 (500 

mM) pendant 1 minutes à pH 7.4 et à une température d’incubation de 25ºC (Aebi, 1984). 

Brièvement, 983,5 µL de H2O2 sont ajoutés à 16,5µL de l’homogénat. La variation de 

l’absorbance est suivie pendant 30 s à 240 nm. L’activité enzymatique de la catalase est 

exprimée en micromoles de H2O2 par minute par milligramme de protéines (µmol H2O2/min/mg 

prot) selon la formule suivante : 

𝐂𝐚𝐭𝐚𝐥𝐚𝐬𝐞 (µ𝐦𝐨𝐥 𝐇𝟐𝐎𝟐/𝐦𝐢𝐧/𝐦𝐠 𝐩𝐫𝐨𝐭é𝐢𝐧𝐞𝐬) =
∆𝐃𝐎/𝐦𝐢𝐧

𝛆 × 𝐗 × 𝐋 × 𝟎. 𝟎𝟐
 

𝜺 : Coefficient d’extinction moléculaire de l’eau oxygénée, ε H2O2 = 0.043 Mm-1.cm-1 ; 

L : Trajet optique de la cuve, L= 1 cm ; 

X : Concentration de protéines en mg/ml. 
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3.6. Etude histologique 

Afin de réaliser les coupes histologiques, la technique classique de Hould (1984) a été 

effectuée (Hould, 1984). Elle comporte les étapes suivantes :  

3.6.1. Fixation 

La fixation est essentielle car elle permet la conservation et la stabilisation des structures 

cellulaires et tissulaires, elle basée sur l’immersion dans le formol 10 % pendant 48 h. Puis le 

foie est coupé à l’aide d’une lame bistouri afin de réaliser des prélèvements pour l’étude 

histologique avec une surface de 1 à 2 cm2 et une épaisseur proche de 1.5 mm. Les pièces 

obtenues sont alors mises dans des cassettes spéciales à parois tournées qui permettent le passage 

de liquide.  

3.6.2. Déshydratation 

La déshydratation des prélèvements est réalisée par immersion successive dans des bains 

d’éthanol à des concentrations croissantes (70°, 96° et 100°) pour des durées adaptées 2 h pour 

chaque bain, puis dans un bain de xyléne. 

3.6.3. Inclusion 

Après déshydratation les échantillons sont plongés dans des bains de paraffine liquide par 

passage dans plusieurs bains, puis à l’aide d’une pince métallique, chaque pièce est extraite du 

dernier bain d’imprégnation versée rapidement entre des barres adaptables à leurs dimensions 

dites barres de Leuckart, qui contiennent au fond de la paraffine. Après refroidissement des 

blocs de paraffine durs sont formés, à l’intérieur desquels la pièce prélevée est incluse et orientée 

selon la coupe choisie.  

Cette opération est réalisée dans des appareils dits à inclusion renfermant un réservoir de 

paraffine maintenue à l’état liquide par un système de chauffage, un petit robinet et une plaque 

métallique réfrigérée pour la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.  
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3.6.4. Réalisation des coupes 

La réalisation des coupes de 2 à 5 μm d’épaisseur des blocs de paraffine sont faites grâce 

à un microtome. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, déplissées 

et fixés sur la lame par l’utilisation de l’eau gélatineuse chauffée. Ensuite, les lames sont séchées 

dans une étuve 100°C pendant 1h. 

3.6.5. Coloration et montage  

La coloration est faite selon la techniques à l’Hématoxyline-Eosine ou (Hématéine-

Eosine), les lames sont plongées et laissées dans des bains successifs selon les étapes    

suivantes : 

 Déparaffiner et hydrater les lames à l’eau du robinet puis rincer à l’eau distillée ; 

 Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris pendant 15 minutes qui colore en bleu 

violacée les structures basophiles (noyaux) ; 

 Différencier les coupes dans l’alcool acide de 1 à 2 plongées ;  

 Déposer ensuite les lames dans un bain d’eau du robinet ; 

 Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale ; 

 Immerger dans un bain d’Eosine de 15 secondes à 2 minutes qui colore en rose les structures 

acidophiles (cytoplasme) ; 

 Tous ces bains sont séparés par des lavages à l’eau du robinet, éclaircir et monter les lames 

à Eukitt ; 

 Enfin, passer à l’observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un appareil 

photographique qui permet la réalisation des photographies.  

 

3.7. Étude statistique  

Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moy ± 

écrat-type). Les analyses statistiques ont été effectuées par application du test « t » de Student 

basant sur la comparaison des moyennes deux à deux.
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Après avoir établi le protocole expérimental pour tester l’effet de l’AAL, 

l’expérimentation in vitro ainsi que le traitement des souris suivant le protocole ont été 

commencés. Mais, suite à la pandémie du Covid 19 durant laquelle un confinnement national 

total a été appliqué, les instructions du ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche 

scientifique relatives à l’arrêt total des travaux pratiques des projets de fin d’études avait pour 

but de diminuer la propagation du virus au sein de l’université et de toute la communauté. Nous 

avons été obligés d’interrompre notre protocole expérimental et de se contenter uniquement 

d’exposer les résultats de l’étude in silico ainsi que de décrire notre démarche expérimentale 

concernat l’étude in vitro et in vivo.  

1. Etude de l’activité hépatoprotectrice par amarrage moléculaire 

1.1. Test RMSD 

La prédiction du positionnement correct du ligand par rapport à son récepteur calculé par 

logiciel AutoDock est effectuée par le test RMSD. Elle est acceptable si sa valeur ne dépasse 

pas 2 A° (Chikhi et Bensegueni, 2008).  

 

Figure 19 : Résultats de test RMSD par AutoDock 

Dans la présente figure (Figure 19), le résultat du test est donné en pourcentage (%), à 

deux intervalles de RMSD. La figure montre que 90 % des valeurs RMSD sont inférieures à 2 

Å et que seulement 10 % des résultats sont supérieurs à 2 Å. Ces résultats montrent que le 

programme AutoDock est un outil de modélisation par docking moléculaire hautement 

performant. 

90%

10%

< 2 A° > 2 A°
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1.2. Résultats d’amarrage moléculaire  

L'amarrage moléculaire par le logiciel AutoDock de l'interaction de l’AAL avec CYT 

P450 et ADAM 17 a permis d’obtenir les paramètres de cette interaction à savoir l'énergie libre 

de liaison ΔG et la constante de liaison K. 

1.2.1. Interaction de AAL avec CYT P450  

Nous avons obtenus dix conformations d’interaction de AAL - CYT P450 comme suit : 

Tableau  4 : Différentes conformations de l'interaction AAL-CYT P450 et leurs énergies 

Conformation ΔG (Kcal.mol-1) K (uM) 

1 -8.16 1.04 

2 -8.08 1.19 

3 -7.96 1.46 

4 -7.95 1.48 

5 -7.88 1.66 

6 -7.85 1.75 

7 -7.85 1.78 

8 -7.80 1.90 

9 -7.77 2.00 

10 -7.47 3.34 

Les simulations d'accueils moléculaires ont été utilisées pour voir les types des 

liaisons des inhibiteurs étudiés dans le site actif de la CYT P450 (figure 20).  

Nous avons mesuré les distances entre l’AAL et les chaînes latérales des AA qui forment 

le site actif et éventuellement d'autres groupements de la chaîne principale de l'enzyme 

responsable de l'interaction (ce qui peut provoquer une conformation favorable à un niveau élevé 

de complémentarité résultant en une activité cohérente). 
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Figurre 20 : Structure 2D de complexe AAL - CYT P450 

L’AAL se lie avec le CYT P450 en formant cinq liaisons hydrogènes (figure20), la 

première entre l’arginine 105 et l’oxygène de groupement hydroxyle de l’AAL, la deuxième est 

entre l’arginine 439 et l’oxygène de groupement hydroxyle de l’AAL. La troisième est entre le 

tryptophane 126 et la double liaison de l’AAL, la quatrième est entre l’arginine 130 avec la 

double liaison d’oxygène de l’AAL et la cinquième liaison de l’Isoleucine 118 avec l’hydrogène 

de groupement hydroxyle de l’AAL.  

Les distances mesurées des liaisons hydrogènes varient entre 1.80 Å et 2.15 Å (tableau 

05). Le complexe est stabilisé par 3 autre types d’interaction, on trouve l’interaction Van der 

Waals (Serine 119, glycine 443 et isoleucine 301 et asparagine 440), l’interaction Pi sulfure 

(phenylalanine 302) et l’interaction hydrophobe (alanine 305, isoleucine 445 et cystine 442). 

Tableau  5 : Distances des liaisons hydrogènes entre les atomes de CYT P450 et de l'AAL impliqués dans ces liaisons 

Liaison Atome Distance 

1 Chaine protéique A : Arg 105 avec O  1.90 

2 Chaine protéique A : Arg 439 avec  O 1.92 

3 Chaine protéique A : Trp 126 avec double liaison O 1.80 

4 Chaine protéique A : Arg 130 avec double liaison O 2.15 

5 Chaine protéique A : Ile 118 avec H 2.12 
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Figure 21 : Structure 3D de complexe AAL - CYT P450 

D’après ces résultats, il est bien clair que l’AAL est bien inséré dans le CYT P450 par des 

liaisons hydrogènes fortes de type covalente, en accord avec la littérature qui classées les 

liaisons hydrogènes de distance (1.2 A° à 2.5 A°) comme des liaisons fortes de type covalente 

(Renvez 2010).  Ainsi le processus de l’interaction exoénergétique qui va libérer l’énergie 

caractérise l’interaction spontanées réversible de l’AAL - CYT P450 où l’énergie libre de gipps 

est négative (Cooper, 2000). Et, comme le CYT P450 est le siège de métabolisme de l’éthanol, 

l’interaction avec l’AAL à un impact positif sur le développement d’une hépatite alcoolique 

(Silvain et Chagneau-Derrode, 2006).    

1.2.2. Interaction de l’AAL avec ADAM 17 

Nous avons obtenus dix conformations d’interaction de l’AAL - ADAM17 comme suit 

(tableau 06) :  
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Tableau  6 : Différentes conformations de l'interaction AAL-ADAM17 et leurs énergies 

Conformation ΔG (Kcal.mol-1) K (uM) 

1 -5.86 50.44 

2 -5.76 59.65 

3 -5.67 69.76 

4 -5.50 92.99 

5 -5.46 99.61 

6 -5.43 104.83 

7 -5.40 110.56 

8 -5.37 115.26 

9 -5.35 118.97 

10 -5.33 122.99 

Les simulations d’accueils moléculaire par logiciel eDiscovery ont été utilisées pour voir 

les types des liaisons (Figure 22).  

Nous avons mesuré les distances entre AAL et les chaînes latérales d'AA qui forment le 

site actif et éventuellement d'autres groupes de la chaîne principale de l'enzyme responsable de 

l'interaction.  

 

Figure 22 : Structure 2D de complexe AAL – ADAM17 
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L’AAL se lie avec ADAM17 en formant deux liaisons hydrogènes (figure 22), la première 

est entre la leucine 348 de la chaine A et l’hydrogène de groupement hydroxyle de l’AAL et la 

deuxième entre le glycine 349 avec la double lisions oxygène de l’AAL. Le complexe est 

stabilisé par des interactions hydrophobes au niveau des AA alanine 439, valine 402, valine 440 

et histidine 405. Ils impliquent l’interaction Van der Waals au niveau des AA proline 437, 

Glutamate 406 et histidine 415. Les distances mesurées des liaisons hydrogènes varient entre 

1.90 Å et 1.99 Å (tableau 07).  

Tableau  7 : Distances des liaisons hydrogènes, et les atomes de ADAM17 et de l'AAL impliqués dans ces liaisons 

Liaison Atome Distance 

1 Chaine protéique B : gly 349 avec H de l’AAL 1.90 

2 Chaine protéique A : leu 348 avec double liaison O 1.99 

 

Figure 23 : Structure 3D de complexe AAL – ADAM17 

D’après ces résultats, il est bien clair que l’AAL est modérément inséré dans le ADAM 

17 par des liaisons hydrogènes fortes de type covalente, en accord avec la littérature qui classées 

les liaisons hydrogènes de distance (1.2 A° à 2.5 A°) comme des liaisons fortes de type covalente 

(Renvez, 2010).  Ainsi l’interaction produit l’énergie libre inférieure à 0 ce qui montre que 

l’interaction de l’AAL avec ADAM17 se fait spontanément. Ainsi le processus inflammatoire 

produire au cours de l’hépatite alcoolique peut-être influencé par cette interaction.  
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1.2. Etude théorique par méthode QSAR 

Dans ce travail, nous avons réalisé une étude théorique des propriétés QSAR des 

molécules AAL, ADHL, Vit E et Vit C. Pour cela, on a utilisé les logiciels on ligne (molsoft, 

molinspiration, Osiris et SwissADME) pour calculé les différentes propriétés physicochimique, 

pharmacocinétique et toxicologique. 

1.2.1. Propriétés physicochimiques  

Les résultats concernant les propriétés physico-chimiques des molécules sont représentés 

dans le tableau sous-dessous (coefficient de partage log P, hydrosolubilité log S, surface polaire 

topologique TPSA et nombre de liaison rotative Nb Rotat) (tableau 08). 

Tableau  8 : Propriétés physicochimiques des molécules 

Molécules Log P Log S TPSA Nb Rotat 

Acide lipoïque 2.25 -1.96 37.30 5 

Acide dihydrolipoïque 2.01 -1.90 37.30 7 

α-tocophérol 9.04 -5.89 29.46 12 

Acide ascorbique  -1.40 -0.05 107.22 2 

 Après l’utilisation de deux logiciels molsoft et molinspiration, plusieurs propriétés 

physico-chimiques sont apparues. Ce qui concerne les coefficients de partage, les molécules 

AAL, DHAL et vit E sont supérieur à 0 ce qui montre que c’est trois molécules sont lipophiles 

mais pour le vitamine c le coefficient de partage est inférieur à 0 cela indique la lipophobicité 

de ce dernier. Il est très difficile de faire des comparaisons entre AAL et Vit E mais nous 

pouvons dire qu’ils ont le même caractère (lipophile).  

En ce qui concerne la solubilité, l’AAL possède une valeur inférieure par rapport à la vit 

E, mais tant que la valeur est négative pour les deux forme oxydé (AAL) et réduite (ADHL) 

donc les deux molécules sont insolubles dans l’eau.  Pour la surface polaire topologique les 

valeurs sont inférieures aux limites (90 A°) (Hitchcock et Pennington, 2006), ce qui permet de 

prédire la bonne capacité de l’AAL à pénétrer la cellule et même la barrière 
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hématoencéphalique. En addition, l’AAL comporte un nombre bien défini des liaisons rotatives 

ce qui démontre la bonne flexibilité mais qui reste inférieure à la vit E et l’ADHL. 

1.2.2. Propriétés pharmacocinétiques 

A. Prédiction du score de bioactivité  

Pour des cibles comme les récepteurs couplés à la protéine G (GPCR), les inhibiteurs des 

kinases (IK), les inhibiteurs des protéases (IP), modulateurs des canals ioniques (MCI), les 

ligands des récepteurs nucléaires (LRN) et l’activité inhibitrice des enzymes (IE), les scores de 

bioactivité des composés ont été prédits (tableau 09). Généralement, un score de bioactivité 

supérieur indique que le composé est biologiquement plus actif. Si les valeurs de bioactivité des 

composés sont situées entre -0.50 et 0.00 dans ce cas ils sont modérément actives, et si le score 

est inférieur à -0.50 on suppose que le composé est biologiquement inactif. 

Tableau  9 : Les résultats des scores de bioactivité prédites par Molinspiration 

Molécules GPCR MCI IK LRN IP IE 

Acide lipoïque 0.23 -0.50 -0.74 0.22 0.57 1.15 

Acide dihydrolipoïque -0.48 -0.40 -1.01 00 0.65 0.61 

α-tocophérol 0.25 0.14 -0.21 0.41 0.28 0.24 

Acide ascorbique  -0.53 -0.24 -1.09 -1.01 -0.81 0.20 

A partir des résultats obtenus par le logiciel molinspiration, il est clair que les molécules 

étudiées sont biologiquement actives, nous avons observé que la forme oxydée de l’AAL est 

active, au même titre que la vitamine E, par rapport à sa forme réduite qui est inactive au niveau 

du récepteur couplé au protéine G.   En addition, l’AAL et le DHLA sont très actifs et ont une 

très bonne action sur le récepteur nucléaire, inhibiteur de protéase et inhibiteur des enzymes 

comme celle de la vit E. Mais ces deux formes sont inactives au niveau des canaux ioniques et 

les inhibiteurs des kinases contrairement à la vit E. 

D’après ces résultats, l’AAL, au niveau cellulaire, est capable d’interagir avec différentes 

cibles enzymatiques qui peut être présentes au niveau de la membrane cytoplasmique, le 
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membrane nucléaire et cytoplasme. Cela peut être indique l’effet de l’AAL sur la cellule 

hépatocytaire et plus lorsque le foie subir une hépatotoxicité. 

B. Prédiction de la pharmacocinétique 

 A partir du logiciel SwissADME, on a prédit les propriétés pharmacocinétiques des 

molécules (tableau 10). 

Tableau  10 :  Résultats des propriétés pharmacocinétiques calculées par le logiciel SwissADME 

Molécules Absorption gastro-

intestinale 

Barrière hémato-

encéphalique 

Score de 

biodisponibilité 

Acide lipoïque Haute Non 0.56 

Acide dihydrolipoïque Haute Non 0.56 

α-tocophérol Faible Non 0.55 

Acide ascorbique  Haute Non 0.56 

Nous observons à partir de ces résultats obtenus par le logiciel SwissADME que, toutes 

les molécules sauf la vit E ont une bonne absorption gastro-intestinale, un bon score de 

biodisponibilité. Toutes les molécules ne pénètrent pas la barrière hémato-encéphalique.  

1.2.3. Propriétés toxicologiques  

Dans cette partie, nous avons utilisé le logiciel de prédire de toxicité (OSIRIS) pour 

calculer les risques de toxicité également les risque mutagènes (MUT), tumorogènes (TUMO), 

les risques d’irritations de muqeuse (IRRI) et la reprotoxicité (tableau 11). 

Tableau  11 :  Risques de toxicité calculés par Osiris 

Molécules MUT TUMO IRRI REP 

Acide lipoïque Vert Vert Vert Vert 

Acide dihydrolipoïque Vert Vert Vert Vert 

Alpha tocophérol Vert Vert Vert Vert 

Acide ascorbique  Vert Vert Vert Vert 
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L’analyse des risques de toxicité a révélé que l’AAL, l’ADHL, la vit E et la vit C sont 

non mutagènes, non tumorigènes, non irritants et sans effets nocifs sur la reproduction des 

mammifères. Certaines études expérimentales faites sur l’AAL ont abordé de tester sa toxicité 

sur quelques organismes vivants, mais tous ces tests étaient négatifs. Cela indique l’innocuité 

de cette substance. 
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Notre étude a pour but d’évaluer l’activité hépatoprotectrice de l’acide alpha lipoïque, qui 

a été ; pour la première fois, isolé et identifié chimiquement en 1951 (Reed et al., 1951). 

Dans cette partie nous allons relier quatre éléments importants, l’AAL (son métabolisme 

avec leur propriétés physico-chimiques, pharmacologiques et antioxydantes), la fonction 

hépatique, le stress oxydant et le processus inflammatoire qui se produisent lors de 

l’hépatotoxicité induite par l’éthanol. Ces quatre éléments sont très importants et doivent être 

mises en évidence par différents méthodes d’études, in silico pour confirmer l’interaction 

théorique entre l’AAL avec le CYT P450 et avec ADAM17 ; in vitro, par le test de réduction 

du DPPH et enfin, l’étude in vivo pour tester l’efficacité biologique de l’AAL par injection intra-

péritonéale chez la souris après un traitement toxique par l’éthanol. Mais à cause de propagation 

de covid 19 et l’arrêt des travaux pratique, nous ferons une lecture critique des articles décrivant 

des études in vivo sur la même thématique et nous discuterons les résultats de la partie in silico. 

In silico, l’interaction entre l’AAL avec le CYT P450 se fait d’une façon spontanée 

traduite par la valeur de l’énergie libre qui est égale à - 8.16 kcal/mol. En effet, l’AAL se lie au 

CYT P450 en formant cinq liaisons hydrogènes et une liaison sulfurique qui empêche leur action 

(inhibition enzymatique). Cette inhibition enzymatique est appuyée par une observation 

expérimentale suggérant une diminution de NADPH - CYT dans le coeur, le foie et les poumons 

après une traitement d’AAL (Dudka, 2006). D’autre étude menée par Slepneva et al., (1995) ont 

montré que l’inhibition efficace et réversible de CYT hépatique par l’AAL chez les rats 

(Slepneva et al., 1995). 

L’interaction de l’AAL avec l’ADAM17 est évidente car elle révèle une bonne valeur 

d’énergie libre avec deux liaisons hydrogènes. L’ADAM17 est un bon régulateur du processus 

inflammatoire provoquant la synthèse des cytokines pro-inflammatoires.  

Certaines études comme celle de Lee et al., (2020) montre une inhibition significative de 

cytokine pro-inflammatoire et du mécanisme de l’inflammation attribuée à un traitement de 25 

µM de l’AAL et 25 µM de l’acide linoléique (Lee et al., 2020). En outre, l’AAL peut inhibe 

d’une façon dose dépendante le NF-κB (Zhang et Frei, 2001). D’après l’étude de Wawro et al., 

(2019), il a été révélé la relation entre l’expression du NF-κB et celle de l’ADAM17, mais 
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l’interaction de l’ADAM 17 avec l’AAL reste vague expérimentalement par rapport à sa relation 

avec TNF α ou NF-κB (Wawro et al., 2019).  

Les calculs QSAR montrent que l’AAL pourrait être un bon candidat pour interagir avec 

les différentes cibles enzymatiques notamment le ligand GPCR, le ligand récepteur nucléaire, 

l’inhibiteur de protéase et l’inhibiteur d’enzyme. Expérimentalement, Jameel et al., (2006) ont 

prouvé que l’AAL inhibe la phospholipase A2 (PLA2) et suggèrent que l'AAL peut agir comme 

un régulateur endogène de l'activité enzymatique PLA2 et supprimer les réactions 

inflammatoires (Jameel et al., 2006). En addition, L'AAL stimule la production d'AMPc via des 

mécanismes dépendants et indépendants des récepteurs couplés aux protéines G (Salinthone et 

al., 2011).   

Les propriétés pharmacocinétiques de l’AAL révélées dans cette étude par la méthode 

QSAR montre la bonne absorption par voie orale suivi d’un bon processus de distribution. Cela 

correspond à l’étude mené par Teichert et al., (2003) qui montre que l'excrétion biliaire des 

quelques produits de dégradation électrochimique de l’AAL inactifs indique l'utilisation 

complète de l'AAL comme substrat principal dans le métabolisme endogène (Teichert et al., 

2003). L’AAL n’a pas présenté de toxicités entravant son effet biologique, ce qui peut 

encourager son utilisation pharmacologique. 

Plusieurs études in vitro menées sur l’AAL comme un fort antioxydant universel (Packer 

et al., 1995). Zhao et Liu., (2011) ont comparé la capacité de l’AAL pour éliminer les ERO avec 

sa forme réduite, ADHL. Ils ont montré que dans les mêmes conditions, l’AAL et l’ADHL ont 

une capacité forte de piéger les radicaux libres où l’ADHL présente un taux élevé que celui de 

l’AAL (Zhao et Liu, 2011). Dans le système biologique l’AAL est réduit en ADHL, qui s’avère 

être un antioxydant plus puissant cela explique le processus pair redox entre les deux forme 

oxydé et réduite (Bast et Haenen, 2002 ; Madawala et al., 2011).   

Un nombre important d’études montrent que l’AAL et sa forme réduite, l’ADHL, 

récupèrent directement les ERO et protègent les cellules, cela favorisent une amélioration 

durable de la résistance cellulaire aux pathologies où le stress oxydatif est impliqué ce qui ne 

serait pas le cas si l’AAL agissent uniquement comme un piégeur d’ERO transitoire (Suzuki et 
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al., 1994 ; Matsugo et al., 1995 ; Packer et al., 1996 ; Petersen Shay et al., 2008 ; Külkamp et 

al., 2011 ; Rochette et al., 2015). 

L’exposition à l’éthanol entraine une toxicité hépatique sur quatre degrés qui désignent 

les types pathologiques de l’HA. Cette exposition entraine la peroxydation des acides gras 

polyinsaturés et la dégradation des phospholipidiques en causant des dommage cellulaires 

(Park, 1990 ; Lieber et Decarli, 1991). Le suivi de l’altération causé par l’éthanol est effectué à 

travers les marqueurs du stress oxydant tissulaire, le bilan hépatique et l’étude histologique. Par 

ailleurs, l’hyperperméabilité digestive (syndrome de l'intestin perméable) produite par l’éthanol 

permet aux bactéries, aux toxines, aux aliments non digérés et à toute autre particule indésirable 

de franchir la paroi intestinale intérieure et, ce faisant, d’entraîner toute une gamme des 

symptômes indésirables comme la fatigue, des sensibilités alimentaires, des troubles digestifs 

et des perturbations psychologiques (Engen et al., 2015). Ainsi, contribue à déclencher le 

processus inflammatoire (Gao et Bataller, 2011).  

D’après Palma et al., (2019) l’exposition à l’éthanol réduit modérément la viabilité 

cellulaire et affecte gravement la croissance cellulaire. Un traitement plus long montre une faible 

augmentation significative de l’apoptose (Palma et al., 2019).  Ils ont suggéré que la dynamique 

mitochondriale joue un rôle essentiel dans la maladie hépatique liée à l’alcool, ce qui est soutenu 

par d’autres études qui ont proposé un remodelage hépatomitochondriale (Das et al., 2012). 

Les altérations mitochondriales liées à l’alcool diminuent le nombre des électrons pris en 

charge par la chaine respiratoire ce qui favorise la formation des radicaux libres et provoque le 

phénomène de stress oxydatif (Edeas et al., 2010).   

Song et ces collaborateurs (2006) ont traité des souris avec une dose de 5 g/kg toute les 

12 heure pour un total de 3 dose et sont arrivé à conclure que l’administration aiguë de l’éthanol 

a provoqué une stéatose microvésiculaire proéminente avec une nécrose légère et une élévation 

de l’activité des enzymes sériques ALAT et ASAT. Ainsi qu’une amélioration de la LIPOX due 

à la formation des radicaux libre avec une augmentation aiguë de la production hépatique de 

TNF-α (Murphy et al., 1993 ; Song et al., 2006;). L’amélioration des taux des enzymes sériques 

favorisent la lyse cellulaire (Filliol et al., 2017). Les travaux de lieber (1990), Habib-
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Abdelrahmane et al., (2011) qui sont montré que l’éthanol entraine une perturbation liée à la 

formation de fibrose hépatique, augmentation des taux des enzymes sériques et provoque un 

stress oxydatif (Lieber, 1990 ; Habib abdelRehman et al., 2011;). 

 Les agents toxiques sont différents mais ils provoquent la même perturbation au niveau 

hépatique, quel que soit l’agent toxique (Ethanol, CCl4, Cadmium et Paracétamol) le processus 

inflammatoire, la fibrose hépatique, la perturbation fonctionnelle et la manifestation du stress 

oxydatif sont toujours présents (Bouchentouf et al., 2011 ; Ferguson et al., 2013 ; Serairi et al., 

2014 ; Kehili et al., 2017). 

De nombreuses études révèlent la capacité de l’AAL à diminuer la LIPOX qui favorisent 

le phénomène du stress oxydant liée à plusieurs agents toxiques (Sivaprasad et al., 2002 ; 

Malarkodi, 2003). Les résultats obtenus d’après plusieurs travaux supportent l’hypothèse que le 

stress oxydatif qui jouent un rôle important dans l’hépatotoxicité alcoolique, diminue après un 

simple traitement avec l’AAL. 

Donc notre objectif est de discuter le processus utilisé par AAL pour diminué la 

physiopathologie d’HA. D’après Pari et Murugavel (2004), l’AAL a eu un meilleur effet 

protecteur contre l’hépatotoxicité induite par chloroquine par rapport à la sylimarine qui est 

utilisé comme une référence. L’AAL a pu maintenir les antioxydants non enzymatiques 

(Vitamine C, Vitamine E) à un niveau proche de la normale chez les rats traités par la 

chloroquine (Pari et Murugavel, 2004). 

L’AAL stimule la biosynthèse de GSH en favorisent le transport de la cystéine (Packer et 

al., 1997). De plus l’AAL a été signalé pour reconstituer la vitamine C le glutathion et le vit E 

via le cycle redox (Arivazhagan et al., 2000).  Peu d’études ont rapporté les effets bénéfiques 

de l’AAL sur la cascade inflammatoire. L’apport de l’AAL peut réduire les marqueurs 

inflammatoires également l’inhibition de kinase induite par TNF-α (Bierhaus et al., 1997 ; Cao 

et al., 2003 ; Akbari et al., 2018).  La diminution de la LIPOX est observée lors de 

l’administration de l’AAL (Arivazhagan et al., 2000 ; Thirunavukkarasu et Anuradha, 2004).  

Une étude a été menée par Sena et al., (2018) pour étudier les effets de l'AAL sur la 

stéatose hépatique, la fonction hépatocellulaire et le stress oxydatif dans un modèle de diabète 
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de type II nourri avec un régime riche en graisses dans un cas plus proche au modèle alcoolique. 

La stéatose histopathologique et la fibrose ont été évaluées. Les animaux diabétiques de type 2 

nourris avec régime riche en graisses ont montré une stéatose hépatique marquée et qui a été 

complètement empêchéé par l’AAL. Ils ont conclu que l’AAL pourrait être considéré comme 

un outil thérapeutique utile pour prévenir la stéatose hépatique, diminuer le marqueur 

inflammatoire TNF-α et réduire le stress oxydatif (Sena et al., 2018). 

A la suite de toutes les études sur l’AAL et l’hépatotoxicité, il a été révélé que l’AAL a 

un effet protecteur lié à la suppression de processus inflammatoire, la diminution de la LIPOX 

et l’augmentation des antioxydants qui sont liés à cette pathologie (Al-Qahtani et al., 2017). 

D’après la lecture des différentes études réalisées dans cette thématique que l’acide alpha 

lipoïque est considéré comme est un bon hépatoprotecteur où il diminue la toxicité hépatique 

induite par l’éthanol soit par son effet antioxydant que par son effet anti-inflammatoire.
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L’objectif de l’étude présentée dans ce mémoire est de déterminer l’effet protecteur de 

l’acide alpha lipoïque contre la toxicité induite par l’éthanol. L’étude est mise en œuvre selon 

des expériences in vivo et une simulation in silico.  

D’après les résultats de l’étude in silico, nous avons pu prédire que l’AAL possède une 

bonne interaction avec le cytochrome P450 et l’ADAM17 principales enzymes impliquées dans 

le processus du stress oxydant et celui de l’inflammation respectivement. Il peut être conclu que 

l’AAL est considéré comme molécule non toxique et prometteuse pour réduire l’hépatite 

alcoolique. 

 L’étude de l’activité antioxydant in vitro de l’AAL a été faite en ciblant la capacité de 

piégeage des radicaux libres. L’AAL peut avoir une capacité antioxydante intéressante qui peut 

être proche de celle de la vitamine E. 

In vivo, et d’après la littéreature, l’AAL peut exercer un effet hépatoprotecteur chez les 

animaux en diminuant la peroxydation lipidique due aux attaques des radicaux libres issus du 

métabolisme de l’éthanol. L’AAL peut par conséquent diminuer les niveaux sériques de 

l’ALAT, ASAT, PAL et de la Ɣ-GT hépatique. Nous pouvons ainsi dire que les effets 

hépatoprotecteur pourrait être liée aux capacités antioxydante et anti-inflammatoire de l’AAL. 

L’AAL pourrait être un potentiel complément alimentaire pour la prévention et l’éventuel 

traitement du foie atteint suite à la consommation chronique d'alcool.  

En perspectives, il serait intéressant d'élargir le spectre d’étude sur l’acitivté anti-

inflammatoire de l’AAL et son effet sur les composants de système immunitaire. Il est important 

également de déterminer la dose de l’AAL adiministré afin d'assurer un effet hépatoprotecteur 

préventif ou bien curatif chez les alcooliques. 
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Annexe 01 : Réalisation de l’amarrage moléculaire 

 Préparation de l’accepteur ; 

1. File > Read Molecule (R) > Select Macromolecule  

2. Edit > Hydrogens > Add > Polar Only >OK 

3. Edit > Hydrogens > Merge Non Polar  

4. Edit > Charges > Add Kolman Charges > Ok 

5. Grid > Macromolécule > Choose > R > Select molecule > OK > enregistré > R.pdbqt 

6. File > Read Molecule > Select Ligand (L) 

7. Edit > Hydrogens > Add > Polar Only >OK 

8. Edit > Hydrogens> Merge Non Polar  

9.  Ligand > input > Choose > L > select molecule  

10. Ligand > output > Enregistre L.pdbqt 

11. Fermé le AutoDock 

 Chargement de récepteur et du ligand ; 

12. Open AutoDock 

13. Grid > Macromolecule > Open > R.pdbqt  

14. Grid > Set Map Type > Open ligand > L.pdbqt 

 Configuration des paramètres de l’AutoGrid ; 

15. Grid > Grid Box > Centre > Centre on ligand  

16. Grid > Output > enregistreer 1. GPf  

 Exécution de l’AutoGrid  

 Exécution de l’AutoDock  

17. Docking > Macromolecule > set rigide filename > R.pdbqt 

18. Docking > ligand > choose > L.pdbqt 

19. Docking > Search Parametre > Genetic algorithm  

20. Docking > Docking parameter  

21. Docking > output > Genetic ALgorithme (4.2) > Save 1.gpf 

22. Autodock4.exe –p 1.dpf –l 1.dlg 

 Analyse de résultats.  
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Annexe 02 : Test RMSD 

 

Numéro  Complexe Ligands  RMSD 

1 1AIM ZYA 1,17 

2 1GEM HEM 0,62 

3 1KXN HEM 0,29 

4 1DIF A85 2,6 

5 6MJM GOL 0,41 

6 5IBY LPA 0,55 

7 6JOM AQL 1,92 

8 1HTP OSS 2,2 

9 2EWN BTX 1,16 

10 4JWL HRC 0,41 

11 1VTH DM1 0,63 

12 2HNI ACY 1,03 

13 5KML 6UH 0,61 

14 6RBW JXB 0,84 

15 2BR7 PEE 0,88 

16 1VTI DM1 1,63 

17 9JDW ABA 0,77 

18 110d DM1 1,4 

19 6RR2 MTA 0,71 

20 3CDU ACT 0,84 

 


