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RESUME :

Le vicillissement s’accompagne d’une augmentation de 1’incidence de pathologies dégénératives (cancers, diabéte, maladies cardiovasculaires
et maladies neurodégénératives). Ces pathologies seraient favorisées par la production de radicaux libres notamment lorsque cette production
dépasse les capacités de défense antioxydantes de 1’organisme induisant ainsi un état de stress oxydatif. Notre objectif était d’explorer le statut du
stress oxydatif des sujets présumés sains, au cours du vieillissement. Notre étude est de type cas-témoins. Elle a porté sur une population de 185
volontaires sains divisés en fonction de 1’dge en deux groupes : un groupe de 95 sujets agés de moins de 40 ans et un groupe de 90 sujets agés de
plus de 40 ans. Un bilan biochimique général a été réalisé pour les deux groupes (glucose, créatinine, cholestérol total, cholestérol HDL et cho-
lestérol LDL). Les paramétres retenus pour I’évaluation du statut du stress oxydatif étaient : les enzymes antioxydantes érythrocytaires glutathion
peroxydase (Gpx), superoxyde dismutase (SOD), les vitamines antioxydantes plasmatiques E, A et le marqueur de la peroxydation lipidique le
malondialdéhyde (MDA). Les activités Les activités enzymatiques de la SOD et la Gpx ont été déterminées par spectrophotométrie et exprimées
en unité internationale par gramme d’hémoglobine (Ul/g Hb). Les concentrations plasmatiques des vitamines E, A et MDA ont été évaluées par
chromatographie liquide haute performance en phase inversé. L’age moyen était de 32 + 2 ans chez la population jeune et de 50 + 8 ans chez la
population plus dgée. Les activités enzymatiques de la Gpx et SOD étaient comparables entre les deux groupes : 46,9 + 18,2 Ul/g Hb versus 48,9 +
26,6 Ul/g Hb , p=0,798 ; respectivement, pour la Gpx et 1112 + 318 Ul/g Hb versus 1111 + 373 Ul/g Hb, p=0,596 ; respectivement, pour la SOD.
Il n’y avait pas de différence significative entre les moyennes des concentrations plasmatiques des vitamines E et A chez les sujets jeunes et ceux
plus agés. Les concentrations plasmatiques du MDA étaient significativement plus élevées chez les sujets 4gés comparés a ceux jeunes : 10,7 £4,7
ug/l versus 9,6 + 6,3 pug/l, p=0,032. Il n’y avait pas de corrélation entre 1’age et les différents paramétres du stress oxydatif étudiés. Nos résultats
sont en faveur de I’absence de variations significatives des activités enzymatiques de la Gpx et SOD et du statut vitaminique E et A au cours du
vieillissement. Par ailleurs une augmentation de la peroxydation lipidique est observée en faveur de I’installation d’un état de stress oxydatif.
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ABSTRACT : : IS THERE A RELATIOSHIP BETWEEN THE STATUS OF OXIDATIVE STRESS AND AGEING ?
Ageing is accompanied by an increase of degenerative diseases incidence (cancers, diabetes, cardiovascular diseases and neurodegenerative di-
seases). These pathologies would be favored by the production of free radicals especially when this production exceeds the antioxidant defense ca-
pacities of the organism thus inducing an oxidative stress state. Our aim was to explore the oxidative stress status in healthy subjects during ageing.
Our study is case-control. It included a population of 185 healthy volunteers divided by age into two groups: a group of 95 subjects aged less
than 40 years and a group of 90 subjects aged more than 40 years. A general biochemical assessment was performed for both groups (glucose,
/' creatinine, total cholesterol, HDL cholesterol and LDL cholesterol). The parameters chosen for the evaluation of the oxidative stress status were:
erythrocyte antioxidant enzymes: glutathione peroxidase (Gpx) and superoxide dismutase (SOD), plasma antioxidant vitamins E, A and the lipid
// peroxidation marker: malondialdehyde (MDA). SOD and Gpx activities were determined spectrophotometrically and expressed in international
/ units per gram of hemoglobin (IU / g Hb). Vitamins E, A and MDA plasma concentrations were evaluated by reversed phase high performance
liquid chromatography. The age mean was 32 + 2 years in the young population and 50 + 8 years in the older population. Gpx and SOD activities
were comparable between groups: 46.9 + 18.2 TU / g Hb versus 48.9 £+ 26.6 IU / g Hb, p = 0.798 respectively for Gpx and 1112 + 318 IU / g Hb
versus 1111 =373 IU / g Hb, p = 0.596 respectively for SOD. There was no significant difference in vitamins E and A plasma concentrations
between the young group and the elderly group. MDA plasma concentrations were significantly higher in elderly subjects compared to younger
subjects: 10.7 £ 4.7 pg /1 versus 9.6 = 6.3 pg / 1, p = 0.032. There was no correlation between age and the different oxidative stress parameters
studied. Our results are in favor of the absence of significant variations in Gpx and SOD enzymatic activities, and the vitamin E and A status during

ageing. Moreover, an increase in lipid peroxidation is observed in favor of the installation of an oxidative stress state.
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INTRODUCTION ET OBJECTIF
Le vieillissement est un processus dynamique , progressif,
irréversible et inéluctable .11 se caractérise par 1’apparition
de modifications morphologiques, biochimiques, fonctionnels
et psychologiques dans 1’organisme [1]. Le vieillissement des
populations est en accélération rapide partout dans le monde.
Selon I’OMS, la proportion des 60 ans et plus, dans la popula-
tion mondiale, va presque doubler, entre 2015 et 2050, allant de
12% a 22% (900 millions- 2 milliard). L’ Algérie n’échappe pas
a ce phénomene, la proportion des 60 ans et plus était de 9% en
2015 et passera a 24% en 2050 [2].
Le vieillissement est corrélé a une augmentation de 1’incidence
de pathologies dégénératives (cancers, maladies cardiovascu-
laires et maladies neuro-dégénératives) ; un fait ayant d’énormes
répércussions sur la santé et les systémes de santé publique.
De nombreuses théories ont ét¢ mises de 1’avant pour expli-
quer ce phénoméne complexe. On distingue deux grands types
de théories : les théories déterministes et les théories stochas-
tiques. Selon les premiéres, les mécanismes du vieillissement
sont contrdlés par le génome. Les secondes attribuent un rdle
prépondérant aux effets néfastes de I’environnement [2]. La
théorie radicalaire ou stress oxydatif, proposée par Harman en
1956 et appartenant a ce dernier groupe, a regu une attention
considérable. Selon cette théorie, les espéces réactives de 1’oxy-
gene (ERO) produites par les organismes aérobies induiraient
un état de stress oxydatif provoquant des dommages oxydatifs
sur les biomolécules qui, en s’accumulant, seraient responsables
du vieillissement [3,4]. Cette hypothése du stress oxydatif offre
le meilleur mécanisme élucidant le processus de vieillissement
et d’autres phénomeénes tels que les pathologies dégénératives
liges a I’age [5].
Les ERO peuvent étre des radicaux libres, porteurs d’un élec-
tron célibataire et donc trés réactifs (par exemple, anion supe-
roxyde et le radical hydroxyle), ou des espéces oxydantes non
radicalaires (le peroxyde d’hydrogene, I’acide hypochloreux, le
peroxynitrite...). Elles sont le produit inéluctable de la vie aéro-
bie et sont constamment produites [6,7].
Les mitochondries sont le siége majoritaire de production
d’ERO, environ 2% a 3% de ’oxygéne est transformé en ra-
dicaux superoxydes (O,*-) au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale [8].
La production physiologique d’ERO est parfaitement maitri-
sée par des systémes de défense antioxydants [9,10], lesquels
sont adaptatifs par rapport au niveau des radicaux présents [10].
Les systémes antioxydants sont de deux types : enzymatiques
(glutathion peroxydases GPx, superoxyde dismutase SOD, ca-
talase...) et non enzymatiques ( glutathion, les vitamines E, A et
C..)[6,11].
L’équilibre entre ces deux agonistes , oxydants et antioxydants,
permet a certaines ERO de remplir leurs fonctions utiles (signa-
lisation cellulaire, régulation du tonus vasculaire, immunité,....)
tout en minimisant les dommages oxydatifs [12].
Le stress oxydatif est un déséquilibre de cette balance pro-oxy-
dants/antioxydants qui provient d’une production excessive
d’espéces réactives et / ou une défaillance des mécanismes an-
tioxydants [13,14].
Depuis la théorie de Harman de nombreuses études ont été
menées pour définir le role du stress oxydatif dans le vieillis-
sement et les pathologies associées, cependant leurs résultats
étaient controversés. A cet effet, nous avons mené cette étude
afin d’étudier les variations du statut du stress oxydatif avec
I’age chez des sujets Constantinois présumés sains.

PATIENT ET METHODES
1. Patients

Notre étude est de type transversal analytique, elle a eu lieu
dans la ville de Constantine entre 2008 et 2012. Elle a porté sur
une population de 185 volontaires présumés sains, agés entre 25
et 75 ans. Les participants étaient répartis en fonction de leur
age en deux groupes : un groupe jeune (95 sujets agés de moins
de 40 ans) et un groupe agés (90 sujets agés de 40 ans et plus).
Etait exclus de 1’étude, tout sujet souffrant d’affections aigiies
ou recevant un traitement vitaminique antioxydant.

2. Méthodes
2.1. Fiche de renseignement

Les renseignements cliniques ont été récoltés sur la base d’une

fiche de renseignements définissant : 1’identité des participants,
leurs paramétres anthropométriques et leurs habitudes de vie
(tabagisme, prise d’alcool).

2.2. Préléevements

Les prélévements sanguins ont été effectués, aprés un jetine de
12 heures, sur deux tubes héparinés: Le premier tube a servi au
dosage de la glycémie, la créatinine et les parameétres du bilan
lipidique et le deuxieéme tube hépariné a été destiné au dosage
des paramétres du stress oxydatif : GPx, SOD, vitamines E , A
et malondialdéhyde (MDA).

2.3. Méthodes de dosage

Dans notre étude, un bilan biochimique général (glucose, créa-
tinine, cholestérol total, cholestérol HDL et cholestérol LDL)
a été réalisé¢ pour les deux groupes. Les marqueurs du stress
oxydatif étudiés sont les activités enzymatiques des enzymes
antioxydantes érythrocytaires la Gpx et la SOD, les concentra-
tions plasmatiques des vitamines antioxydantes E et A ainsi que
celles du MDA, marqueur de la peroxydation lipidique.

Tous les dosages ont été réalisés au niveau du laboratoire de
biochimie CHU Benbadis.

2.4. Glycémie, bilans lipidique et rénal

La glycémie, les bilans lipidique et rénal ont été déterminés
par dosages spectrophotométriques sur auto-analyseur Architect
¢i8200, Abbott. La glycémie était définie par la méthode enzy-
matique a ’hexokinase. La créatinine a été¢ dosée par la réac-
tion de Jaffé au picrate alcalin en cinétique. La méthode utilisée
pour le dosage des triglycérides était la technique enzymatique
colorimétrique en point final a la lipase, glycérokinase et gly-
cérophosphate oxydase , selon la méthode de Fossati [15]. Le
cholestérol total a été dosé par une méthode enzymatique co-
lorimétrique en point final a la cholestérol estérase, cholestérol -
oxydase et peroxydase , selon la méthode d’Allain [16]. Le do-
sage du cholestérol HDL (C-HDL) a été réalisé par une méthode
utilisant un accélérateur de réaction (permettant 1’élimination du
cholestérol non HDL) et un détergent spécifique (permettant la
solubilisation du C-HDL).

Le cholestérol LDL (C-LDL) a été calculé par la formule de
Friedwald [17]:

C-LDL (g/l) = Chol T — (C-HDL + Triglycérides/5).
3. Statut du stress oxydatif

L’évaluation des activités enzymatiques érythrocytaires de la
Gpx et la SOD a été réalisée sur Dialab Autolyser . L’activité
enzymatique de la SOD a été déterminée par la méthode enzy-
matique colorimétrique a la xanthine oxydase (le Kit Ransod,

e
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Randox, Antrim, UK).

Lactivité enzymatique de la GPx érythrocytaire a été évaluée
par la méthode colorimétrique de Paglia et Valentine [18] utili-
sant I’hydroperoxyde de cuméne comme substrat ( le Kit Ran-
sel, Randox, Antrim, UK).

Les résultats ont été exprimés en Ul/g d’hémoglobine (Ul/gHb).
L’hémoglobine a été dosée sur sang total (pour la SOD) et sur
globules rouge (pour la GPx ) avec le réactif de Drabkin [19].
La lecture a été effectuée a 546 nm sur spectrophotométre Bio-
chrom Libra 522.

Le dosage des vitamines E et A a été réalisé par chromatogra-
phie haute performance (HPLC) en phase inverse apres précipi-
tation éthanolique et extraction hexanique. Le le nicotinate de
tocophérol a servi d’étalon interne. La méthode de dosage utili-
sée résulte d’un compromis entre les méthodes précédemment
publiées [20,21].

Les conditions chromatographiques étaient :

- colonne 4,5 x 120mm C18;

-volume d’injection 20 pl;

- phase mobile : méthanol 100 %;

- débit 1,5 ml/min, temps de rétention 7 min;

- détection UV a 292nm pour la Vit E et a 325nm pour la Vit A.
La vitamine E a été exprimée par le ratio vitamine E/Cholestérol
total (mg/g).

Le MDA a été dosé par HPLC en phase inverse aprés détection
fluorimétrique, avec le Kit Malondialdéhyde de Chromsystems.

4. Analyse statistique

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel SPSSv20.
Les résultats descriptifs ont été présentés sous forme de pour-
centages pour les variables qualitatives, de moyennes + écart-
types. Les comparaisons des différents paramétres entre les
groupes ont été réalisées a I’aide des tests paramétriques
(test de Khi-deux de Pearson ou de Fisher, test T de Student) et
le test non paramétrique : test U de Mann-Whitney.

Les ¢tudes de corrélations ont été réalisées avec le test du coef-
ficient de corrélation des rangs de Spearman.

Le seuil de significativité retenu pour tous les tests statistiques
était p<0,05.

RESULTATS

age moyen était de 32+2 ans chez la population jeune et de
+8 ans chez la population agée. La proportion du sexe fémi-
in était significativement plus élevée chez le groupe agé com-
paré au groupe jeune (tableau I).

Age (ans) 32 £4 50+8
Sexe (9/3, %) 46/53,7 64,5/35,6
BMI (kg/m2) 26,6+ 5,1 29,145
TT (cm) 93+ 11 98 + 14
TA systolique (mm Hg) 114+11 123+13
TA diastolique (mm Hg) 68+ 13 74 £1611,1
Tabagisme (%) 28,5 11,1

<0,001

<0,001
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Tableau II. Glycémie, créatinémie et bilan lipidique des
groupes jeune et age.

Groupe jeune Groupe agée p
Glycémie (g/l) 0,84 +0,1 0,91+0,14 <0,001
Créatinine (mg/l) 7+1 7+1 0,813
Triglycérides (g/l) 1,21+0,73 1,24+0,63 0,824
Cholestérol (g/l) 1,64+0,36 1,83+0,36 <0,001
C- HDL (g/l) 0,38+0,10 0,42+0,10 0,01
C-LDL (g/l) 1,03£0,27 1,16£0,31 0,004

Les activités enzymatiques de la Gpx et SOD étaient compa-
rables entre le groupe jeune et le groupe agé: 49,9+18,2 Ul/g
Hb versus 48,9+26,6 Ul/g Hb , p=0,798 ; respectivement,
pour la Gpx et 11124318 Ul/g Hb versus 1114373 Ul/g Hb,
p=0,596 ; respectivement, pour la SOD. Il n’y avait pas de dif-
férence significative entre les moyennes des ratios Vit E/Chol
T ni les moyennes des concentrations plasmatiques de la vita-
mine A chez les sujets jeunes et ceux plus agés. Elles étaient
de 6,1+2,13 mg/g versus 6,16+1,69 mg/g, p=0,596 ; respec-
tivement pour le ratio Vit E/Chol T et 0,69+0,21 mg versus
0,65+0,27 mg, p=0,098 ; respectivement, pour la vitamine A.
Les concentrations plasmatiques du MDA étaient significati-
vement plus élevées chez les sujets agés comparés aux sujets
jeunes : 10,7+4,7ug/1 versus 9,6+6,3 pg/l, p=0,032 (tableau III).
Il n’y avait pas de corrélation entre 1’age et les différents para-
métres du stress oxydatif étudiés (tableau IV).

Tableau IV. Coefficients de corrélation de Spearman entre
Ddge et les marqueurs du statut du stress oxydatif ( Gpx,
SOD, vit E/ Chol , vit A et MDA).

SOD Vit E/Chol  VitA
Rho 0,027 -0,053 0,103 0,079 0,103
p 0,729 0,508 0,171 0,294 0,175

Rho : Coefficients de corrélation de Spearman.

Tableau I. Paramétres anthropométriques des groupes jeune et 4ge.

0,013
0,01
0,01

0,006
0,03

TT: Tour de taille ; TA: Tension arterielle ; % : Pourcentage.

L’exploration biologique des participants a révélé des moyennes
de glycémie, de cholestérol total, de cholestérol LDL triglycéri-
démie et de de cholestérol HDL significativement plus élevées,
chez le groupe agé comparé au groupe jeune (tableau II).
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DISCUSSION

Le vieillissement est un processus multifactoriel dans lequel
le stress oxydatif semble jouer un réle prépondérant. La mise
en évidence d’un état de stress oxydatif accru permet de dé-
velopper des stratégies thérapeutiques et préventives. Sa me-
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sure nécessite I’utilisation de marqueurs spécifiques, sensibles,
reproductibles et fiables. Cependant, il n’existe pas de marqueur
«gold standard» permettant I’évaluation du statut du stress oxy-
datif et le recourt & un ensemble de biomarqueurs s’impose.
Dans notre étude, nous avons procédé a I’évaluation du statut
du stress oxydatif en utilisant deux approches. La premiére
approche est 1’évaluation du systéme antioxydant par le biais
de la détermination des activités enzymatiques de la Gpx et
la SOD érythrocytaires ainsi que le dosage des concentrations
plasmatiques des vitamines antioxydantes E et A. La deuxiéme
approche est I’évaluation des dégats générés par les ERO par
le dosage plasmatique du MDA, marqueur de la peroxydation
lipidique.

La SOD et la GPx représentent les premicres lignes de défenses
antioxydantes. La SOD catalyse la dismutation de I’anion su-
peroxyde O,* en peroxyde d’hydrogéne H202 . Le peroxyde
d’hydrogéne est métabolisé par la catalase [10,12,22,23]. La
Gpx catalyse la réduction de I’ H202 et les hydroperoxydes
de lipides en H20 et en alcools lipidiques respectivement, en
une réaction utilisant le glutathion réduit (GSH) comme co-
substrat [6,24].Ces enzymes antioxydantes peuvent répondre
a ’augmentation du stress oxydatif par une ¢lévation de leurs
activités enzymatiques ; une diminution des activités peut re-
fléter une sensibilité des enzymes a I’inactivation induite par les
radicaux libres. Cependant, il n’existe pas un consensus sur ce
que pourrait étre la réponse de des enzymes antioxydantes au
stress oxydatif [25].

Dans notre étude les activités enzymatiques €rythrocytaires de
la Gpx et la SOD étaient comparables entre la population jeune
et la population plus agée. L’étude de corrélation n’a également
pas trouvé de relation entre les activités de ces deux enzymes
antioxydantes et I’dge. Les résultats de 1’étude tunisienne de
Star et al., 2009 [26] ne concordent pas avec les notres. Cette
équipe a objectivé une diminution significative des activités en-
zymatiques de la Gpx et la SOD et des concentrations plasma-
tiques du Zinc (cofacteur de la SOD) chez la population agée
comparée a la population jeune. Les mémes résultats ont été
rapportés par 1’équipe francaise de Guemouri concernant les
activités enzymatiques de la Gpx et la SOD [27]. L’équipe de
Sfar a également rapporté une corrélation négative entre les acti-
vités des enzymes antioxydantes étudiées, les taux plasmatiques
de Zinc et I’age. L’ étude francaise de Mariani et al [28] a, par
contre, révélé une corrélation positive significative entre 1’acti-
vité enzymatique de la SOD et I’age. Pavao et al (2003) [29],
dans leur étude sur des sujets sains portugais, ont rapporté une
absence de corrélation entre 1’ dge et I’activité enzymatique de la
Gpx ; ce qui concorde avec nos résultats. Cependant, Bolzan et
al [30] ont objectivé d’une part, une corrélation positive signifi-
cative entre I’age et ’activité enzymatique de la Gpx et d’autre
part une corrélation inverse significative entre 1’age et ’activité
enzymatique de la SOD.

Le contexte génétique, I’origine éthique et les habitudes ali-
mentaires peuvent influencer I’expression et les activités des
enzymes antioxydantes. Ces facteurs peuvent étre incriminés
pour expliquer la divergence des résultats de notre étude avec
ceux des études suscitées. L’hétérogéniste de la répartition des
groupes en fonction de 1’age et la diversité des méthodes de do-
sage utilisées peuvent étre également mises en cause.

Les chaines d’acides gras polyinsaturés sont trés sensibles a
I’oxydation par les ERO [31,32,33]. Cette oxydation, appelée
«peroxydation lipidique», est a 1’origine de la formation de trés
nombreux produits (le MDA, le 4-hydroxynonénal [4-HNE] et
les isoprostanes) dont les activités biologiques sont multiples
[6,34]. Le MDA est le produit de la peroxydation lipidique le

plus étudié [1].

Dans notre étude, les concentrations plasmatiques du MDA
étaient significativement plus élevées chez le groupe agé com-
paré au groupe jeune. Nos résultats corroborent avec ceux de Ve-
ricel et al [35] qui ont objectivé, une augmentation significative
de la teneur du MDA plaquettaire chez le groupe 4gé comparé
au groupe jeune. Cette méme équipe a rapporté une diminution
des taux plaquettaires de la vitamine E et de I’activité de la Gpx
chez le groupe dgé comparé au groupe jeune. L’augmentation
d’autres marqueurs de la peroxydation lipidique avec 1’age a été
également rapporté ; il s’agit des isoprostanes urinaires (8-iso-
PGF2) [36] et des TBARSs plasmatiques [22,37]. La peroxyda-
tion lipidique est a I’origine de la diminution de la fluidité des
membranes [31,38], elle augmente leur perméabilité d’une part
et inactive des enzymes et des récepteurs membranaires d’autre
part [38]. 1l est a noter que I’exposition a des concentrations
¢élevées de produits de peroxydation lipidique entraine une large
gamme d’effets toxiques aigus [34]. Ils peuvent étre a la fois
mutageénes et cancérogénes, et joueraient un role dans le vieillis-
sement et la progression des pathologies qui y sont inhérentes
[39].

CONCLUSION

Nos résultats sont en faveur de I’absence de variations signifi-
catives des activités enzymatiques de la Gpx et SOD et du statut
vitaminique E et A au cours du vieillissement. Par ailleurs une
augmentation de la peroxydation lipidique est observée en fa-
veur de I’installation d’un état de stress oxydatif avec I’age.

Un statut antioxydant optimal de 1’organisme jouerait un réle
important dans la lutte contre les effets néfastes du stress oxy-
datif liés a I’hyperproduction des radicaux libres avec 1’age et
permettrait, donc, de prévenir les pathologies dégénératives as-
sociées au vieillissement (vieillissement en bonne santé).
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