Stress oxydant et maladies
alcooliques du foie

Au niveau du foie, organe principal du métabolisme, 'éthanol est susceptible
d’entrainer diverses lésions telles que la stéatose, la nécrose, ’hépatite alcoo-
lique aigué, la fibrose ou la cirrhose. Les mécanismes impliqués dans le déve-
loppement des maladies hépatiques chroniques d’origine alcoolique demeu-
rent encore une énigme. Néanmoins, la fréquence de ces maladies est liée 2 la
dose et a la durée de I'alcoolisation. De plus, divers facteurs génétiques et
environnementaux contribuent a I'expression variable des alcoolopathies en
relation avec la dose consommée par différentes populations.

Mécanismes du stress oxydant

De nombreux arguments montrent que I’alcool est responsable au niveau
hépatique d’un stress oxydant résultant d’une perturbation du rapport
prooxydants/antioxydants, le stress oxydant pouvant ainsi résulter d’'une hy-
perproduction de radicaux libres ou d’une diminution de la défense antioxy-
dante. Le stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses
maladies chez ’lhomme (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies neuro-
dégénératives..). De méme, le stress oxydant pourrait représenter un facteur
pathogénique essentiel dans la survenue des atteintes hépatiques liées a I'al-
cool.

Production des radicaux libres lors de I’alcoolisation

Les radicaux les plus importants a considérer en biologie sont dérivés de
l'oxygene et formés lors de la séquence de réduction monovalente de cet
élément. L’addition d’un électron a 'oxygéne conduit au radical superoxyde
(O, 2), peu réactif par lui-méme, mais représentant un précurseur d’especes
plus agressives. La dismutation du radical superoxyde catalysée par la supe-
roxyde dismutase conduit en effet 4 la synthése de peroxyde d’hydrogéne
(H,0,), qui peut participer a la biosynthése du radical hydroxyle (*OH) : ce
dernier réagit avec de nombreuses espéces moléculaires se trouvant dans son
voisinage immédiat. Le radical *OH apparait ainsi comme l'espece réactive
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ayant une responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres
(Halliwell et Gutteridge, 1986). Ce radical *OH peut étre formé a partir de
H,O, par la réaction de Fenton a laquelle participe un métal de transition tel
que le fer.

L’administration d’éthanol provoque une augmentation de la production
hépatique des dérivés réduits de 'oxygene O, 2, H,O, et *OH au niveau de
nombreux sites cellulaires, par différents systemes enzymatiques (Nordmann
et coll., 1992). Ces especes sont encore appelées « dérivés réactifs de 'oxy-
géne » (DRO). Leurs principaux sites de production au cours de I'alcoolisation
sont représentés par les microsomes, les mitochondries et les cellules de
Kupffer. Les systemes impliqués comportent les chaines respiratoires microso-
males et mitochondriales, et la NADPH oxydase.

Chaine respiratoire microsomale

Les travaux initiaux de Lieber et De Carli (1970) ont montré que I'alcoolisa-
tion chronique entratne une augmentation de I'oxydation de I’éthanol liée a
I'induction d’une isoenzyme du cytochrome P450 localisée dans le réticulum
endoplasmique, le P4502E1 (CYP2E1). Inductible par 'alcool, il est généra-
teur de DRO issus de la réduction d’O, en présence de NADPH. Des études
récentes montrent que les cytochromes tels que les CYP3A sont également
inductibles par I'éthanol et impliqués dans le métabolisme de ’éthanol et dans
la production de DRO (Niemeli et coll., 2000 ; Puntarulo et Cederbaum,
1998).

Les dérivés réduits de 'oxygeéne ne sont pas les seuls radicaux produits lors de
I'oxydation de I’éthanol par le CYP2EI : des dérivés radicalaires carbone-
centrés ont été détectés, possédant leur propre réactivité (Albano et coll.,
1991). Le radical a-hydroxyéthyle (*CH,-CH,OH), d’abord caractérisé in
vitro dans des préparations microsomales, a été identifié dans la bile de rats.
Cette identification a été rendue possible par I'administration simultanée
d’éthanol et d’un capteur de spin, transformant le radical 1-hydroxyéthyle en
un radical plus stable, détectable grice a la résonance paramagnétique électro-

nique (RPE).

Chaine respiratoire mitochondriale

L’une des sources physiologiques majeures de radicaux superoxydes est repré-
sentée par la chaine respiratoire mitochondriale. Cette production d’O, =
résulte des fuites électroniques lors du transfert des électrons par les complexes
de la chaine respiratoire. Lors de l'intoxication aigué et chronique par I’étha-
nol, une augmentation de la production d’anions superoxydes est observée
dans la mitochondrie de foie de rat (Sinaceur et coll., 1985 ; Kukielka et coll.,
1994). Cette hyperproduction pourrait étre liée a un effet désorganisateur de
I'alcool sur les membranes mitochondriales, a I'augmentation du flux de
NADH due au métabolisme de I'éthanol par I'alcool déshydrogénase (ADH)
et l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), a la diminution de lactivité des
complexes de la chatne respiratoire et a la diminution du systéme de défense
représenté par le glutathion (GSH). Par ailleurs, le tumor necrosis factor
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(TNF) a, une cytokine proinflammatoire, entraine une élévation de la syn-
these intracellulaire 'O, 2 (Hennet et coll., 1993). L’augmentation du TNFa
a souvent été décrite dans certaines conditions d’alcoolisation expérimentale
et humaine, et peut contribuer a ’hyperproduction de radicaux libres par les
mitochondries au cours de 'alcoolisation.

NADPH oxydase

Une autre source importante de radicaux libres est représentée par I’activation
des cellules de Kupffer consécutive a 'administration d’éthanol. Cette éléva-
tion apparait liée a I'activation de la NADPH oxydase. Cette enzyme est un
systtme complexe, formé du cytochrome bssg présent dans la membrane

lasmi de trois protéines cytosoliques (p47°h°%, p67PPo* et p217)
plasmique et p y q p » P p
migrant vers la membrane aprés activation des cellules de Kupffer (par exem-
ple par le lipopolysaccharide, ou endotoxine). La NADPH oxydase ainsi
constituée, localisée dans la membrane plasmique, catalyse la formation
d’O, 2. Cet anion superoxyde libéré a I'intérieur de la cellule se dismute
rapidement en H,O,. La méme réaction a lieu dans la vacuole de phagocytose
et conduit a la production de radicaux libres. Une production accrue d'O, =
par les cellules de Kupffer a été observée chez des souris recevant une charge
aigué d’éthanol (5 g/kg, intragastrique) (Pertoft et Smedsrod 1987). De plus,
’éthanol stimule la formation d’O, = liée a I'activation des cellules de Kupffer
par le liposaccharide (Dieter et coll., 1986). Le role majeur des radicaux libres
générés par les cellules de Kupffer a été confirmé lors de I'inactivation de ces
cellules par le chlorure de gadolinium (CIGd). Le prétraitement par le CIGd
des rats alcoolisés selon le modele de Tsukamoto et French (seul modele
d’alcoolisation du rat conduisant & des lésions histologiques hépatiques séve-
res) bloque la formation du radical a-hydroxyéthyle (Knecht et coll., 1995).
Par ailleurs, I'administration aigué d’éthanol active la NADPH oxydase des
cellules de Kupffer (Bautista et Spitzer, 1999). De plus, I'inactivation de la
sous-unité p47°P°* de la NADPH oxydase (Kono et coll., 2000) prévient la
formation des radicaux libres mesurés dans la bile par RPE chez les souris
alcoolisées selon le modele de Tsukamoto et French. Lensemble de ces résul-
tats montre que la NADPH oxydase des cellules de Kupffer représente une
source majeure de radicaux libres lors de 'alcoolisation.

Bien que 'endotoxémie d’origine intestinale (augmentation de 'endotoxine
plasmatique associée a2 une modification de la perméabilité intestinale) semble
étre le facteur clé dans I'activation des cellules de Kupffer, le role de I'éthanol
et des produits de la lipoperoxydation est a considérer. 'activation des cellules
de Kupffer conduisant 4 'augmentation de Pexpression des génes des cytoki-
nes met en jeu la translocation de la protéine kinase C (PKC) dépendante du
récepteur de 'endotoxine, mais également de 'augmentation de 'influx de
Ca,”* liée a I'éthanol ou a I’hypoxie (Lands, 1995). La PKC induit la translo-
cation de la NADPH oxydase au niveau de la membrane plasmique, entrai-
nant la formation des dérivés réactifs de I'oxygene. Ces DRO sont impliqués
dans l'activation de facteurs de transcription tels que NFkB (nuclear factor
kB), et donc dans I'augmentation de 'expression des genes de certaines
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cytokines proinflammatoires. Caugmentation de 'expression de certaines cy-
tokines par les cellules de Kupffer a été observée méme en absence d’'une
endotoxémie marquée, suggérant la participation de facteurs autres que I’en-
dotoxine (Afford et coll., 1998). Les adduits protéiques de type MAA (malo-
naldehyde acetaldehyde adduct), résultant de la réaction entre des protéines et
les aldéhydes (acétaldéhyde et malondialdéhyde), sont des ligands potentiels
des récepteurs spécifiques du mannose des cellules de Kupffer (Klassen et
Thiele, 1998 ; Bautista, 2000) ; leur activation entraine une séquence de
transduction de signaux similaires & ceux induits par 'endotoxine.

Il est encore difficile de mesurer, d’apres la littérature, I'importance relative
jouée par chaque systeme générateur de radicaux libres et d’especes réactives
de 'oxygene dans la toxicité de I’alcool.

Role du fer dans la génération des radicaux libres

La production tissulaire I’ OH dépend largement de la présence de fer suscep-
tible d’agir en tant que catalyseur des réactions radicalaires.

Teneurs en fer

De nombreuses études ont montré que l'alcoolisation aigué ou chronique
détermine une augmentation du fer non héminique au niveau hépatique
(Houzé et coll., 1991 ; Conde-Martel et coll., 1992 ; Gonzalez-Reimers et
coll., 1996 ; Shahbazian et coll., 1994). Parmi les mécanismes impliqués dans
les altérations du métabolisme du fer, 'augmentation de la captation du fer lié¢
a la transferrine ou de la transferrine partiellement sialylée pourrait jouer un
role fondamental. Des études ont mis en évidence une augmentation de la
vitesse de captation hépatique du fer de la transferrine marquée par le >°Fe lors
d’une charge aigué en éthanol (Rouach et coll.,, 1994). Ladministration
d’allopurinol (un capteur de radicaux libres) prévient a la fois 'augmentation
de la captation du fer, ’élévation du fer non héminique et les principaux
stigmates biologiques du stress oxydant au niveau hépatique chez des rats
recevant une charge aigué en éthanol. Ces travaux suggerent que les radicaux
libres générés lors du métabolisme de I’éthanol favorisent la captation du fer
lié a la transferrine.

Cependant, des résultats contradictoires ont été rapportés au cours de 'alcoo-
lisation chronique des rats. La captation du fer lié a la transferrine est inchan-
gée ou diminuée (Batey et Johnston, 1993). Il faut considérer que la transfer-
rine partiellement désialylée (ou asialotransferrine) libere plus rapidement le
fer dans les tissus que la transferrine native (Regoeczi et coll., 1984 ; Begin et
coll., 1988), et que l'alcoolisation chronique s’accompagne généralement
d’une ¢élévation de I'asialotransferrine. Quel qu’en soit le mécanisme, 1'aug-
mentation de la captation du fer peut contribuer a 'accumulation modérée et
progressive du fer hépatique observée dans certaines conditions d’alcoolisa-
tion expérimentale. Cependant, dans certaines études la concentration en fer



Stress oxydant et maladies alcooliques du foie

hépatique a été trouvée inchangée (Kawase et coll., 1989) voire diminuée
(Rouach et coll., 1997) chez les rats alcoolisés alors qu'un stress oxydant
sévere était apparent chez ces derniers.

Une augmentation du fer non héminique (Tsukamoto et coll., 1999) a égale-
ment été décelée dans les cellules de Kupffer de foie de rats alcoolisés. Cet effet
est vraisemblablement lié a 'augmentation de la phagocytose des hématies,
dont la demi-vie est diminuée en réponse aux altérations oxydatives de leurs
membranes. Cette augmentation du fer est associée 4 une augmentation de la
production de radicaux libres, a 'activation du NFkB et & I'induction de la
synthése de TNFa dans les cellules de Kupffer. Le traitement de ces cellules ex
vivo par un chélateur du fer (L,, deferiprone) normalise tous ces paramétres.
Ces résultats montrent que le fer joue un rdle essentiel dans I'activation de
NFkB et 'expression des genes de cytokines proinflammatoires. Ces perturba-
tions du métabolisme du fer peuvent jouer un rdle essentiel dans les hépato-
pathies alcooliques.

Les hépatopathies alcooliques sont associées a des altérations de ’lhoméostasie
du fer. Ces altérations comportent des modifications du turn over du fer sérique
et une surcharge hépatique en fer (Potter, 1991). Chapman et coll. (1983) ont
observé une augmentation de la captation du **Fe de la transferrine chez des
sujets atteints d’'une stéatose ou d’'une cirrhose alcoolique. La concentration
de fer sérique est augmentée et corrélée a la captation de fer chez les patients
consommateurs excessifs. De plus, la surcharge hépatique en fer apparait
corrélée a la stéatose plutdt qu’a la fibrose (Chapman et coll., 1983). Des
résultats variables ont été retrouvés quant a la sidérose chez les consomma-
teurs excessifs atteints d’une cirrhose (Rodriguez-Moreno et coll., 1997 ;
Milman et coll., 1986 ; Farinati et coll., 1995). Néanmoins, il s’avere que la
surcharge en fer observée lors d’hépatopathies alcooliques est modérée, excé-
dant rarement 2 a 3 fois la valeur normale.

Forme active « fer libre »

Outre I'importance de la teneur en fer, la mobilisation du fer de ses sites de
stockage apparait étre le parameétre déterminant dans la biosyntheése des
radicaux libres agressifs et la geneése du stress oxydant. Pour exercer une
fonction catalytique, le fer doit se trouver sous une forme particuliere de
chélates de faible poids moléculaire Fe-f(PM), également désignée « fer libre »
ou « fer redox actif ». Le Fe-f(PM) représente la forme métaboliquement
active du fer.

Il a été établi que la charge aigué en éthanol ou I'alcoolisation chronique a
pour conséquence une élévation significative du Fe-f(PM) dans la fraction
cytosolique obtenue 2 partir d’homogénats hépatiques (Rouach et coll., 1990 ;
Nordmann et coll., 1990). Une élévation du Fe-f(PM) a également été décrite
dans les hépatocytes de rat en culture primaire mis en présence d’éthanol
(Sergent et coll., 1995). Les mécanismes impliqués dans I'augmentation de la
fraction Fe-f(PM) pourraient étre liés a la mobilisation du fer de la ferritine
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favorisée par un environnement réducteur, tel que celui créé par le métabo-
lisme de I’éthanol par la voie de 'alcool déshydrogénase (ADH) (Shaw et
coll., 1988). La production accrue de radicaux superoxydes lors de 'oxydation
de P'alcool par les voies non-ADH pourrait, elle aussi, contribuer a cette
mobilisation, car il a été établi que ces radicaux permettent la libération du fer
stocké dans la ferritine (Thomas et coll., 1985). Des études récentes ont mis
en évidence que le superoxyde a pour cible des clusters 4Fe-4S de déshydrata-
ses telles que I'aconitase et que 'oxydation de ces clusters a pour conséquence
un relargage intracellulaire de fer libre sous forme Fe?* (Liochev et Fridovich,
1997). Quel que soit le mécanisme de la libération du « fer libre », celle-ci
joue vraisemblablement un role fondamental dans la catalyse des réactions
radicalaires.

Systemes antioxydants

Les organismes aérobies sont protégés par un systeme de défense contre les
dommages oxydants induits par les radicaux libres. Ce systéme antioxydant
inclut des enzymes (catalase, glutathion peroxydase, glutathion transférase,
superoxyde dismutase) et les systémes de séquestration des métaux prooxy-
dants (fer, cuivre). Par ailleurs, des composés hydrophiles et lipophiles (vita-
mine C et E, GSH), qui agissent en piégeant ou en supprimant la génération
de radicaux libres, sont importants dans le contrdle de ’homéostasie redox
intracellulaire. Des éléments traces tels que le zinc et le sélénium participent
également 2 la défense antioxydante.

Vitamines C et E

De nombreuses études ont montré que la teneur en vitamine E et en vitamine
C diminue lors de 'alcoolisation. A titre d’exemple, une diminution de la
vitamine C est observée dans le testicule de rat aprés administration de
I’éthanol (Bakpinar et Tugrul, 1995). Chez des volontaires sains, un prétraite-
ment par la vitamine C (1 g/j pendant 3 jours) diminue la toxicité de I’éthanol
observée aprés une consommation de 84 g d’alcool (Wickramasinghe et Ha-
san, 1994). L’administration chronique d’éthanol détermine une augmenta-
tion du radical ascorbyl (mesure proposée pour I'évaluation du stress oxydant,
Buettner, 1993) dans la bile de rats alcoolisés (Reinke et coll., 1997). Ladmi-
nistration chronique d’éthanol détermine une diminution du contenu en
vitamine E dans les fractions mitochondriales et microsomales hépatiques,
ainsi que dans les cellules de Kupffer (Takeyama et coll., 1996). Une diminu-
tion de la vitamine E sérique est observée chez les patients consommateurs
excessifs avec ou sans atteintes hépatiques (Bjorneboe et Bjorneboe, 1993) et
dans le foie de patients consommateurs excessifs porteurs d’une cirrhose (Bell

et coll., 1992).
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Glutathion

Concernant le glutathion (GSH), les résultats sont divergents quant a I'effet
de l'alcoolisation sur les taux de GSH, de GSSG (glutathion oxydé) et du
rapport GSH/GSSG hépatique. Ces résultats variables apparaissent liés aux
modalités d’alcoolisation, aux doses d’alcool administrées ainsi qu’a 'Age et au
sexe des animaux. En effet, une étude récente (Colantoni et coll., 2000) révele
que les variations du GSSG consécutives a I'alcoolisation chronique dépen-
dent des hormones sexuelles. Alors que le rapport GSH/GSSG n’est pas
modifié chez les rats males, une diminution de ce rapport liée a une élévation
du GSSG est observée chez les femelles. Ces résultats confirment la grande
sensibilité des femelles au stress oxydant et aux atteintes tissulaires consécuti-
ves A 'alcoolisation chronique.

Linfluence de I'dge apparait également jouer un role déterminant dans les
altérations des antioxydants. Il y a plus de quarante ans que Harman (1956) a
postulé que le vieillissement est la conséquence d’une altération progressive
des différents constituants cellulaires sous l'effet des radicaux libres et des
especes réactives de I'oxygeéne. Létude de Calabrese et coll. (1998) montre
une synergie entre le vieillissement et I'alcool quant aux perturbations des
systémes antioxydants. Cette étude montre d’une part une diminution du
GSH chez les rats agés de 25 mois et d’autre part que I'ingestion d’éthanol
durant 25 mois amplifie la baisse du GSH, et 'augmentation du GSSG et des
stigmates du stress oxydant.

Outre l'importance du GSH total hépatique, un role vital est dévolu au
contenu en GSH mitochondrial. Une déplétion du GSH mitochondrial dé-
clenche une accumulation de radicaux libres, cette déplétion mitochondriale
étant létale alors que celle du cytosol n’affecte pas la viabilité cellulaire
(Sagara et coll., 1998). Les mitochondries, n’ayant pas la capacité de synthé-
tiser le GSH, 'importent du cytosol grace a des transporteurs spécifiques.
Lintoxication alcoolique entraine une diminution spécifique du GSH mito-
chondrial par une inhibition de son transporteur membranaire (Fernandez-
Checa et coll., 1991, 1997 ; Garcia-Ruyz et coll., 1994). La baisse du GSH
mitochondrial a des conséquences notables sur la fonction de la mitochondrie
et sur la survie de la cellule (apoptose, nécrose).

Conséquences du stress oxydant

Lorsque 1'équilibre prooxydants/antioxydants est perturbé au profit du numé-
rateur, il s’établit un stress oxydant. I’éventail des modifications qui peuvent
survenir en réponse au stress oxydant est bien documenté et comprend, entre
autres, 'augmentation de la lipoperoxydation, de 'oxydation des protéines et

des altérations de TADN.
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Lipoperoxydation

Lexistence du stress oxydant, traduite notamment par une exacerbation de la
lipoperoxydation, a été décelée depuis de nombreuses années au niveau hépa-
tique dans certaines conditions d’alcoolisation expérimentale ou humaine. Il
est 2 noter que des controverses, liées pour une large part aux problémes
inhérents a la spécificité des techniques utilisées pour la mesure de la lipope-
roxydation, ont été rapportées dans la littérature. Cependant, l'utilisation de
méthodes non invasives a apporté des arguments en faveur de I'existence d'un
stress oxydant lors de certaines modalités d’alcoolisation. Il en est ainsi de
'augmentation de I’éthane et du pentane (produits finaux de la décomposi-
tion des lipoperoxydes) dans I'air exhalé des rats alcoolisés. D’autre part, la
mise en évidence de radicaux libres carbone-centrés issus de la destruction
peroxydative des acides gras polyinsaturés a permis de prouver, de fagon
incontestable, I'accroissement de la lipoperoxydation hépatique chez le rat

N z

soumis a une alcoolisation prolongée associée a un régime hyperlipidique

(Reinke et coll., 1987).

Les résultats variables concernant I'intensité de la lipoperoxydation apparais-
sent liés aux apports nutritionnels et plus particulierement a la richesse du
régime en vitamine E (Kawase et coll., 1989), en fer (Tsukamoto et coll.,
1995 ; Rouach et coll., 1988) et en acides gras polyinsaturés (Nanji et coll.,
1994a, 1995a). Lors de l'alcoolisation des rats selon le modele de Lieber,
l'accroissement de la lipoperoxydation n’est apparent que si le régime est
appauvri en vitamine E (Kawase et coll., 1989). A l'inverse, une supplémen-
tation en vitamine E prévient ’élévation de la lipoperoxydation consécutive a
'alcoolisation (Odeleye et coll., 1991). Il a été largement montré chez les rats
surchargés en fer (a I'aide d’un régime enrichi en fer carbonyle) que ’'adminis-
tration aigué ou chronique d’éthanol potentialise les altérations de la lipope-
roxydation et de la défense antioxydante (Tsukamoto et coll., 1995 ; Rouach
et coll., 1988). Les travaux de Nanji et coll. (1994a, 1995a) montrent que la
nature des acides gras joue un rdle prépondérant dans I’exacerbation de la
lipoperoxydation liée a I'intoxication alcoolique. Alors qu'un régime riche en
lipides saturés protege contre I'apparition d’'un stress oxydant, une alimenta-
tion A base d’huile de mais (riche en acide linoléique n-6) ou d’huile de
poissons (riche en acide gras de la famille n-3) potentialise les altérations
peroxydatives liées a 'intoxication alcoolique.

Les produits de la peroxydation sont des aldéhydes tels que le malondialdé-
hyde (MDA) et le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE). A la différence des radicaux
libres, ces aldéhydes sont stables, diffusent a I'intérieur et hors de la cellule et
peuvent réagir avec des cibles éloignées de leur site de formation. Ils ne sont
pas les produits finaux de la peroxydation, agissent également en tant que
« seconds messagers cytotoxiques » et apparaissent impliqués dans la plupart
des effets physiopathologiques associés au stress oxydant (Uchida, 2000). La
plupart de ces aldéhydes présentent une forte réactivité vis-a-vis de biomolé-
cules telles que les protéines, I’ADN et les phospholipides, générant ainsi des
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produits stables contribuant a la pathogénie des atteintes tissulaires. La forma-
tion des aldéhydes (MDA, HNE) et la formation subséquente d’adduits aux
protéines a largement été décrite lors d’alcoolisation expérimentale ou hu-
maine (Viitala et coll., 2000). Ces adduits représentent des marqueurs putatifs
du stress oxydant. Lors de I'alcoolisation, 'acétadehyde (A) généré durant le
métabolisme de I'éthanol réagit également avec les protéines pour former des
adduits simples (acetaldehyde adducts) ou mixtes MAA (malondialdehyde, ace-
taldehyde adducts). Des anticorps dirigés contre les adduits de type AA ou
MAA ont été retrouvés dans le sang des rats alcoolisés (Vitala et coll., 2000).
Ces réponses auto-immunes jouent vraisemblablement un role pathogénique.

Les travaux de Yokohama et coll. (1995) ont montré la présence d’une fibrose
hépatique lors de I'alcoolisation de cochons d’Inde préimmunisés par les
adduits AA. Des anticorps dirigés contre les adduits de type AA (Niemeli et
coll., 2000) et de type MAA sont retrouvés chez les patients consommateurs
excessifs présentant des atteintes hépatiques, d’'une maniére associée a la
sévérité de I'atteinte hépatique (Viitala et coll., 2000). II a été suggéré que les
mécanismes immunitaires seraient impliqués dans le défaut d’amélioration de
I’état clinique de patients présentant des atteintes hépatiques, et ce malgré le

sevrage (Marshall et coll., 1983).

Le HNE est doté d’une réactivité particuliere : il induit une myriade d’effets
déléteres au niveau de la cellule, tels que l'altération du glutathion, des
protéines sulfhydryles et des enzymes contenant des fonctions thiols (-SH).
Des travaux récents montrent que le HNE est un inducteur spécifique de
'expression de la COX2 (cyclooxygénase 2) (Kumagai et coll., 2000). Laug-
mentation de 'ARNm de la COX2 est associée a I'augmentation de la
lipoperoxydation et de la sévérité des atteintes hépatiques chez les rats alcoo-
lisés selon le modele de Tsukamoto et French (Nanji et coll., 1997).

Oxydation des protéines

Les protéines sont également des cibles pour les radicaux libres (Remmer et
coll., 1989). Dean et coll. (1991) ont montré que les protéines pouvaient étre
attaquées par les radicaux libres méme a des concentrations tres élevées en
antioxydants (vitamine E, trolox), conditions pour lesquelles le processus de
lipoperoxydation est presque supprimé. De méme, Davies et Goldberg (1987)
ont montré que 'oxydation des protéines apparaissait de facon précoce par
rapport 2 la lipoperoxydation. Un stress oxydant peut étre a l'origine de
I'oxydation de la chaine latérale de certains acides aminés constitutifs des
protéines. D’'une maniére générale, 'oxydation des protéines est mise en
évidence par I'augmentation des groupements carbonyles (-CHO) et 'oxyda-
tion des groupements thiols. Si 'oxydation radicalaire touche des acides
aminés localisés au site actif des enzymes, ceci peut entrainer leur inactiva-
tion. Les enzymes sensibles a I'attaque radicalaire sont souvent des enzymes
clés du métabolisme.
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Rouach et coll. (1997) ont montré une diminution du contenu en groupe-
ments sulfhydryles aussi bien dans les protéines membranaires que dans les
protéines cytosoliques des rats alcoolisés. Pompella et coll. (1991) ont montré
qu’une diminution des fonctions thiols pouvait résulter de 'attaque des grou-
pements sulfhydryles des protéines membranaires par des radicaux lipoperoxy-
les ou par les aldéhydes issus de la lipoperoxydation tels que le 4-HNE. La
perte des fonctions thiols dans les membranes peut perturber les fonctions
cellulaires et contribuer ainsi au développement de l'atteinte hépatique.
Laugmentation des fonctions carbonylées des protéines a été également mise
en évidence lors de I'alcoolisation de rats dans divers modeéles (Rouach et
coll., 1997 ; Colantoni et coll., 2000). Des concentrations élevées en protéi-
nes carbonylées ont été retrouvées dans le plasma et les érythrocytes de
patients alcooliques (Grattagliano et coll., 1995, 1996 ; Mutlu-Tiirkoglu et
coll., 2000).

Les protéines oxydées ou altérées peuvent subir un repliement anormal et
former des agrégats protéiques cytosoliques. Néanmoins, les protéines chape-
rons facilitent le repliement des protéines et favorisent ainsi le maintien de
leurs fonctions tout en évitant la formation d’agrégats entre les domaines
hydrophobes. Diverses protéines chaperons sont induites dans des conditions
de stress oxydant et peuvent représenter un mécanisme de protection contre
'accumulation de protéines anormales et non fonctionnelles dans les diffé-
rents compartiments cellulaires. Uaugmentation de ’ARNm de HSP- (heat
schock protein) chez les rats alcoolisés selon le modele de Tsukamoto et French
apparait corrélée a 'intensité du stress oxydant. Cette augmentation adapta-
tive des protéines chaperons peut favoriser le repliement des protéines altérées
ou leur dégradation (Nanji et coll., 1995b).

Néanmoins, ces protéines oxydées ou altérées peuvent s’accumuler en réponse
a une diminution de leur dégradation par les protéases alcalines. Parmi les
protéases alcalines, le protéasome 26S semble constituer la principale machi-
nerie protéolytique intracellulaire non lysosomale. La dégradation des protéi-
nes par le systéme ubiquitine/protéasome est fortement régulée. Elle dépend
des substrats, de la cascade des enzymes de I'ubiquitinylation et des activités du
protéasome.

Au-dela de son role reconnu dans I’élimination des protéines anormales,
oxydées ou surnuméraires, le protéasome intervient dans la protéolyse régulée
de nombreuses protéines contrdlant des processus biologiques importants
(cycle cellulaire, voies de réparation de PADN, régulation des réponses immu-
nitaires et inflammatoires, apoptose et modulation de 'expression des récep-
teurs de surface). Etant donné les fonctions clés du protéasome, il n’est pas
surprenant que des dysfonctionnements de la machine protéolytique soient
impliqués dans des pathologies variées, incluant le cancer et certaines infec-
tions. Des travaux récents (Fataccioli et coll., 1999) ont montré une inhibi-
tion de deux activités du protéasome (chymotrypsin-like et peptidylglutamyl-
peptide hydrolase) lors de I'alcoolisation chronique des rats selon le modele de
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Tsukamoto et French. La diminution des activités du protéasome peut repré-
senter un des mécanismes conduisant a 'accumulation de protéines fortement
modifiées, lesquelles peuvent déterminer des altérations des fonctions vitales
cellulaires.

Altérations de 'TADN

La consommation chronique d’éthanol géneére différentes classes de molécules
(radicaux libres, produits de la lipoperoxydation et acétaldéhyde) également
susceptibles de léser '’ADN. L'augmentation du flux de radicaux libres peut
générer une variété de lésions de ’ADN incluant fragmentation de ’ADN,
modifications oxydatives des bases (8-hydroxydésoxyguanosine) et diverses
mutations. De plus, les produits de la lipoperoxydation réagissent avec ’ADN
pour former divers types d’adduits tels que des éthénobases. Lacétaldéhyde
réagit également avec '’ADN pour former des adduits spécifiques dont le
composé prévalent est la N?-éthyl-désoxyguanosine (N?-Et-dG).

Divers travaux ont montré que l’alcoolisation expérimentale et humaine
détermine des modifications notables de ’ADN mitochondrial et nucléaire
(Brooks, 1997). En effet, les études d’Ishii et coll. (1996) ont montré que
I’éthanol augmente la production d'H,O,, du stress oxydant et de la fragmen-
tation de ’ADN dans les hépatocytes. De plus, 'administration aigué ou
chronique d’éthanol a des rats détermine une augmentation de la fragmenta-
tion de 'ADN (Navasumrit et coll., 2000). Cet effet est prévenu par le
prétraitement, par la vitamine C (400 mg/kg par voie intrapéritonéale pen-
dant 5 jours) ou la vitamine E (100 mg/kg par voie intrapéritonéale pendant
5 jours), des animaux recevant une charge aigué en éthanol (5 g/kg). Ces
résultats suggerent que les dommages de 'ADN sont liés a la formation
d’oxydants réactifs.

De plus, des études ont révélé que l'intoxication alcoolique aigué ou chroni-
que détermine des atteintes oxydatives de I’ADN mitochondrial ainsi qu’une
déplétion en ADN mitochondrial (Wieland et Lauterburg, 1995). CADN
mitochondrial est plus sensible a I'attaque radicalaire que '’ADN nucléaire.
Diverses délétions de I’ADN mitochondrial hépatique ont été rapportées chez
des sujets alcooliques, et des associations entre ces délétions et la stéatose
microvésiculaire ont été observées (Fromenty et coll., 1995 ; Mansouri et
coll., 1997). Il existe des arguments suggérant qu’un stress oxydant intense au
niveau mitochondrial pourrait étre responsable de la survenue d’une stéatose
microvésiculaire.

Les études épidémiologiques et expérimentales montrent que 'acétaldéhyde
est une substance mutagéne. Un des mécanismes d’action peut impliquer sa
réaction avec ’ADN. Grace a l'utilisation de techniques analytiques sensi-
bles, Fang et Vaca (1995) ont montré la présence de N*-Et-dG dans ’ADN de
foie de souris recevant pendant 6 semaines de I'éthanol a 10 % dans I'eau de
boisson. Cette derniére observation suggére qu’une consommation méme
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modérée d’alcool peut induire des 1ésions de '’ADN et incite a rechercher des
altérations de ’ADN chez les consommateurs modérés de boissons alcooli-
ques.

Stress oxydant et hépatopathies

Le role d’'un stress oxydant dans ’hépatotoxicité de I'éthanol a donné lieu a de
nombreuses controverses. Néanmoins, on a assisté au cours de la derniére
décennie a un regain d’intérét pour le role du stress oxydant dans les alcoolo-
pathies.

Etudes expérimentales chez le rat

Un modele d’alcoolisation, permettant I'administration d’éthanol associée a
un régime hyperlipidique a I'aide d’une sonde intragastrique, conduit chez le
rat a des lésions histologiques voisines de celles observées lors des formes
séveres d’hépatopathies chez I’homme (stéatose, inflammation, fibrose et né-
crose) (Tsukamoto et coll., 1986). Ces lésions s’accompagnent d’une induc-
tion du CYP2EL1 et des stigmates d’un stress oxydant. Ces stigmates consistent
en une baisse du GSH et en un accroissement considérable de la lipoperoxy-
dation, ainsi qu’en des altérations oxydatives des protéines (Rouach et coll.,
1997). Paccumulation des protéines oxydées peut résulter d’'une majoration
de leur oxydation par les radicaux libres ou de la diminution de leur dégrada-
tion par le protéasome.

Les altérations histologiques observées apparaissent liées au stress oxydant. Il
existe en effet une corrélation significative entre le score pathologique (tradui-
sant la sévérité des altérations anatomopathologiques) et les parametres du
stress oxydant (Rouach et coll., 1997 ; Fataccioli et coll., 1999 ; French et
coll., 1993 ; Kamimura et coll., 1992 ; Nanji et coll., 1994a). De plus, I’ali-
mentation enrichie d’'une part en acides gras polyinsaturés et d’autre part en
fer stimule la lipoperoxydation et aggrave les atteintes hépatiques (Tsukamoto
et coll.,, 1995 ; Nanji et coll., 1994b). A l'inverse, I'action d’antioxydants
réduit les effets cytotoxiques de D'éthanol. Il en est ainsi de la
S-adénosylméthionine, un précurseur du glutathion et principal donneur de
méthyle dans les réactions de transméthylation (Lieber, 1997). Leffet protec-
teur de la S-adénosylméthionine apparait plutot lié a ses effets sur la mem-
brane mitochondriale qui favoriseraient ainsi le transport du GSH et le
maintien d’un taux normal du GSH mitochondrial. En effet, 'administration
de S-adenosylméthionine restaure le contenu en GSH mitochondrial et pro-
téege contre les atteintes hépatotoxiques consécutives a l'administration
d’éthanol (Garcia-Ruiz et coll., 1995). Des supplémentations en zinc et en
sélénium peuvent également exercer des effets bénéfiques sur la lipoperoxyda-
tion et les atteintes hépatiques. Il a été montré que la supplémentation en zinc
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diminue le stress oxydant et 'accumulation du collagéne (Cabré et coll.,
1995), et rétablit 'activité de ’ADH gastrique et le métabolisme de I’éthanol
dit de « premier passage » chez les rats alcoolisés (Caballeria et coll., 1997).
Par ces divers mécanismes d’action, la supplémentation en zinc pourrait jouer
un rodle important dans la prévention des atteintes hépatiques liées a I'alcoo-
lisation.

Par ailleurs, les phosphatidylcholines polyinsaturées (PPC) extraites de soja,
riches en dilinoléyl-phosphatidylcholines, exercent également des effets hé-
patoprotecteurs chez le babouin : I'administration de PPC prévient I'induc-
tion du CYP2E1, de la lipoperoxydation, de la fibrose et de la cirrhose
secondaires a son alcoolisation chronique du babouin (Lieber et coll., 1994 ;

Aleynik et coll., 1999).

Ces divers résultats, ainsi que la démonstration par immunohistochimie que
les aldéhydes dérivant de la lipoperoxydation sont colocalisés dans les zones
d’infiltration des lipides, de la nécrose et de la fibrose (Tsukamoto et coll.,
1995 ; Niemeli et coll., 1994) confortent ’hypothése d’une relation causale
entre le stress oxydant et le développement des alcoolopathies.

Les mécanismes responsables de I’action fibrogénique de la lipoperoxydation
semblent impliquer la stimulation de la synthese du collagene par les cellules
de Ito et la libération des cytokines fibrogéniques par les cellules de Kupffer
(Kamimura et Tsukamoto, 1995). Une réduction de la sévérité des lésions
d’inflammation et de fibrose est obtenue en administrant, au cours de I'alcoo-
lisation, du chlorure de gadolinium, agent destructeur des cellules de Kupffer
(Knecht et coll., 1995). Cette derniére observation est en accord avec le role
fondamental de ces cellules dans 'initiation et 'extension de la fibrose hépa-

tique (Friedman, 1993).

Etudes cliniques et implications thérapeutiques

Chez 'homme, les résultats des études consacrées a la recherche des stigmates
d’'un stress oxydant au cours des hépatopathies alcooliques sont, pour la
plupart, en faveur d’un tel stress. Parmi les travaux récents, on peut citer en
particulier la mise en évidence par Aleynik et coll. (1998) d’une augmenta-
tion des deux marqueurs majeurs de la lipoperoxydation in wivo, les F2-
isoprostanes et le 4-hydroxynonénal, chez les sujets atteints d’hépatopathies
alcooliques. Alors que cette étude révele que la lipoperoxydation est reliée aux
atteintes hépatiques, d’autres études (Letteron et coll., 1993 ; Clot et coll.,
1994) sont plutdt en faveur d’une relation entre lipoperoxydation et impor-
tance de la consommation d’alcool pendant la période d’alcoolisation. Un fait
important soulevé dans I'étude d’Aleynik et coll. (1998) concerne I'exacerba-
tion des altérations peroxydatives lors d’'un sevrage de 48 heures, résultat
pouvant étre lié a l'absence de leffet piégeur par I'éthanol du radical
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hydroxyle. Par ailleurs, il a été montré des associations entre la formation des
radicaux a-hydroxyéthyles, la stimulation de la lipoperoxydation, la forma-
tion d’adduits entre les radicaux o-hydroxyéthyles et les protéines et les
atteintes hépatiques. Ces adduits ont des propriétés immunologiques condui-
sant 2 la formation d’anticorps spécifiques, qui ont été détectés dans le sang de
patients alcooliques avec cirrhose, suggérant 'implication des réactions au-
toimmunes dans le développement des hépatopathies alcooliques (Clot et
coll., 1996 ; Albano et coll., 1999). L’ensemble de ces résultats conduit 2
envisager I'intérét de 'administration d’antioxydants afin de piéger les radi-
caux libres, de réduire I'intensité du stress oxydant et de freiner I’évolution des
alcoolopathies lors d’alcoolisations massives ou intermittentes.

Des essais de supplémentation en substances antioxydantes (vitamines E et C)
ont été tentés chez des patients atteints de maladies hépatiques. La supplé-
mentation en vitamine C (2,5 g/j/10 j) au cours du sevrage réduit 'augmenta-
tion des isoprostanes urinaires chez les sujets atteints de maladies hépatiques
alcooliques (Meagher et coll., 1999). De plus, cette étude révele que 1’éléva-
tion des isoprostanes urinaires est reliée aux maladies hépatiques chroniques
d’origine alcoolique et trés marquée chez les sujets atteints d’'une hépatite
alcoolique aigué. Padministration isolée de vitamine E (500 mg/j, pendant un
an) ne modifie ni les parameétres hépatiques, ni la durée d’hospitalisation, ni la
mortalité chez les patients cirrhotiques (de la Maza et coll., 1995). Aucune
étude ne fait état de I'administration conjointe de vitamines E et C, qui
agissent en complémentarité.

Il existe peu d’études ayant évalué I'intérét d’une supplémentation compor-
tant les différents antioxydants qui agissent de fagon synergique : zinc, sélé-
nium, vitamine C, vitamine E, S-adénosylméthionine. En pratique clinique,
le déficit en micronutriments est retrouvé dans le sang ou des fragments de
biopsies hépatiques chez les sujets alcooliques. En effet, les résultats de plu-
sieurs études montrent des déficits fréquents en sélénium, en zinc et en
magnésium chez le consommateur excessif chronique avec ou sans cirrhose
(Rouach, 1999). Ces altérations peuvent par elles-mémes jouer un role dans la
genése du stress oxydant et dans les perturbations du métabolisme du colla-
géne. Il semble logique de corriger ces déficits par des apports spécifiques.
Létude de Wenzel et coll. (1993), réalisée chez des patients atteints d’une
maladie alcoolique hépatique sévere (Child-Pugh B et C), montre que la
supplémentation en plusieurs antioxydants, vitamine E (600 mg), sélénium
(200 mg) et zinc (12 mg), améliore les parametres du stress oxydant, diminue
la durée d’hospitalisation et la mortalité (6,5 % vs 40 % dans les groupes traité
et contrdle, respectivement). Cette étude démontre P'efficacité clinique d’une
supplémentation en antioxydants. Cependant, seules des études épidémiolo-
giques portant sur une vaste population pourront préciser si des supplémenta-
tions en antioxydants (phosphatidylcholines, S-adénosyl-méthionine, vita-
mine C, zinc...) sont bénéfiques chez le consommateur 2 risque.
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En conclusion, 'administration d’éthanol entraine au niveau hépatique une
élévation de la captation de fer sérique et de la mobilisation du fer de ses sites
de stockage. L’action conjuguée de ces deux effets détermine une augmenta-
tion de la fraction de fer liée a des composés de faible poids moléculaire
Fe-f(PM) et a des conséquences variables quant a la concentration de fer non
héminique. Laugmentation de Fe-f(PM) joue vraisemblablement un rodle
essentiel dans la genése du stress oxydant hépatique secondaire a I'alcoolisa-
tion.

Les résultats des études cliniques et expérimentales montrent que le stress
oxydant hépatique lié a I'alcoolisation s’accompagne d’une augmentation de
la lipoperoxydation et de I'oxydation des protéines, et d’altérations oxydantes
de ’ADN. Ces altérations oxydatives agissent en synergie et déterminent une
cytotoxicité. La distinction entre les effets de I'éthanol sur les lipides, les
protéines et I’ADN est néanmoins artificielle. A titre d’exemple, I'augmenta-
tion de la lipoperoxydation peut résulter de I'induction du CYP2EI et les
produits de la lipoperoxydation sont a I'origine de la formation d’adduits aux
protéines et 2 'ADN. Le 4-hydroxynonénal (HNE), aldéhyde issu de la
lipoperoxydation, représente un « second messager cytotoxique » impliqué
dans la plupart des effets physiopathologiques du stress oxydant lié a I’alcool.
De méme que I'acétaldéhyde provenant du métabolisme de I’éthanol, il est
ainsi a l'origine de la formation d’adduits aux protéines et a 'TADN impliqués
dans la cytotoxicité et les perturbations du systéme immunitaire.

La plupart des études montrent une association entre stigmates biologiques du
stress oxydant et intensité des atteintes hépatiques secondaires a 'alcoolisa-
tion ; il est donc probable que le stress oxydant représente un facteur patho-
génique essentiel dans les alcoolopathies. Ceci suggére que des supplémenta-
tions en antioxydants pourraient présenter un intérét dans la réduction du
stress oxydant et la limitation de Iévolution des hépatopathies alcooliques.
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